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SUMM.ARY 

"Methodological development, optimi·zation and· applications of the 
push-pull perfusion technique in the fréely 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 neura.l 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 

. ----------···-----·-··---···---·······-- -- ... -· ---- --- -- .. -

p:fi.ysiofogíca.1 ·-:fluid into the brain allowing the administration 
--· ·----- ------------ ··------ - -··----·--·-· ·--·- -·-·-· - ···- - -· -·'··- --· ·-· - .. - ..... ·---- --·- ----·· ----- ---··-·--···-·- . 

and sampling of chemicais "ínto and from defined neural stru-ctúres. 
Some of the basic technical problems and limitations of the in 

4 vivo perfusion which must be controlled are the lesion of the 
- tiBsue -produced ··by the ·· perfusing device , by hydrodyna.mic 

accidents, or by the constant circulation of fluid through the 
t-issue ;- the de crease of the neural responsi vness of the tissue to 
stimulation along perfusion; and the efficency of the d;i.ffusional 
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 transmi tt_ers) to 
asses tissue dam.age 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. 
Add.itionally, 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 
depolarizationo We also give evidence of the in vivo release of the 
neuropeptides enkephalins, presenting results on the physiological 
regulation of thi·s release,which show diurnal in vivo.fiuctuations 
in the globus pallidus of .the freely moving rat. 
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I 

I N T R o D u e e I o N y R E s u M E N 



I I 

G E N E R A L r D A D E s y A N T E e E D E N T E s 



El cortcepto de que la comunicación neuronal es mediada químicamente 

ha sido uno de los pilares fundamentales que nos ha permitido ente~ 

der el código químico de las funciones cerebrales. Es de aceptación 

general que la demostración de la liberación de una sustancia es un 

criterio importante para catalogarla como agente neurotransmisor. 

En este contexto, las tgcnicas neuroquímicas de análisis in vitro 

han brindado un avance sustancial en el estudio· de los eventos neu 

roquímicos de la transmisión nerviosa. Así, la experimentación en 

regiones cerebrales aisladas y estructuras celulares y subcelulares 

,mecánicamente 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 lo 

tanto, se han desarrolla~o enfoques experimentales in vivo, en do~ 

de ha sido posible estudiar la regulación fisiológica de los even­

tos neuroquímicos y, su integració~ en la función cerebral del ani 

mal vivo. 

En este sentido, la técnica de perfusión intracerebral push~pull 

(infusión y extracción de líquido) ha demostrado ser una herramie~ 

ta Útil en el estudio de la liberación 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 regi~nes cerebrales específicas , en las cuales se pr~ 

serva la integridad de sus conexiones neurales con el resto del 

sistema nervioso y, permite también, correlacionar eventos neuro-­

químicos y conductuales. Adicionalmente,. al facilitar la introduc­

ción contínua de líquido fisiológico artificial y su extracción y 

recolección inmediatas del sitio de perfusión mediante dos tubos 

dispuestos concéntricamente y acoplados a un sistema de bombeo,per 

mite la administración y recolección de sustancias químicas en el 

tejido perfundido. 

Sin embargo, la incidencia de fracasos experimentales con el uso de 
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esta técnica es alta, los que son debidos fundamentalmente, a la pr~ 

.sencia de fragmentos de tejido y/o coigulos sanguíneos que obli~eran 

la parte t~rminal de~ tubo de extracción de la cánula.Estos materia­

les son producidoi por el desarrollo de presiones negativas en el 

sitio de perfusión y por el efecto erosivo, que sobre el tejido, cau 

sa la circulación directa del líquido de perfusión. Las cinulas con 

céntricas de uso común (Gaddum-Myers) tienen la tubería interior(in­

fusión) protruyendo del cuerpo de la exterior(extracción) y en con-­

tacto directo con el tejido. El traumatismo que produce la circula-

ción del líquido en los sitios de perfusión origina daño ~ . mecanico 

al tejido y, eventualmente, obstrucción en el flujo del líquido, lo 

que altera la viabilidad de la preparación y enmascara las observa-­

ciones experimentales. 

Con el objeto de minimizar estos inconvenientes y limitaciones,se di 

señó y puso a prueba una modificación de la geometría de la punta de 

la cinula de uso tradicional.En nuestro modelo(de punta ranurada) he 

mos evitado la protrusión de la tubería interna del cuerpo de la ex­

terna,con el objeto de protejer al tejido de los efectos mecánicos 

directos ocasionados por la circulación del líquido infundido. Para 

comparar el funcionamiento de los dos diseños de cánulas, y con el 

propósito de registrar el daño y viabilidad del tejido perfundido, 

hemos utilizado indicadores físicos de lesión(sangrado y recupera-~ 

ción disminuída de líquido de perfusión). Con el mismo objetivo,he-­

mos empleado marcadores bioquímicos de lesión(proteína endógena to-­

tal, actividades enzimáticas de lactato deshidrogenasa, colinestera­

sa y proteasa) , de eficiencia en la difusión tejido-medio de perfu­

sión(difusión de proteína endógena hacia el líquido de perfusión), 

medio de perfusión-tejido( Índice de captura tisular de GABA-H 3 ) 

y de viabilidad del tejido durante la perfusión( capacidad de libe­

ración basal y estimulada de neurotransmisores representativos pepti 

dices( encefalina) y no peptídicos( GASA) 

Los resultados muestran que el uso de nuestro diseño reduce la fre-­

cuencia de obstrucciones en el flujo del líquido, así corno de lesio­

nes accidentales, manteniendo una eficiencia de perfusión y recolec-
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. 
ción y una viabilidad comparables a las obtenidas con el uso de la 

cánula tradicional. 

Más recientemente se ha modificado también el sistema de extracción 

(normalmente aislado de la presión atmosférica), permitiendo la en­

trada de aire en el mismo, con el fin de evitar el desarrollo de pr~ 

sienes negativas y lesión consecuente del tejido perfundido. 

Nuestros resultados muestran que el uso combinado en la perfusión de 

nuestro modelo de cánula de punta ranurada y el sistema de extracci­

ón abierto ha mostrad~ ser eficaz en la detección con alta resoluci­

ón de la liberación in vivo de neurotransmisores (GABA-H 3 ) y prote­

ína endógena (función aún no caracterizada) evocada por distintos 

procedimientos. 

La confiabilidad, reproducibilidad, resolución temporal y sensibi1i­

dad que ahora provee esta técnica, nos ha permitido extender su uso 

al estudio de los mecanismos y la regulación de la liberación in vivo 

en forma fisiológica, de sustancias neuroactivas en estructuras neu--
- - ·- ... -

rales definidas en el animal consciente y en libertad de movimiento 

(correlación neuroquímica-conducta). 

El globus pallidus es una región neural idónea para el estudio de 

la liberación de transmisores peptídicos(encefalina) (presenta la 

más alta concentración de encefalina y de terminales nerviosas ence­

falinérgicas en el sistema nervioso) y no peptídicos(GABA) (exhibe· 

uno de los más altos contenidos de la glutamato descarboxilasa que 

sintetiza a este aminoácido en las terminales sinápticas ) . Basados 

en evidencias experimentales que han sugerido la existencia de un 

mecanismo de regulación tónica inhibitoria, dependiente del GABA,s~ 

bre la liberación de encefalinas en esta región, decidimos estu--­

diar de forma comparada su liberación in vivo en el globus pa---­

llidus de la rata en libertad de movimiento. 

Nuestros resultados son consistentes con el mecanismo propuesto y 

muestran que la liberación de estos mensajeros está en correlación 
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inversa., y sigue un patrón circ'ádico. Además, estas observaciones, 

junto con otras evidencias farmacológicas, sugieren que estos rit­

mos bioquímicos están ligado$ con los ritmos de actividad motora 

de la rata. 
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A). LA NEUROQUIMICA IN VIVO• 

1.- INTRODUCCION 

El avance científico se ha encontrado estrechamente vinculado al de­

sarrollo de métodos y estrategias experimentales que nos han permi-­

tido observar, analizar y cuantificar los fenómenos naturales.Desde 

el inicio del presente siglo, la comprensión del funcionamiento del 

sistema nervioso de los mamíferos ha sido, sin lugar a dudas, una 

de las interrogantes que más ha atraído la atención del neurocien­

tífico. Sus esfuerzos lo han llevado al descubrimiento de la unidad 

anatómo-funcional que lo conforma, la neurona, y por lo tanto, a la 

idea de que la comprensión de los mecanismos que permiten la comuni 

cación entre las neuronas sentarían las bases para explicar el fun­

cionamiento del conjunto(el sistema nervioso). 

Hacia 1906, Sherrington denomina sinapsis al sustrato anatómico,ex­

clusivo de las células nerviosas, que permite su comunicación.Para­

lelamente, Beis, Raymond, Élliot, Loewi y Dale establecen los prin­

cipios de la teoría química de la comunicación interneuronal.Se es­

tablece así, que la transmisión nerviosa se inicia co~ lá llegada 

del impulso nervioso(sefial eléctrica) a la terminal Sináptica, la 

cual induce la liberación de un "mediador químico" (agente n~urohu­

moral) al espacio intersináptico, que alinteraccionar con la membra 

na de la célula postsináptica, genera en ésta una señal eléctrica. 

En la actualidad, denominamos a estos mediadores químicos neuro~--­

transmisores. 

A pesar de la enorme complejidad del sistema nervioso, se tiene la 

convicción de que la transmisión del impulso nervioso de una neuro­

na a otra representa un evento fundamental en la función neural,lo 

que ha propiciado el desarrollo de uno de los enfoques más exitosos 

desde el punto de vista experimental en la neurociencia actual:el 

estudio del funcionamiento del sistema nervioso a través de la com­

prensión del papel fisiológico que desempefian los neurotransmiso--­

res. Por esto,se ha centrado la atención dentro de la neuroquímica 

actual en el estudio de las correlaciones entre la bioquímica regi~ 

nal del cerebro y la expresión de estados conductuales en el animal. 
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Esto ha hecho posible la formulación del concepto de la II codifica­

ción neurohumoral de las funciones cerebrales 11 (Myers y Drucker-Co 

lín, 1974). Dentro de este co~texto, se han desarrollado alternati­

vas metodológicas y e~trategias experimentales que han facilitado 

el estudio de la regulación fisiológica de los eventos neuroquími-­

cos implicados en la transmisión sináptica en estructuras neurales 

definidas y su integración en el funcionamiento nervioso y conduc-­

tual en el animal vivo(· preservando la conectividad nerviosa normal 

de aquellas con el resto del cerebro). Así, este enfoque alternati­

vo ha representado un avance sustancial en la neurociencia actual: 

el estudio de la neuroquímica in vivo . 

2.- ALTERNATIVAS METODOLOGICAS EN EL ESTUDIO DE LA NEUROQUIMICA 

IN VIVO 

Hacia el final de la década de los SO~s, Fox y Hilton (1958) diseñ~ 

ron un sistema de tubos paralelos para perfundir tejido subcutáneo. 

Posteriormente, Gaddum{l961) y luego Myers (Myers, 1970¡ Myers y B~ 

leslin, 1970¡ Myers, 1972 ) adaptaron un sistema de tubos de infu-­

sión y extracció~, ,nsamblados concéntricamente (~ para localizar 

el sitio de liberación de sustancias en tejidos -tales como el del 

sistema nervioso central- en forma más precisa que por otros pro-­

ced!mientos11,en palabras de Gaddum) que revolucionó el estudio de 

la neuroquímica in vivo (Fig.1). 

Para entender la importancia y repercusiones que este desarrollo m~ 

todológico representa en la neurobiología actual, es necesario com­

prender su principio funcional y las ventajas experimentales que el 

mismo ofrece: infusión controlada y extracción simultánea de líqui­

do fisiológico artificial~ través del tejido nervioso,que permite 

la formación de una superficie de contacto y difusíon bidireccional 

entre el líquido administrado exógenamente y los elementos tisula-­

res del área perfundida. Con esto, es posible administrar agentes 

neuroactivos (neurotransmisores exógenos, fármacos, etc.) disueltos 

en el líquido de infusión y, también, colectar fraccionadamente y a 

nalizar el líquido extraído del cerebro del animal vivo (Bayón y 
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CANULA DE 
EXTRACCION 

CANULA DE -----,1-1 
INFUSION 

INFUSION 

.......... •···· ........... . .... . , ..... . ......... ., . . . .. EXTRACCION 

__ SISTEMA DE FIJACION 
DE LA CANULA 

--CRANEO 

AREA DE 
PERFUSION 

Fig. 1. Modelo de· Cánula Gaddum-Myers. El sistema de tubos de entra­

da (en blanco) y de salida (en punteado) del líquido es con­

céntrico a los largo de la punta de la cánula y se separan 

después de entrar a la cámara superior, la cual se encuentra 

conformada por dos piezas de acero inoxidable atornilladas 

entre sí (en rayado) y un septo de hule (en blanco). La cánula­

guía presenta una grapa de fijación para la cánula de perfu­

sión (e.n negro). Nótese que la cánula de perfusión tiene en su 

extremo terminal (en contacto con el tejido) la tubería inte­

rior (infusión) protruyendo del cuerpo de la exterior (extrac­

ción). 
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Drucker-Colín, 1985; Bayón, 1987). 

Paralelamente, se han desarrolLado procedimientos técnicos de perfu . -
sión análogos al implementado por Gaddum-Myers y , aún con los refi 

namientos que cada uno de ellos ha incorporado, todos exhiben el 

mismo principio funcional anteriormente expuesto. Los más represen­

tativos, se basan en ~1 uso de copas de superficie ( básicamerite 

corticales), tubos de infusión-extracción ventriculares y, membra­

nas de diálisis. 

Las copas corticales son cámaras de perfusión ( con tubos para in-­

fundir o extraer líquido a través de ellas) adheridas en forma agu­

da ( Da Silva y Sproull, 1964; Celesia y Jasper, 1966) o crónicamen 

te ( Beleslin y Myers, 1970) a la superficie del cerebro. Beleslin 

(1965) y Jasper (1969) las han utilizado en el estudio de la libera 

ción de acetilcolina de la superficie de la corteza motora. 

Las cánulas ventriculares son un dispositivo de dos tubos implanta­

dos en regiones separadas del sistema ventricular cerebral, las cu~ 

les permiten la infusión y extrac~ión del líquido cefalorraquídeo 

en la cavidad presente entre ambos. Su descripción 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 liberación de a-­

cetilcolina (Bhattacharya y Feldberg, 1958 a,b), serotonina (Feld-­

berg y Myers, 1966) y norepinefrina (Carry Moore, 1969) hacia el 

lumen ventricular. 

La técnica de perfusión que usa membranas de diálisis, descrita ori 

ginalmente por Delgado (1970), consiste en un sistema de tubos de 

infusión y extracción de líquido, ensamblados concéntricamente en 

forma análoga al sistema Gaddum-Myers. Su porción terminal se en-­

cuentra cerrada por una membrana porosa permeable, selectiva al P~ 

so de sustancias de bajo peso molecular. Actualmente, se han desa­

rrollado modelos alternativos, en función de las necesidades de ca­

da autor; sin embargo, todos se basan en el mismo principio funcio­

nal inherente al diseñado originalmente por Delgado (Kovacs, 1976; 
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Zetterstrom y Col. 1982; Ungerstedt, 1982; Hamberger y Col. 1985). 

A pes~r de las posibilidades y ventajas experimentales que han bri~ 

dado estas herramientas de perfusión en el estudio de la neuroquími 

ca in vivo, la utilización en paralelo del modelo Gaddum-Myers ha 

demostrado., en ellas, sus pr~ncipales inconvenientes: el uso de las 

copas corticales y de las cánulas ventriculares se encuentra res-­

tringido a las superficies o cavidades cerebrales, respectivamente. 

Desde este punto de vista, son inadecuadas en el estudio de labio­

química de regiones discretas, situadas en el interior del parénqui 

ma nervioso.Por el contrario·, la técnica de diálisis , a pesar de o 

frecer ~a.ventaja experimental en el estudio de áreas discretas y 

multiplicidad regional en el tejido nervioso, presenta el inconve-­

niente en la existencia de la membrana de permeación, a través de 

la cual el intercambio de líquido y sustancias químicas 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 liberación de agentes neuroactivos po-­

co abundantes o que se degradan rápidamente o que no permean por su 

tamafio molecular a través de la membrana de diálisis { ejem: neuro­

péptidos y proteínas ). 

Ya que los principios básicos de funcionamiento de las herramientas 

de perfusión anteriormente expuestas son muy similares al sistema 

concéntrico de cánulas Gaddum-Myers, parece justificado usar éste 

modelo en la discusión de los principales problemas metodológicos y 

limitaciones experimentales inherentes a la perfusión in vivo. 

3.- FACTORES QUE INFLUENCIAN LA EFICIENCIA DE LA TECNICA DE PERFU­

SION IN VIVO DE INFUSION-EXTRACCION DE LIQUIDO 

Los métqdos y sistemas de perfusión de infusión-extracción de líqui­

do se sitúan dentro del campo experimental en donde el sujeto bajo 

estudio es afectado por los instrumentos experimentales. A pesar 

del uso relativamente extenso que han tenido en la exploración y 

experimentación de la neuroquímica in vivo ( ver Bayón y Drucker­

Colín, 1985), es solo a partir de la década de los 70~s que se ha 
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intentado la identificaci6n y ~esoluci6n de sus principales proble­

mas técnicos. Así, el mayor de ellos ha radícado en la dificultad 

para mantener un flujo estable del medio de perfusi6n en interfase 

con el área de tejido perfundida ( se produce dafio tisular a conse­

cuencia de cambios extremos de presión que condiciona la obstruc­

ción en la circulaci6n del líquido) ( Myers, 1972; Bayón y Drucker­

Colín, 1985; Redgrave, 1985). 

Existen dos causas importantes que pueden dar orígen a alteraciones 

en la circulaci6n del líquido de perfusi6n en el área de perfusión. 

La más frecuente se debe a la presencia de "obstrucciones" de orí­

gen sanguíneo ( coágulo de sangre y/o plasma}, a causa de la rup­

tura de los elementos vasculares que irrigan la !egi6n, ya sea por 

el trauma mecánico inducido sobre el tejido por la introducción a-­

guda o movimientos de la cánula y/o por cambios de presión hidrostá 

tica en el sitio de perfusión. La segunda y menos frecuente, se de­

be a la entrada de fragmentos de tejido en el sistema canular de ex 

tracción y, es debida principalmente, a la eventual destrucci6n del 

tejido por el trauma mecánico. 

Así, la acumulaci6n en mayor o menor cuantía del líquido de perfu-­

si6n en el cerebro ( dependiendo de la magnitud y duraci6n de la 

obstrucción), será un común denominador que en muchas ocasiones 

llevará al fracaso del experimento ( el excesivo daño tisular en el 

área de perfusi6n generalmente redunda en un decremento de la res-­

puesta tisular a la estimulación o manipulaci6n farmacol6gica) .Por 

ello, se han desarrollado y usado procedimientos tendientes a mini­

mizar esta clase de problemas. La implantación crónica de la cánula 

(usualmente 4-5 dÍas antes de llevar a cabo la perfusi6n) (Fig.2} ~ 

vita el sangrado excesivo observado a veces en la perfusión tras u­

na inserción aguda. Sin embargo, su principal desventaja radica en 

que la presencia cr6nica de la cánula en el tejido produce gliosis 

en el área de perfusi6n, la cual puede tener efectos adversos en el 

estudio de la liberaci6n de agentes neuroactivos( ejemp. encefali-­

nas;Bayón y Col. 1981 a,b}. Por el contrario, otros autores han mo~ 

trado que el procedimiento no da orlgen siempre a este efecto(ejem. 
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CANULA 
DE 

INFUSION 

CANULA DE 
INFUSION Y 
EXTRACCION 
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DE 

ACRILICO 

CANULA 
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GUIA Y CANULA 
DE EXTRACCION 

B 

Fig. 2. Formas alternativas de implantación de la cánula de perfusión 

de infusión-extracción. A) El tubo de extracción funciona como 

cánula-guía y se implanta en forma permanente en el sitio de 

perfusión. El tubo de infusión se inserta sobre la cánula-guía 

de extracción en el momento de la perfusión. B) La cánula de 

infusLón-extracción se inserta sobre la cánula-guía hasta el 

sitio de perfusión en el momento de la perfusión. La cánula­

guía ha sido implantada previamente {usualmente una semana 

antes del experimento) varios mm por arriba del sitio de per­

fusión. 
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liberación del factor liberador de la hormona luteotrófica;Ramirez, 

.1985). En vista de esto, la elección del procedimiento dependerá de 

la esnrategia y suje~o particulares de estudio de cada investigador-

En ocasiones, para evitar el sangrado, es posible cambiar la ruta 

estereotáxica de implantación de la cánula, eligiendo una trayecto­

ria diferente para tratar de evitar la lesión de vasos sanguíneos 

importantes ( siempre hay ruptur.a de vasos pequeños, pero el sangra 

do que por esto se produce es de poca importancia y tiende a ceder 

en unos cuantos minutos). En relación con esto, otra estrategia a-­

decuada se basa en el aumento de la velocidad del flujo del líquido 

de perfusión o la reducción de la concentración de calcio del medio 

de perfusión (Ramirez, 1985), medidas tendientes a lograr una remo­

ción rápida de la sangre y disminuir su capacidad de coagulación, 

reduciendo en esta forma, la probabilidad de formación de un coá-­

gulo en el sitio de perfusión. 

Por otro lado, la obstrucción en el flujo del líquido por fragmentos 

de tejido puede ser consecuencia inmediata del trauma mecánico indu­

cido durante la inserción i~uda de la cánula. Los esfuerzos por mi-­

nimizar este problema han favorecido la utilización de una "·cáhula 

falsa" (mandril), que se inserta y extrae, hasta el sitio de perfu­

sión, antes de iniciar el experimento, para que al introducir la cá 

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

Otro de los factores que son causa inmediata de lesión y oclusión, 

son los ocasionados por el movimiento de la cánula una vez que ha 

sido introducida dentro del cerebro del animal. En vista de esto, 

su inmovilización debe ser requisíto indispensable cuando se quie­

ran disminuir esos problemas. Esto, básicamente se ha logrado en 

dos formas: usando preparaciones agudas en donde el animal es anes­

tesiado e inmovilizado durante la perfusión ( aunque con esto el e­

fecto del anestésico sobre la preparación debe ser valorado; ver Ce 

sselin y Col. 1981), o en animales en libertad de movimiento median 

te el implante crónico en el cerebro de una cánula-guía adhe~ida y 

sujeta al cráneo (ver sección de procedimientos quirúrgicos en el 

capítulo de metodología de esta tesis), en donde se inserta y fija 
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. 
la cánula de perfusión (Fig. 1}. 

Aún en este Último caso se deben tener cuidados adicionales, ya que 

movimientos bruscos y/o colisiones de la cabeza del animal eón las 

paredes de la jaula o cámara de perfusión pueden producir una le--­

sión del tejido del área perfundida (si tornarnos en cuanta que el 

cerebro es un órgano que flota en el líquido cefalorraquídeo den-­

tro de la cavidad craneai}. Por lo tanto, es recomendable situar 

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

lado de distracciones ambientales. 

Cambios extremos de presión hidrostática 

El desarrollo de cambios extremos de presión hidrostática en el á-­

rea de perfusión es otro de los factores que inducen daño tisular 

y, muy frecuentemente, oclusión a la circulación del líquido ( Red­

grave, 1985}. Por un lado, una presión positiva alta en el siste-­

ma de infusión lleva consigo la acumulación de líquido con despla­

zamiento y ruptura de los elementos tisulares en el área perfundida; 

por otro lad6, la presión negativi en ~l sistema de extracción in-­

crementa la erosión y lesión en el tejido y, eventualmente, con es 

to, origina obstrucción en el flujo del líquido de perfusión. 

En la actualidad se dispone de dos procedimientos para bombear el 

líquido de perfusión. El primero ( llamado sistema cerrado}, se ba­

sa en el uso de mecanismos de alta precisión para la infusión y la 
' 

extracción de líquido por medio de un sistema de bombeo reciprocan-

te de jeringas, que mantienen un flujo constante a través del área 

cerebral perfundida ( en esta forma el sistema permanece aislado de 

la presión atmosférica} (Fig. 3}. Sin embargo, este tipo de sistema 

no posee óptima capacidad y eficiencia para equilibrar alteraciones 

de presión suscitadas por cambios en la resistencia del tejido en 

el área de perfusión (ejem. edema,oclusión, etc.}, fenómeno,que co­

mo ya se ha dicho anteriormente, produce la acumulación de líquido 

y lesión tisular. 
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JERINGAS 

' INFUSION 

~~~:!:Z:l:~:::::;=~C::X:3,;;,¡, ¡, ¡, ; •• ;.¡:~ -
\ EXTRACCION 

TUBERIAS DE 
POLIETILENO 

--HUESO 

---GUIA DE LA CANULA 

r.i----CANULA DE EXTRACCION 

l'+---CANULA DE INFUSION 

,~ 
(. ··~AREA DE PERFUSION 

Fi~. 3. Esquematización del procedimiento de bombeo de líquido que 

utiliza el sistema de jeringas reciprocantes. Las jeringas 

se encuentran conectadas a la cánula de infusión-extracción -

mediante tuberías de polietileno. Nótese que el sistema de 

extracción permanece aislado de la presión atmosférica. 
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Por el contrario, el segundo ~istema (abierto), no requiere de meca­

nismos de infusión y extracción de alta precisión: se utilizan bom-­

bas P,Olistálticas pulsátiles; que infunden y extraen líquido al 

presionar peristáltidamente tuberías de sylastic colocadas sobre ro 

dillos que giran a la v·elocidad elegida. El balance de entrada y sa 

lida de líquido en el área de perfusión se logra mediante la apertu­

ra del sistema a presión atmosférica (Neouillón y Col. 1977) a tra-­

vés de una perforación en el tubo de extracción (Fig_.4). En esta 

forma, los cambios de presión pueden ser equilibrados por la entr~ 

da de aire dentro del sistema de extracción cuando la resistencia 

del tejido varíe (se evita así el desarrollo de presión negativa en 

exceso en el sitio de perfusión). 

Las cánulas concéntricas de uso común (modelo Gaddum-Myers) tienen 

la tubería interior (infusión) protruyendo del cuerpo del tubo ex-­

terior (extracción), lo cual, en gran medida, favorece el daño me-­

cánico por la acción directa del flujo del líquido sobre el tejido, 

incrementando su erosión-. Con el objeto de minimizar este inconve-­

niente, se han diseñado y puesto a prueba modelos alternativos de 

cánulas, en donde básicamente se evita la protruslón del tubo de 

infusión con respecto al de extracción ( se mantiene la tubería in 

terna dentro del cuerpo de la externa) (Fig. 5). En esta forma el 

factor de erosión sobre el tejido es minimizado a expensas de la 

disminución del área de contacto entre el tejido y medio de perfu­

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

Por esto último,· la utilidad de cada modelo se valorará en función 

de su capacidad funcional para mantener la misma eficiencia de per­

fusión ( difusión medio-tejido) y recolección ( difusión tejido-m~ 

dio) de agentes químicos comparables a la obtenida con el uso de la 

cánula tradicional (Gaddum-Myers) (ver resultados en la tesis). 

4.- LOGROS Y PERSPECTIVAS 

El desarrollo alcanzado en el estudio del sistema nervioso en lo 
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CANULA DE EXTRACCION 

CANULA DE INFUSION 

AREA DE 
PERFUSION 

EXTRACCION 

Fig. 4. Esquemati;ación del procedimiento de bombeo que utiliza 

bombas polistálticas pulsátiles para la infusión y extracción 

de líquido. La c&nula de perfusión se encuentra acoplada al -

sistema de bombeo a través de tuberías de sylastic, colocadas 

sobre rodillos que gi.ran a la velocidad elegida .. El balance de 

entrada y salida de líquido en el área de perfusión se logra 

mediante la apertura del sistema de extracción a la presión 

atmosférica. La extracción se hace al doble de la velocidad 

de flujo de infusión, permitiendo así, la entrada de aire 

al sistema de salida del líquido. 
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CANULA 
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Fig. S. Modelos de cinulas de perfusi6n. Al. Modelo de cinula de uso 

tradicional (Gaddum-Myers). El sistema de tubos de infusión 

(en blanco) y de salida (en punteado) de líquido es concéntri­

co a los largo de la punta de la cinula. En su extremo term~al 

(en contacto con el tejido) la tubería interior (infusión) 

protruye del cuerpo de la exterior (extracción). B) Disefio 

alternativo al modelo de cinula Gaddum-Myers. El sistema de 

tubos de entrada y salida de líquido· es exc~ntrico a los largo 

de la punta de la cinula. En el extremo terminal se mantiene 

la tubería interna dentro del cuerpo de la externa. 
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que va del presente siglo, ha·~ermitido el análisis de la actividad 

neural desde el punto de vista interdisciplinario en la neurocien-­

cia actual. 

El alto grado de complejidad funcional inherente al enfoque in vivo 

ha hecho necesario un estudio integral que ha favorecido el desarrollo 

y uso de métodos que permiten el análisis simultáneo de eventos neu­

roquímicos y conductuales en el animal de experimentación . Desde es 

te punto de vista, las técnicas de perfusión cerebral in vivo han es 

tablecido las bases para este desarrollo. Su uso ha hecho posible 

el estudio de los mecanismos que controlan la liberación de agentes 

neuroactivos. De igual forma , han permitido el avance en el conoci­

miento de aspectos fundamentales de la modulación de esta libera--­

ción por fármacos y,en última instancia, a la elaboración de "mapas 

conceptuales" de la neuroquímica asociada a la actividad neural de 

regiones y circuítos nerviosos definidos (Bayón y Drucker-Colín, 

1985; Chéramy y C61. 1985; Moore y Nielsen, 1985; Swartzwelder,1985). 

Dentro de diagramas más complejos, se han establecido correlatos en­

tre eventos fisiológicos y conductuales más elaborados en el fun--­

cionamiento neurovegetativo y neuroendócrino ( Ph~lippu,1985;Ramirez 

, 1985; Ruwe, 1985) o en el control motor, aprendizaje, sueño y neu­

ropatologías ( Drucker~Colín, 1981; ·Martin y Haubrich, 1985; Red--­

grave, 1985; Velasco y Col. 1985). 

Por otro lado, las técnicas de perfusión in vivo han también repre-~ 

sentado una herramienta metodológica de progreso para el aislamien 

to, identificación y caracterización ·de nuevos agentes neuroactivos 

a través de la implementación de- técnicas cromatográficas ( ejem. 

cromatografía líquida dé alta presión) e inmunológicas (ejem. anti­

cuerpos monoclonales) de gran resolución en el análisis ·de los peE 

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 regulación de la actividad 

neuronal es la inhibición debida a la hiperpolarización resultante 

de la interacción de neurotransmisores inhibidores con sitios espe-­

cíficos (receptores). En el sistema nervioso central de mamíferos, 

así como en el de muchos invertebrados, ciertos aminoácidos como el 

ácido y-aminobutírico (GABA) y la glicina se encuentran entre las 

moléculas responsables de esta función inhibitoria. La existencia 

del GABA en el cerebro se descubrió en el año 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 aminoácido en el tejido nervioso se originó por 

el hecho de que en vertebrados se encuentra en altas concentracio-­

nes exclusivamente en este tejido, y solo cantidades muy pequeñas 

han podido demostrarse en otros órganos ( Curtis, }975). Gran parte 

de la información sobre la acción· inhibitoria de este neurotransmi-­

sor pudo ser obtenida en sitios sinápticos relativamente accesibles, 

donde fue posible observar su liberación consecuente a la estimula~­

ción nerviosa (sinapsis de la neurona sensorial del tensoreceptor 

del acocil, Células de Purkinje del cerebelo de mamíferos y· u~ión 

neuromuscular de la langosta) (Curtis y Johnston, 1974; Curtis, 

1975). En la actualidad, diversos estudios han establecido su _papel 

como el neurotransmisor inhibitorio más ampliamente distribuído en 

el sistema nervioso central de mamíferos, así 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 síntesis del GABA en el sistema nervioso de vertebrados e inver--
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tebrados se realiza a partir de la o( -descarboxilación del ácido glu-

·támico. La reacción, que es catalizada por la enzima descarboxilasa 

del ácido glutámico (~AD), tiene como productos al GABA y bióxido 

de carbono. Por otro lado, la vía catabólica más importante es la 

transaminación reversible con el ácido «-cetoglutárico, m.ediada 

por la actividad de la transaminasa del ácido y-aminobutírico(GA-­

BA-T ), dando como productos ácido glutámico y semialdehído succíni­

co por la acción de la deshidrogenasa del semialdehído succínico 

(DHSS). 

Es de particular importancia señalar, en cuanto al significado fun-­

cional del metabolismo del GABA, que su síntesis y catabolismo se 

realizan en regiones celulares estructuralmente diferentes en el sis 

tema nervioso. Estudios de distribución subcelular,han mostrado que 

aunque ambas actividades enzimáticas ( GAD y GABA-T) se encuentran 

asociadas a las fracciones particuladas en experimentos de fraccion~ 

miento celular, la fracción correspondiente a terminales nerviosas 

presinápticas contienen el más alto índice de actividad de GAD, mien 

tras que, la actividad de GABA-T, se localiza predominantemente en 

la fracción mitocondrial. 

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

CO 

El descubrimiento de la distribución celular del metabolismo del áci-

do glutámico en ~os compartimientos ( "grande" y "pequeño" ) 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 función en la. tiansmisión nerviosa(Ta­

pia, 1980) .Diversos estudios han mostrado que la glutamina es un pre­

cursor importante de la sínteis del ácido y-aminobutírico en el com­

partimiento o poza "grande" de glutamato (loc~lizado én la terminal 

sináptica) y que aquel es convertido a glutamina en el compartimien­

to "pequeño" de glutamato (localizado predominantemente en la glla) 

( Van den Berg y Col. 1975). Ya que la poza "pequeña" ( la cual está 

estrechamente asociada con la síntesis 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-­

portada al interior de la terminal nerviosa donde es desaminada para 

formar glutamato'( po~a "grande" ) t subsecuentemente GABA, formando 

así una poza disponible para su liberación. 

Diversos reportes parecen apoyar esta hipótesis al demostrar que GABA 

marcado radiactivamente, derivado de glutamina marcada, es liberado 

por estímulo químico 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, resp·ectivamente. Aunque todos los estudios actuales parecen 

indicar que el GABA es liberado preferencialmente a partir de una p~ 

za sintetizada por glutamina, existen sin embargo, datos que demues­

tran la liberación de GABA derivado de piruvato, glutamato y glucosa 

radiactivos, los cuales sugieren la existencia de otra poza libera-­

ble (ver más adelante en la sección de liberación). 

b) .- INACTIVACION DEL GABA: CAPTURA 

Captura neuronal. Toda la evidencia experimental actual propone que 

la terminación de la acción sináptica del GABA ( consecuente a su li 

beración al espacio sináptico) no depende de la acción enzimática de 

gradativa de la GABA-T ( su localización es predominantemente mito-­

condrial). El proceso que parece mediar este fenómeno, reside en la 

existencia de una captación del aminoácido por las terminales ner-­

viosas y células· gliales, a través de un mecanismo de cotransporte 

con los iones sÓdio y cloruro (Kanner, 1978). Diversos estudios han 

propuesto un doble sistema: de baja afinidad (Km= 300 µM) y alta~ 

finidad (Km= 10-40 µM) (Martín, 1976). La estequiometría propues­

ta para el cotransporte de sodio-cloro-GABA parece ser de 2 o 3:1:1 

(Kanner, 1978). 

Captura glial. Las cél~las gliales son también capaces de capturar 

el aminoácido a través de un mecanismo de alta afinidad, análogo al 
descrito anteriormente( Km= 0.2-40 µM) ( Van den Berg y Col. 1975). 
El significado fisiológico de esta captación parece estar relacion~ 
do a la formación de un ciclo metabólico de resíntesis del GABA, a 
partir de su remoción y catabolismo del espacio sináptico una vez 
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que ha sido liberado por la terminal nerviosa ( GABA----~ glutamato­
----• glutamina-----~ transporte a terminal nerviosa----~~ glutamato 
{ poza "pequefia" ) ------~ GABA). 

3. LOCALIZACION NEURONAL DEL GABA 

Practicamente no existe ninguna región del sistema nervioso central 

que se haya estudiado en la que el aminoácido no inhiba la actividad 

eléctrica neuronal. De cualquier forma, dentro de un contexto fisio 

lógico general, su papel funcional y sus interacciones con otros sis 

temas neuronales en el cerebro son todavía sujetos de muchas investi 

gaciones al momento actual. 

a). DISTRIBUCION SUBCELULAR 

Estudios de fraccionamiento subcel~lar en combinación con la medi--­

ción de la actividad de la enzima responsable de la síntesis del GABA 

( GAD), han demostrado que la mayor porción de la enzima se encuen-­

tra predominantemente concentrada ( ~ 85%) en las terminales nervio­

sas de la fracción sinaptosomal (Fonnum y Col. 1974 y 1978). Resulta 

dos experimentales con técnicas inmunohistoquímicas demostraron que 

la inrnunorreactividad contra· la GAD se confina principalmente en las 

terminales nerviosas de las neuronas GABAérgicas ( McLaughlin y Col. 

1974 y 1975; Ribak y Col. 1976 y 1977; Barber y Col. 1978; Perez de 

la Mora, 1981 a). En adición a estos resultados, Ribak y colaborad~ 

res (1978) demostraron ( con una técnica de peroxidasa de alta sen­

sibilidad) que la inmunorreactividad contra la enzima puede ser d~ 

tectada .en la porción del sorna de neuronas GABAérgicas solo después 

de haber inhibido el transporte axonal con colchicina . 

b). DISTRIBUCION TISULAR 

Div~rsos enfoques experimentales han sido utilizados en el estudio 

de la localización, identificación y mapeo de las vías GABAérgicas 

en el sistema nervioso. Investigaciones en las que se determinó el 

contenido tisular regional postrnortem del aminoácido en el sistema 

nervioso ( Fahn y c8té, 1968; De Feudis y Col. 1970), indican que 

en los mamíferos, el GABA se localiza en el cerebro, tallo cerebral 
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Y médula espinal, pero no en ei tejido nervioso periférico como el 

.nervio ciático, nervio esplénico, ganglios simpáticos o cualquier 

otro tejido periférico corno el hígado,bazo y corazón. A semejanza 

de los otros transmisores no peptídicos ( aminoácidos y aminas bio-­

génicas) y peptídicos (ver más adelante la sección de encefalinas) 

del sistema nervioso, el GABA parece tener una distribución discreta 

en el interior del SNC. En el mono (rhesus) ,los tubérculos cuadriq¡­

minos y las regiones diencefálicas contienen las cifras más altas 

de GABA, mientras que las concentraciones más bajas se encuen 

tran en los hemisferios cerebrales, tallo cerebral y médula espi~al 

( ver tabla I). En apoyo y en extensión a estos datos, también se 

han llevado a cabo la identificación de los sitios de captura del a 

minoácido mediante técnicas autorradiográficas ( !versen y Schon, 

1973; Hokfelt y Ljungdhal, 1975; !versen, 1978). Colateralmente, al­

gunos autores han intentado la lesión e interrupción quirúrgicas de 

vías GABAérgicas ( hipotéticamente propuestas ) en combinación con 

la cuantificación de los niveles de ~ctividad 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 información se ha obtenido con 

estos enfoques experimentales, el conocimiento que sobre la distri 

bución de los sistemas GABAérgicos cerebrales han brindado es aún 

incompleto. En este sentido, y en extensión a este cuerpo de inform~ 

ción, la implementación de técnicas inrnunohistoquímicas basadas en 

la producción de anticuerpos específicos contra la GAD ofrecen, a-­

hora, la oportunidad de caracterizar y mapear la distribución de 

las terminales nerviosas GABAérgicas en diversas regiones del SNC 

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

Desde un punto de vista histológico, el sistema GABAérgico se en--­

cuentra compuesto por neuronas que 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 GABAérgico de proyecciones nerviosas- largas. Se en-
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TABLA I. Distribuci6n regional 

(rhesus)*. Modificada 

24, 1968. 

I 

del GABA en el encefalo del mono 

de Fhan, S. y Coté, L. J. Neurochem. 

REGION DEL ENCEFALO 

Sustancia nigra 

globus pallidus 
hipotálamo 

Tubérculos cuadrigéminos inferiores 

núcleo dentado 

tubérculos cuadrigéminos superiores 

sustancia gris periacueductual 

putamen 

techo de la protuberancia 

núcleo caudado 

tálamo medial 

tálamo lateral 

corteza occipital 
tálamo anterior 
techo bulbar 
núcleo olivar inferior 
corteza frontal 
corteza motora 

corteza cerebelosa 

centro -semioval 
(substancia blanca pura) 

MICROMOLAS/gr DE 
+ TEJIDO CONGELADO -

E.S.M. 

9.70 + 0.63 -
9.54 + 0.91 -
6.19 + 0.13 -

4.70 + 0.29 -
4.30 + 0.47 -
4.19 + 1.09 -
4.02 + 0.56 -

3.62 + 0.21 -

3.34 + 0.43 -

3.20 + 0.18 -
+ 

3.00 - 0.14 

2.68 + 0.09 -
2.68 + 0.23 -
2.50 + 0.23 -

.. + 
2. 2 7 .. - 0.22 

2.25 + 0.15 -
2.10 + 0.01 -
2.09 + 0.10 -
2.03 + 0.23 -

0.31 + 1.0 -

* Los datos fueron obtenidos en el mono anestesiado. Obsérvese que las 

cifras más altas del contenido tisular end6geno del aminoácido se 
localizan en la sustancia nigra y el globus pallidus. 
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cuentra constituído por neuronas Golgi tipo I, que forman las vías 

.de proyección que desde el punto de vista experimental, se ha pro-­

puesto, utilizan al G~BA como ºtransmisor inhibitorio (Fig.6 y Tabla 

II ) . Los estudios inmunohistoquímicos mediante anticuerpos especí-­

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

buídas y confinadas en áreas subcorticales del cerebro ( sustancia 

nigra, globus pallidus, cuerpo geniculado lateral,sustancia innomi­

nada y tubérculos olfatorios), n~cleos cerebelares profundos y, en 

el tallo cerebral, el núcleo vestibular lateral (ver Fig.6) (Perez 

de la Mora y Col.1981 a). Resultados experimentales obtenidos con 

estudios electrofisiológicos en estas áreas, sugieren que esta 

clase de terminales nerviosas pueden mediar sinapsis GABAérgicas in 

hibitorias a nivel postsinápticti del tipo axosorn&tico y axodendrí­

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

Sistema neuronal GABAérgico de proyecciones nerviosas cortas. Se 

compone de neuronas Golgi tipo II (interneuronas). En base a estu-­

dios inmunohistoquímicos se ha demostrado que este sistema presenta 

terminales nerviosas que exhiben una escasa o moderada inrnunorreac­

tividad contra la GAD (Pérez de la Mora y Col. 1981 a). Su distribu 

ción es extensa y de intensidad variable ( baja a alta) en el cere­

bro ( corteza cerebral , formación hipocampal, hipotálamo, cuerpo 

estriado, núcleo acumbens, área septal, colículos superiores) ce 

rebelo ( corteza cerebelosa) ; ~,tallo cerebral (sustancia gris p~ 

riacueductal y formación reticular mesencefálica) 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 electrofisiológicos y bioquí­

micos (ver una amplia revisión en Fagg y Foster, 1983) parecen apo­

yar la hipótesis de que este sistema forma circuitos neuronales loe~ 

les, mediante los cuales modularía la actividad nerviosa local a tr~ 

vés de la liberación de GABA a partir de interneuronas GABAérgicas 

que establecen sinapsis inhibitorias a nivel pre y postsináptico del 

tipo axosomático, axodendrítico y axoaxónico. 
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Fig. 6. Vista sagital del SNC de la rata. Representación gráfica de 

los sistemas neuronales de proyección GABAérgicos propues­

tos en el cerebro de mamíferos. La evidencia experimental 

disponible que ha permitido postular estas vías se encuentra 

resumida en la Tabla II. CB: Cerebelo: CS: Calículo Superior; 

E; Estriado; GP: Globus Pallidus; NA: Núcleo Acumbens; NVL: 

Núcleo Vestibular Lateral; SN: Sustancia Nigra; T: Tálamo. 

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

701-719, 1983). 



Tabla II. Proyecciones neuronales GABAérgicas propuestas en el 

cerebro de mamíferos: resumen de evidencias experimen­

tales que apoyan su existencia. 

* EVIDENCIA EXPERIMENTAL: VIA 
CRITERIO PRESINAPTICO CRITERIO POSTSINAPTICO 

;anglios basales y núcleos asociados 

De globus pallidus a: 

sustancia nigra 

De núcleo acumbens a: 

sustancia nigra 

área ventro-tegmental talámica 

Del estriado a: 

globus pallidus 

sustancia nigra 

De la sustancia nigra a: 

calículo superior 

tálamo 

células cerebelares de Purkinje 

GAD 

GAD 

GAD 

GAD 

GAD; C; L AF 

GAD 

GAD 

GAD; L IA; AF 

* Las evidencias experimentales enlistadas en esta tabla se extractaron de 

estudios que han utilizado el "criterio presináptico", midiendo el con­

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

Último (L). complementariamente, se enlistan evidencias derivadas de 

estudios que utilizaron los "criterios postsinápticos" de identidad de 

acción (IA) y antagonismo farmacológico (AF) de la transmisión GABAérgi­

ca cerebral. (Modificada de Fagg, c. y Foster, A. Neuroscience 9: 701-

719, 1983). 
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GABA y ganglios basales. El copcepto neuroanatómico "ganglios basa-­

les" se ha ligado clásicamente para designar a las masas de materia 

gris localizadas subcorticalmente en el cerebro de mamíferos. Tradi­

cionalmente (Carpente~; 1984) se reconocen dos divisiones anatómicas 

mayores que se han asociado a funciones nerviosas distintas; el cuer 

po estriado, conformado por el putamen, núcleo caudado y globus pa-­

llidus,ha sido relacionado primariamente con aspectos integrativos 

de las funciones somato-motoras; el complejo nuclear amigdalina, con 

una profusa inervación aferente de regiones relacionadas con funcio 

nes olfatorias, presenta conexiones recíprocas con varias partes· del 

hipotálamo y es considerado como una parte integral del sistema lím­

bico. Esta estructura se ha asociado al control neural de funciones 

viscerales, endocrinas y conductuales. 

De cualquier forma, en el transcurso de los últimos años, diversos 

autores (ver una amplia revisión de citas en Carpenter, 1984; Gar--

cía-Rill, 1986) han incluído, bajo el rubro de· "ganglios basales" , 

a diversas áreas cerebrales subcorticales. Sin embargo, en función 

de los objetivos del presente trabajo de tesis, se incluirán al nú-­

cleo caudado (NC) y putamen ( colectivamente referidos como estría-­

do), globus pallidus (GP) y la sustancia nigra (SN), como una porci­

ón de sus principales componentes estructurales. 

El sistema más conspicuo y mejor definido de neuronas de proyección 

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 núcleo caudo-putamen ( estriado) y el glo-­

bus pallidus, los cuales envían proyecciones nerviosas terminales a 

a la sustancia nigra (proyecciones estriado-nigrales y pálido-nigra­

les, respectivamente) ver Fig. 6 y Tabla II) (Fagg y Foster, 1983). 

De hecho, la sustancia nigra contiene los niveles más altos de GABA 

y GAD localizados en terminales nerviosas del sistema nervioso(Tabla 

I) (Fahn y Coté, 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--­

ción del estriado o el globus pallidus, o por cortes quirúrgicos di 
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señados especialmente para separar parcial o totalmente estos núcle-

-os de la sustancia nigra (Kim y Col. 1971; McGeer y Col. 1971; Ha--­

ttori ·y Col. 1973; F~nnum y Col. 1974; Brownstein y Col. 1977; Jes-­

sell y Col. 1978). Se ha demostrado que las aferencias nigrales se~ 

riginan primordialmente de la porción posterior del estriado, con u­

na porción menor de fibras originadas en su parte rostral( Brownst~n 

y Col. 1977; Jessel y Col. 1978) y un número aún menor a partir del 

globus pallidus (Hattori y Col. 1973; Fonnum y Col. 1978). Topográ­

ficamente , las terminales nerviosas de las neuronas GABAérgicas si­

tuadas más rostralmente en el estriado inervan la parte reticulada 

(pars reticulata) de la sustancia nigra, mientras que, aquellas si-­

tuadas en su porción caudal y en el globus pallidus inervarán lazo­

na compacta ( pars compacta) de esta estructura ( Brownstein y Col. 

1977; Jessel y Col. 1978 ). En adición a las proyecciones estriado­

nigral y pálido-nigral, el GABA parece ser el transmisor de una vía 

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 topográficamente dis--­

puestas en secuencias dorsoventrales y rostrocaudales. Los cuerpos 

celulares localizados en la cabeza del núcleo ·caudado proyectan sus 

terminales nerviosas a las porciones dorsales y rostrales del glo-­

bus pallidus; a partir del putamen, las proyecciones s~ distribuyen 

extensivamente a sus regiones ventrales y c~udales. La parte precom! 

sural del putamen proyecta exclusivamente al pallidum. En apoyo a la 

existencia de esta vía de proyección GABAérgica, diversos autores 

han reportado que el globus pallidus contiene uno de los niveles más 

altos de GABA y GAD 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 información concerniente a los sistemas 

de proyección 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---
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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 LIBERAClON 

DEL GABA 

Diferentes enfoques metodológicos han permitido estudiar los fenóme­

nos implicados en la liberación del GABA en distintas preparaciones 

del tejido nervioso (rebanadas de cerebro, sinaptosomas, perfusión 

de zonas cerebrales en el animal vivo con cánulas de infusión-extrae 

ción de líquido, etc.). Los procedimientos de uso general implican 

dos alternativas: medición directa, por técnicas bioquímicas especi~ 

les, del aminoácido endógeno liberado por el tejido; o,por el carga­

do exógeno del mismo aminoácido en el tejido o de precursores metabó 

licos marcados radiactivamente (glucoaa, piruvato, glutamato y glut~ 

mina). Desde este punto de vista, se ha establecido que la libera--­

ción del GABA en el tejido nervioso tiene dos origenes celulares po­

sibles; neuronal y glial. 

Liberación neuronal. Existen dos tipos de liberación neuronal fisi~ 

lógicamente distinguibles desde el punto de vista experimental: ba-­

sal ( condiciones de reposo) y estimulada ( inducida por la despola­

rización nerviosa). Toda la evidencia experimental actual sugiere la 

presencia de dos dominios metabólicamente independientes en la ter-­

minal nerviosa, que dan origen a dos sitios de almacenamiento fisio~ 

lógicamente diferentes,a partir de los cuales el GABA puede ser li--
11 

berado. En este sentido, el aminoácido liberado en condiciones basa-

le~ sería 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 vía metabólica que fo~ 

mala poza de "síntesis reciente", a partir de la cual el GABA es li 

berado en condiciones de reposo ( Ryan y Roskoski, 1975; Tapia,1976; 

Gauchy y Col. 1977). Por otro lado, se ha postulado que la libera---
.. . .. ++ . 

cien estimulada es dependiente de la presencia del ion Ca y deriva 
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del GABA sintetizado en la poza "p~quefia" ~e glutamato (dela cual 

es importante precursor la glutamina de origen glial) ( Tapia y Gon-
~ ~ 

zalez4 1978; Canzek r Reubi, 1980; Gauchy y Col. 1980), así corno tam 

bién por el GABA capturado por el mecanismo de alta afinidad en la 

terminal nerviosa ( !versen y Neal, 1968; !versen, 1972). 

Liberación glial. Como ya se mencionó anteriormente, el GABA es ca~ 

turado por la glla a través de un mecanismo de alta afinidad análogo 

al descríto para la terminal nerviosa. En base a este hecho, varios 

estudios experimentales establecieron que la glia es capaz de libe-­

rar el aminoácido solo en condiciones de despolarización ( ejem. al­

tas concentraciones de potasio) y que, esta liberación, es indepen-­

diente de la presencia de calcio, lo que ha.hecho concluir que la d~ 

pendencia del ión·en la liberación 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 perfusión in vivo para 

estudiar la liberación en condiciones de reposo ( no estimulación) e 

inducida ( despolarización por altas concentraciones de potasio,es-­

tímulo eléctrico , neurotransmisores, fármacos, toxinas, etc.) del á 

cido y-aminobutírico en el sistema nervioso central. 

Uno de los acercamientos experimentales han hecho uso de las copas 

corticales para estudiar la liberación de este aminoácido en regio-­

nes de la superficie del cerebro. Abdul-Ghani y colaboradores ( 1979 

y 1980), reportaron la liberación "espontánea_" ( no estimulación) de 

GABA endógeno de la corteza visual y sensorimotora solo después de 

la adición de inhibidores de la GABA-T al medio de perfusión ( y-vi­
nil-GABA y r-acetilen-GABA). En estas condiciones experimentales, la 

liberación del aminoácido fue aumentada por la estimulación eléctri­

ca del plexo braquial o por la adición de la toxina tityus al medio 

de perfusión. Con esta misma herramienta de perfusión, se ha detect~ 

do también la liberación inducida de GABA endógeno en la corteza de 
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la rata por la despolarizaci6~ con altas concentraciones de potasio 

en el medio de perfusión en presencia de calcio ( Clark y Collins, 

1976) o , en ausencia de despolarizaci6n, por la adición del ionó­

foro de calcio A231Bi en el medio de perfusión en presencia de cal 

cio ( Collins , 1977). En la corteza motora, otros estudios han re-

portado la liberación inducida del GABA radiactivo 

exógenamente) por la estimulaci6n eléctrica local 

1979). 

administrado 

Reiffenstein, 

La utilización del dispositivo de cánulas ventriculares de infusión 

y extracción de líquido también ha favorecido el estudio de la libe­

ración de GABA radiactivo en el sistema ventricular cerebral delga­

to. Velluci y Webster (1980) reportaron la liberación estimulada del 

aminoácido radiactivo por la aplicación de altas concentraciones de 

potasio en-el medio de perfusión en el cuarto ventrículo. 

Por otro lado, diversos autores emplearon diferentes herramientas 

de perfusión para estudiar la liberación in vivo de GABA en estruc 

turas neurales situadas en el interior del parénquima nervioso. Con 

el sistema de cánulas concéntricas Gaddum-Myers para la infusiqn y 

extracción de líquido, Mecker y Myers (1979) reportaron la libera-­

ción "espontánea" de GABA- 14c (recién sintetizado a partir de gluco~ 

sa radiactiva) en el núcleo ventromedial del hipotálamo. Con un dis 

positivo similar, Dietl y Philippu (1979) estudiaron los patrones de 

liberación "espontánea" de GABA endógeno en la porción posterior del 

hipotálamo del gato anestesiado. Sus resultados sugieren que la tasa 

de liberación de· este aminoácido varía rítmicamente y en forma fási 

ca durante el transcurso de la perfusión: fases de altas tasas de 

liberación se separan unas de otras por períodos fásicos de niveles 

bajos de liberación del aminoácido ( generalmente de 60-70 minutos 

de duración). En correlación a este resultado, Cattabeni y colabor~ 

dores (1978) reportaron fluctuaciones circádicas de los niveles tis~ 

lares del GABA en el hipotálamo de la rata. Sin embargo, todavía no 

se conoce el significado funcional de este fenómeno y su relación al 

proceso secretorio del aminoácido en esta estructura. 
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. 
Con el uso de herramientas de perfusión que han incorporado membra--

nas de diálisis también se ha podido estudiar la liberación in vivo 

del GABA en el sistema nervioio central. Hamberger y colaboradores 

( 1985) emplearon este dispositivo para estudiar la liberación in 

vivo del aminoácido a partir de estructuras neurales del parénqui­

ma cerebral del conejo. Sus resultados demuestran que los niveles 

de liberación "espontánea" de GABA endógeno hacia el líquido extra-­

celular del hipocampo se correlacionan con los niveles del conteni-­

do tisular del aminoácido de esta región. En otra serie de resulta­

dos,estos autor~s han reportado que la ~dición de diferentes con---

centraciones del ácido nipecótico ( potente inhibidor ~e la recaptu 

ra neuronal y glial del GAB~) al medio de perfusión produce un au-­

mento directamente proporcional de los niveles de GABA en el líquido 

extracelular del hipocampo ( Hamberger y Col. 1985). Aunado a esto, 

la despolarización local inducida por la administración de altas con 

centraciones de potasio ( 56-80 mM) en el medio de perfusión con--­

lleva un aumento significativo de los niveles extracelulares de GABA 

en la misma estructura.Este efecto fue significativamente mayor con 

la adición simultánea de ácido nipecótico en el medio de perfusión. 

c) LIBERACION IN VIVO DEL GABA EN LOS GANGLIOS BASALES: REGULA­

CION POR OTROS SISTEMAS NEUROTRANSMISORES 

Los ganglios basales cumplen una función primordial en el control 

de la conducta motora, un hecho que es corroborado por la presenta­

ción de una amplia variedad de trastornos motores como consecuencia 

del funcionamiento anormal de estas estructuras subcorticales.En mo 

delos experimentales con animales, las manipulaciones locales ten--­

dientes a afectar la transmisión GABAérgica asociada a estas regio-­

nes, dan origen, generalmente, a diferentes tipos de trastornos en 

el movimiento y la postura {Scheel-Krüger y Col. 1979: Bjorklund y 

Col. 19801 Pycock, 1980). Dentro de sus sistemas neuronales bioquí-­

micamente identificados , las neuronas GABAérgicas forman el sistema 

de inervación local {interneuronal) y de proyección {eferente) más 

abundante. Con el fin de investigar los procesos regulatorios que 

, controlan la actividad GABAérqica neuronal a este nivel, diversos au 
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tares han estudiado la libera~ión in vivo del GABA en áreas donde 

_se proyectan y concentran sus terminales nerviosas.Así, la técnica 

de per~usión intracer~bral push-pull ha permitido obtener un cuerpo 

sustancial de información sobre la liberación in vivo 9el aminoáci 

do en estas estructuras neurales. A continuación revisaremos algunas 

evidencias experimentales que nos documentaran en tal sentido. 

Besson y· colaboradores (1982, 1984 y 1986) han estudiado la regula­

~i6n de la liberación de GABA-H 3 endógeno {recién sintetizado a PªE 
tir de glutamina-H 3 ) en diversas estructuras de los ganglios basa-­

les del gato y la rata anestesiados. En la rata, la liberación "es-­

pontánea" de GABA-H 3 es aumentada significativamente en el estriado 

por la despolarización local del tejido con la aplicación de 30 mM 

de potasio y en presencia de calcio en el medio de perfusión, lo 

cual sugiere el origen neuronal del GABA-H 3 liberado durante la con 

dición despolarizante ( la liberación glial del GABA que es inducida 

por despolarización no es dependiente de calcio). En apoyo a tal hi 

pótesis, , estos mismos autores demostraron aumentos significativos 

en la liberación del aminoácido marcado bajo condiciones despolari-­

zantes análogas en la sustancia nigra ( Besson y Col. 1986). En este 

sentido, Van der Heyden y colaboradores (1979 b} han reportado que 

la liberación "espontánea" de GABA endógeno en la sustancia nigra 

puede ser aumentada significativamente por la administración de al­

to potasio( 40 mM} y calcio en el medio de perfusión.Dicho efecto es 

antagonizado por la adtción· de una alta concentración de magnesio 

(8mMJ en un medio de perfusión con alto potasio y sin calcio. En o-­

tra serie de resultados, el mismo autor ( Van der Heyden y Col. 

1979 b} demostró que la aplicación nigral del ácido aminooxiacéti 

ca ( inhibidor de la degradación enzimática del GABA) incrementa la 

liberación "espontánea" local del aminoácido. En el mismo animal mo-
3 delo, Kondo e Iwatsubo {1978) estudiaron la liberación de GABA-H (ai 

ministrado exógenamente) en presencia del ácido aminooxiacético e i~ 

hibidores de la recaptura preferencial glial p-alanina) y neuronal 

(ácido carboxílico CIS-3-aminociclohexano) del GABA. Sus resultados 

demuestran que la estimulación eléctrica del estriado o el globus 

pallidus induce un incremento de la liberación "espontánea" del 
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3 
GABA-H en la sustancia nigra ipsilateral. En el gato anestesiado se 

han reportado resultados análogos en la región nigral a consecuencia 

de la estimulación eléctrica de la cabeza del nGcleo caudado ipsila­

teral (Gauchy y Col. 1980; Delgado y Col. 1985). Adicionalmente, la 

aplicación local de estímulo eléctrico despolarizante en el estriado 

y globus pallidus o, químico con altas concentraciones de potasio 

( 20-40 mM) en la sustancia nigra, induce, también, un aumento sig-
3 -

nificativo de los niveles de GABA-H liberados en el perfusado de 

estas estructuras (Kondo e Iwatsubo, 1978). Comparativamente, el in~ 

cremento más ostensible se obtuvo en el globus pallidus, explicable 

por la altísima densidad de terminales nerviosas GABAérgicas que i-­

nervan esta región cerebral. Dentro de la misma línea de estudios y 

en apoyo a los resultados anteriormente mencionados, Gauchy y colaba 

radares (1980) reportaron resultados análogos en la sustancia nigra 

y la región pálido~entopeduncular. En ambos sitios, la liberación 

."espontánea" de GABA-H 3 (recién sintetizado a partir de glutamina-H 3 

exógena) aumenta significativamente por la aplicación local de 43mM 

de potasio. El nivel de GABA-H 3 liberado durante el estímul6 despo­

larizante fue también de mayor magnitud en la región pálido-entope­

duncular ( trece veces el valor de la liberación "bas&l" promedio) 

que en la sustancia nigra ( cinco veces). El mismo efecto se obtuvo 

cuando se evocó la liberación del GABA-H 3 en las mismas estructu­

ras por la estimulación eléctrica del nGcleo caudado ipsilateral. 

A partir de otra serie de estudios, algunos autores han demostrado 

la regulación de la liberación del GABA por diversos f&rmacos y age~ 

tes neurotransmisores putativos de estas estructuras subcórticales. 

Así, dentro de las líneas de evidencia experimental disponible en e~ 

te sentido , es la que sugiere la existencia de relaciones funciona­

les recíprocas entre los sistemas GABAérgicos y encefalinérgicos de 

los ganglios basales. Como ya se revisó anteriormente en este mismo 

capítulo y como se expondr& a continuación en el de encefalinas (in-

. --) ciso e , el GABA y las encefalinas se encuentran en altas concentr~ 

cienes en el estriado y el globus pallidus de mamíferos, 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 ( liberación "espontánea" , no estimulada) 

y desp?larizantes, y producen efectos electrofisiológicos inhibito-~ 

rios. Desde un punto ~e vista histológico, ambos transmisores se en 

cuentran contenidos individualmente en sistemas neúronales que for-­

man vías de proyección (eferencias) o circuitos de inervación local 

(interneuronas). En extensión a este cuerpo de información, algunos 

trabajos reportan la coexistencia de estos mensajeros en una misma 

subpoblación neuronal estriadopalidal( Oertel y Col. 1981 y 19~4; 

Aronin y Col. 1984; Zahm y Col. 1985 ) . Desde un punto ~e vista mor­

fológico, no disponemos de suficientes evidencias estructurales que 

permitan establecer la interrelación funcional directa de los dos 

sistemas transmisores mediante la formación de algún tipo de contac-

to sináptico ( Oertel y Mugnaini, 1984). Sin embargo, los resulta--

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

tencia de relaciones funcionales recíprocas complejas ~~tre la 

transmisión GABAérgica y encefalinérgica estriatal. 

En este contexto, se han reportado acciones modulatorias d~ los o--­

pioides sobre la función GABAérgica estriatal. La administración si~ 
. 

témica (subcutáñea) de dosis variables de morfina~o, intraventricu-

larmente de p-endorfina, indu~e una disminución en la tasa de recam­

bio del contenido tisular de GABA en el n~cleo caudado y un· incremeE 

to en el globus pallidus de la rata( Moroni y Col. 1978). Dichos ca~ 

bias son dependientes de la dosis y pueden ser inhibidos por el ant~ 

genista opioide naltrexona (Moróni y Col. 1978). Resultados análogos 

también se obtienen por la inyección local de los mismos fármacos 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 liberación "espontánea" 

in vivo de GABA endógeno por la administración local de morfina en 

el estriado de la rata anestesiada. El efecto es antagonizado por 

la aplicación simultánea de nalorfina en el medio de perfusión. La 

inhibición, que sobre la liberación de GABA parecen ejercer los o­

pioides a nivel estriatal, se ve apoyado por otros resultados expe-­

rimentales en preparaciones in vitre de tejido neural de no mamífe--
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ros. En las células amacrinas de la retina del pez gato y carpa dar~ 

da, la aplicación exógena de encefalinas y opiáceos conlleva a un d~ 

cremento de la liberación estimulada de GABA-H 3 por altas concentra 

cienes de potasio (Djamgoz y Col. 1981; Chin y Lam, 1982). Watt y c~ 

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 último, en otra serie de trabajos experimentalesise ha investiga­

do el posible efecto regulatorio que tiene el GABA sobre su propia 

liberación. Sabemos que la liberación de transmisores es regulada no 

solamente por la actividad de las células nerviosas, sino que, tambi­

én, por receptores localizados en sus propias terminales sinápticas 

{ Chesselet, 1984). En tal forma, se propone que los llamados "auto!. 

receptores" participan en el funcionamiento regulatorio del control 

negativo que limita ~a liberación del transmisor. En experimentos 

in vivo ,se ha demostrado que la aplicación local de picrotoxina {a~ 

tagonista al receptor GABAérgico) induce un incremento significativo 

de la liberación "espontánea" de GABA-H 3 ( Kondo e Iwatsubo, 1978) o 

de GABA endógeno { Van der· Heyden y Col. 1980 c) en el estr~ado de 

la rata anestesiada. Por otro lado, la administración local del anta 

genista muscimol da origen al efecto contrario, el cual es antagoni­

zado por la aplicación simultánea de picrotoxina { Van der Heyden y 

Col. 1980 c Korf, 1985). En conjunto, estos datos sugieren que la 

liberación in vivo de GABA podría regularse también a través de un 

mecan~smo GABAérgico endógeno, posiblemente al nivel de autorrecept~ 

res situados en la propia terminal GABAérgica. 

5) ACCIONES SINAPTICAS DEL GABA: BASES IONICAS 

Los estudios llevados a cabo en la unión neuromuscular de crustáceos peE_ 

mitieron estudiar la acción electrofisiológica 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 

ión cloruro en la membrana de la célula postsináptica {medida como 

un aumento en su conductancia transmembranal) { Krnj evié, 1976 ; Ta-
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keuchi, 1976). En esta forma, el cloro tiende a distribuirse a tra-­

vés de la membrana en función de su potencial de equilibrio, el 

cual e~ similar al po~encial de reposo de la célula. El efecto resu! 

tante de este fenómeno electroquímico se traduce en la fijación 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 postsináptica a la acción del estímulo despolarizante ( estado de 

hiperpolarización ). En la misma preparación se ha demostrado que 

los axones que median la inhibición postsináptica de los músculos 

del acocil, también envían colaterales que ejercen la misma acción 

inhibitoria en las terminales axónicas que causan estimulación exci­

tatoria ( contracción) ( Obata, 1976). La acción del neurotransmisor 

implica el mismo incremento en la permeabilidad al cloro, pero la 

inhibición, en este caso, es mediada a través de un efecto despol~ 

rizante de la terminal nerviosa excitatoria ( en base a que estas 

terminales contienen una concentración relativamente más alta de 

cloro en condiciones de reposo) ( Obata, 1976). Esto da como resulta 

do un decremento en el potencial de reposo membrana! ( menos negati­

vo, más hacia el estado de despolarización) y, consecuentemente, 

una baja posibilidad en la liberación cuántica del transmisor exci-­

tador por su terminal. 

Las acciones electrofisiológicas del GABA observadas en crustáceos 

como el acocil (postsinápticas y presinápticas 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 aminoácido sobre las neuronas de distintas regiones neurales 

del SNC de vertebrados han demostrado que la acción inhibitoria es 

mediada a través del primer mecanismo iónico descrito por Obata(1976) 

( Curtis y Johnston, 1974; Krnjevié, 1974). Sin embargo, otra línea 

de evidencias sugieren que el transmisor puede ejercer acciones inh! 

bitorias presinápticas mediante el segundo tipo de mecanismo propue~ 

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 dió en 1803, cuan 

do el farmacéutico alemán Friedrick Sertüner aisló un alcaloide del 

opio al que llamó morfina. Este hallazgo estableció que el alcaloide 

era el re~ponsable de las acciones más 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 opiá­

ceos (análogos de la morfina) no solo dependía de su estructura quí­

mica, sino de las distintas disposiciones que ésta puede tomar en el 

espacio (estereoquímica). Estas observaciones, aunadas al hecho de 

que los opiáceos actuaban aún a dosis bajas, indicaban que el efecto 

farmacológico de estas sustancias debía depender de su "ajuste" ar~ 

ceptores _hipotéticos existentes en los animales. Sin ~mbargo, la hipi 

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) dernos-­

traron la existencia de receptores específicos para los opiáceos en 

el sistema nervioso y, hacia 1975, Hughes y colaboradores (1975) re-­

portaron ( a partir de tejido cerebral) la purificación, identifica-­

ción y síntesis de dos pentapéptidos que reproducían las acciones de 

la morfina en ensayos biológicos. Fué el hallazgo de estos "ligandos 

end6genos" a los que llamaron encefalinas (Metionina-encefalina=Tir-

Gli-Gli-Fen-Met y Leucina-encefalina=Tir-Gli-Gli-Fen-Leu , siendo 

Tir=tirosina ; Gii=glicina; Fen=fenilalaninaj Met=metionina y 

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

DE LAS ENCEFALINAS 

La biosíntesis de los péptidos opioides en el sistema nervioso pare-­

ce estar dirigida a través de los mismos mecanismos bioquímicos des-­

critos en forma general en la génesis de neuropéptido• y hormonas p~ 

lipeptídicas (Krieger, 1983; White, 1985) : síntesis ribosomal somática 

de polipéptidos precursores de alto peso molecular( pre-pro-polipépt! 

dos ), a partir de los cuales son escindidas las estructuras de los 

péptidos bioactivos por protéolisis limitada durante su transporte 

eri gr&nulos de secreción hasta las terminales .sinápticas . Los sitios 

de ruptura enzimática se realizan en los puntos de existencia de se 

cuencias de aminoácidos básicos (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 biológicas similares a las de los opiáceos" ) . En los 

últimos siete años, se ha descubierto el origen biosintéticq de los 

péptidos opioides conocidos al momento actual, al nivel de sus estruc-

turas genómicas que codifican para su síntesis, ARN-mensajeros y molé­

culas protéicas precursoras ( Akil y Col. 1984: White.~1985). La tabla 
- .... 

III, enlista los péptidos de la familia opioide extraítios y secuencia-

dos a partir del tejido nervioso de mamíferos. Como se ve, las distin­

tas especies de p~ptidos tienen su origen a partir de tres moléculas 

precursoras (ver Fig.7): el precursor de la p-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 esquemático del precursor p-endorfi-­

na/ACTH. En su extremo carboxilo terminal se encuentra la secuencia 

de 91 aminoácidos de la p-lipotropina <P-LPH), la cual contiene las 

secuencias del péptido de 31 aminoácidos llamado p-endorfina <r-END) 
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TABLA III 

Precursores y miembros peptídicos de la Familia de los Péptidos 
Opioides: estructura y clasificaci6n. N6tese la estrecha homología 
estructural que guarda~ entre sí la gran mayoría de las especies 
peptídicas. Ala= alanina; Arg = arginina; Asn = asparagina; Asp = 
aspártico; Gln = glutamina; Gli = glicina; His = histidina; Ile = 
isoleucina; Leu = leucina; Met = metionina; Fen = fenilalanina; Pro= 
prolina; Ser= serina; Tre = treonina; Trp = triptofano; Lis= lisina; 
Val= valina. (Tomada de Akil, H. y Col. Ann. Rev. Neurosci. 7, 1984). 

J3 - END/ACTH 
(Porcina) 

J3-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-Gli-Gln 

PROENCF.FALINA 
(Humana). 

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

(Leu) encefalina: 

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu 

(Met) encefalina-Arg6-Fen7: 

Tir-Gli-Gli-Fen-Met­
Arg- Fen 

(Met) encefalina-Arg6-G1i7-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 

PRODINORFINA 
(Porcina) 

«.-Neo - endorf ina: 
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu­
Arg-Lis-Tir-Pro-Lis 

P-Neo-endorfina: 
• 

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

Dinorfina A-(1-8): 

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu­
Arg-Arg-Ile. 

·oinorfina 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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SEÑAL NH2 l -MSH 

m 11 

9: Pro- encefalina 

ACTH f!,-MSH /3-END COOH 

n~u~u 1 
a-MSH CLIP !3-LPH 

LEU-ENC 

MET-ENC IME1¡-ENC 

11 ~Ar9-GlliLeu>I (Ar,-F,n) 

SEÑAL NH2 1 2 3 4 5 1 7 COOH 
rmIJJJJt-----ttll-tll-ttll--tt-11 -ttllr--1tll-tt-ll -tl1tt1l llt-1tll tt-11 -ttll ~'9 

\.._,/ 

PEPTIDOE 

C: Pro- dinorfina 

f!,-N10-END DIN A DIN 8 ,..-...., 
SEÑAL NH2 ,...., 1- 8 1-13 14.29 COOH 

m-------t1tjt--1tt-----tt1~---t-1-tt11-r-1 --,~ 

11-Nao-END 1.17 

Fig. 7. Representación esquemática de las estructuras protéicas 

precursoras de las tres familias de péptidos opioides. La 

estructura de la p-END/ACTH se determinó inicialmente con 

técnicas bioquímicas usadas en la química de proteínas y 

confirmada posteriormente por ingeniería genética (clonación 

de ADN complementario). Las estructuras de los precursores 

Proencefalina y Prodinorfina se descubrieron a partir del 

estudio de la clonación del ADN complementario. Las líneas 

verticales representan los sitios de ruptura enzimática, 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). 



y, en algunas especies, a la p-MSH. En la región media se localiza la 

secuencia de la ACTH-{1-39), la cual puede ser procesada para dar ori 

gen a 1a oc.-MSH y CLIP _{péptido del lóbulo intermedio similar a corti­

cotrafina o a la ACTH-{18-39) {Bradbury y Col. 1976; Chretíen 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 porción cerca 

na al amino terminal, se encuentra la secuencia de la y-MSH y un frag­

mento peptídico altamente conservado desde el punto de vista estructu­

ral en las diferentes especies de mamíferos, el cual posiblemente posea 

neuroactividad. En resumen, este gran precursor da origen a un péptido 

con actividad opioide Cp-END) y, potencialmente, a tres péptidos simi­

lares a la hormona MSH { C:X: - MSH de la ACTH, p-MSH y y - !-!SH) {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 p-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) encefalina {Tir-Gli-Gli-Fen-Met); dos más como (met) ence­

falina -Arg 6- Fen 7y {Met) encefalina Arg~Gli~Leu8 {se ha demostrado 

que estos dos últimos péptidos 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 taóla 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) 

enceralina: ( ex lp-neoendorfina, Dinorfina A-(1-8) / (1-17} y Dinor­

fina B JGoldstein 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 lá idea de que el control o modo de 

procesamiento del precursor de encefalinas es específico en cada teji­

do. Así, el análisis de los productos peptídicos en la médula adrenal 

y tejido cerebral revelan diferencias significativas (Boarder y Col. 

1982). En la primera, la inmunorreactividad detectada para (Met) ence-
6 " falina y (Met)-Arg-Fen se encuentra mayoritariamente localizada en 

componentes de alto peso molecular y, en menor proporción, en las for-
6 :, 

mas de (Met) encefalina y (Met)-Arg-Fen. En contraste, en el tejido 

cerebral se observa lo contrario, ya que aquí,la mayoría de la ~ctivi­

dad inmunorreactiva para encefalina se localiza en las especiés peptí-
. ' ~ & 

dicas ( Met) encef ali na, ( Leu) ence f alina, ( Met} -Arg-Fen y (Met) -Arg-
~ 8 

Gli-Leu (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 más "completa" en el tejido cerebral que en el de la médula -

adrenal. La explicación de tal hecho, se daría en la existencia de un 

procesamiento enzimático más completo del precursor en las especies 

peptídicas encefalinérgicas en el tejido neuronal, ya que en éstas, se 

logra un tiempo de procesamiento más largo durante el transporte axonal 

de los gránulos de secreción hacia las terminales nerviosas, condición 

inexistente en la médula adrenal (Ikeda y Col. 1982). 

b) INACTIVACION DE ENCEFALINAS: DEGRADACION ENZIMATICA 

La comprensión de la regulación de los efectos de los péptidos opioides 

debe incluir también el conocimiento de los factores que determinan la 

duración de sus acciones. La terminación fisiológica de la acción de -
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los transmisores conocidos se realiza ya sea removiéndolos del sitio -

en que act6an (recaptura) y/o degradándolos para quitarles su eficacia 

(White y Col. 1985). A diferencia de la gran ·mayoría de los neurotrans-

misores no peptídicos, en donde el mecanismo principal involucrado en 

la remoción y terminación de sus acciones sinápticas radica en la 

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 est~ tipo (Mckelvy, 1986). 

Sin embargo, algunos autores han reportado la existencia de mecanismos 

de recaptura dependientes de sodio y energía 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 análogos 

(George y Van Loon, 1981: Rey y Col. 1982; Takeda y Col. 1982), la evi­

dencia experimental acumulada parece indicar que son inactivadas por -

medio de un proceso hidrolítico de tipo enzimático (Schwartz y Col. 

1981). 

Trabajando con el cuerpo estriado como sistema modelo rico en termina­

les encefalinérgic~s se identificó una actividad enzimática que hidro­

liza la unión entre los aminoácidos -Gli 3-Fen4- de la (Leu) encefalina 

( ) f l . ( . 2 1'2 1'3 4 5 . 1 1'2 1·3 4 y Met ence a 1na T1r -G 1 -G 1 -Fen -Leu : Tir -G 1 -G 1 -Fen·-
5 Met , respectivamente) (Malfroy y Col. 1978; Sullivan y Col. 1978}. 

Esta actividad fue denominada "encefalinasa" y se le caracteriz6 como 

una dipeptidil carboxipeptidasa asociada a membranas, altamente 

específica (Km en·el orden nanomolar) para estos dos pentapéptidos. 

Complementariamente,se ha demostrado una distribución nerviosa de la 

enzima en forma paralela a los sitios receptores de estos ligandos 

opioides (Schwartz y Col. 1981). Así, 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 terminación 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 enzimática (Almenoff y Col. 1981; 

Blumberg y Col. 1981; Fulcher y Col. 1982; Hersh, 1982: Gafford y Col. 

1983) al demostrar que la catálisis de la hidrólisis en la unión-Gli 3-
4 Fen - de las encefalinas se puede deber a la acción de una zinc metalo-

endopeptidasa asociada a membranas (Almenoff y Col. 1981), distinta a 

otra metalo-endopeptidasa (angiotensinasa) originalmente aislada en 

riñón y en fracciones sinaptosomales de corteza cerebral y núcleo 

caudado (Yang y Neff, 1972; Matsas y Col. 1983), ya que la distribu­

ción regional de la actividad de la última enzima no se correlaciona 

en forma paralela con la de los receptores a opioides (Benuck y Marks, 

1980; Schwartz y Col. 1981). 

En contraposición a todos estos datos experimentales, dos líneas de -

evidencia parecen no apoyar la idea de la actividad exclusiva de la 

"encefalinasa" asociada a membrana como elemento de inactivación y 

regulación de la acción de las encefalinas. La primera de éstas, se 

basa en la demostración de la participación de aminopeptidasas, en 

proporción importante, en la degradación de estos péptidos a través 

de la hidrólisis de la unión peptídica Tir1 -Gli 2 (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 

particuladas:(membranas) y solubles (sobrenadante}, la última probable­

mente producida por un mecanismo de liberación. En vista de esto, se 

ha propuesto que esta actividad representa un mecanismo fisiológico -

relevante en la r~gulación de los niveles de encefalina en el sistema 

nervioso (Hersh, 198_2) . 

La segunda línea de evidencia se encuentra apoyada en la demostración 

de la liberación de peptidasas en cultivos de células gliales 

(Horsthemke y c61. 1983). Estos datos, han planteado la posible exis­

tencia de un mecanismo alternativo (no neuronal) en la regulación de 

la terminación de las acciones sinápticas de los neuropéptidos; sin 

embargo, en el catabolismo de las encefalinas todavía no se ha demos­

trado su participación (White y Col. 1985). 
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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

ción sinaptosomal (Simantov, 1976). En apoyo a estos resultados, otros 

autores han logrado demostrar, por medio de inmunohistoquímica y 

microscopía electrónica, la loqalización de las encefalinas en vesícu­

las sinápticas (Pelletier y LeCierc, 1979¡ P~ckel y Col. 1979, 1980). 

b). DISTRIBUCION TISULAR 

Diversos enfoques experimentales, combinando técnicas de bioensayos 

y/o radioinmunoensayo con algún tipo de microdisección de áreas cere­

brales discretas (Glowinski y !versen, 1966) han postulado la distri­

bución diferencial de las encefalinas en el sistema.nervioso central 

(Miller y Col. 1978¡ Yang y Col. 1978¡ Bayón y Col. 1980). En estos 

estudios, la concentración del pentapéptido (Met) encefalina se en­

cuentra invariablemente m¡s alta que la de (Leu) encefalina. Lapo­

sible explicación de este hallazgo radica en el hecho de que el pre­

cursor de encefalinas (proencefalina A) tiene la secuencia de ambos 

péptidos en una proporción que favorece a la (Met) encefalina 

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

Como se puede ver en la Tabla IV, la concentración más alta de ence­

falinas en el sistema nervioso se encuentra en el cuerpo estriado. -

Dentro de ~ste, el globus pallidus posee una concentración significa­

tivamente mayor que el caudo-putamen. En adición a estos resultados, 

Cesselin y Col. (1981) han reportado una distribución asimétrica del 

contenido palidal de encefalina, con cantidades significativamente 

mayores hacia la porción anterior con respecto~ la posterior. Por 

otro lado, las concentraciones más bajas se obtienen en el cerebelo 

y corteza cerebral. 
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- -- ... lo!.. ,A,'-" 1.ou. • \.,•1vu.1..1. .J..\....d.Ud 

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

Cerebro Total 

Cuerpo Estriado 

Cauda Putamen 

Globus Pallidus 

llipotálamo 

Cerebro Medio 

l'-lédula y Puente 

Ilipocampo 

Corteza 

Cerebelo 

Bulbo Olfatorio 
Tubérculo Olfatorio 

Septum 

Núcleo Acumbens 

(Mct) encefalina 1 
(pmol/mg proteína) 

+ 0.88 - 0.1 

+ 5.90 - 0.7 

+ 5.42 - 0.4 

+ 1.90 - 0.1 

O. 91 : 0.01 

+ 0.62 - 0.004 

0.01 

6. 1 
+ - 0.9 

(Leu) cnccfalina 1 
(pmol/mg proteína) 

+ 0.21 - 0.06 

+ 0.62 - 0.03 

+ 0.40 - 0.07 

+ 0.21 - 0.01 

+ 0.06 - 0.01 

+ 0.44 - 0.02 

0.01 

+ 
0.66 - 0.07 

(Mct) encefalina 2 
(pmol/mg proteína) 

+ 17.5 - 2.1 

133: 28 

+ 4.36 - 0.9 
(Médula) 

+ 1.12 - 0.2 

1 . 71 ! 0.2 

+ 0.82 - 0.08 

+ 2.27 - 0.2 
+ 3.49 - 0.5 

4.7 ! 0.45 

1 7. 5 °! 2.8 

(~!et)encefalina 3 (Leu)encefalina3 

(pmol/mg proteína). (pmol/mg proteín 

+ 47.81 - 5.41 8.24: 0.93 

1;3tos obtenidos por Radioinmunoensayo de extractos de regiones disectadas del sistema nervioso central 

por: (1) Miller y Col. (1978); (2) Yang y Col. (1978); (3) Bayón y Col. (19a3). 
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Complementar~amente 1 los resultados inmunocitoquímicos'han mostradq.··­

concordancia con los estudios de cuantificación tisular por radioin­

munoensayo de las encefalinas (Rossier y Col. 1977; Yang y Col. 1977; 

Hughes y Col. 1977). En el sistema nervioso, las encefalinas se 

encuentran distribuídas en múltiples sistemas neuronale~ centrales y 

periféricos (Ver Fig. 8), así como también en las células cromafines 

de la médula adrenal. El sistema neuronal inmunorreactivo a encefali­

na más conspicuo en el sistema nervioso central de mamíferos -

incluyendo humanos - se encuentra presente en el cuerp9 e~triado. Los 

cuerpos celulares se localizan en el caudo-putamen y proyectan abun­

dantes fibras nerviosas que irradian topográficamente en forma 

concéntrica hacia el globus pallidus (Elde y Col. 1976; HSkfelt 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 envían también proyecciones hacia la sustancia nigra) 

(Cuello y Paxinos, 1978; Del Fiacco y Col. 1982). En esta forma, el -

globus pallidus es la región cerebral que exhibe la densidad más alta 

de terminales encefalinérgicas. 

En el complejo amigdalina se ha demostrado la existencia de otro sis­

tema encefalinérgico importante, con sornas neuronales que envían 

proyecciones al núcleo intersticial de la estría terminal, a través -

de ésta Última (sistema que parece tornar parte en los mecanismos que 

regulan la conducta emocional) (Uhl y Col. 1978). En el hipotálamo, 

existen neuronas encefalinérgicas directamente asociadas a funciones 

neuroendocrinas. En las neuronas magnocelulares del núcleo supraóptico 

que envían axones al lóbulo neural (neurohipófisis), donde liberan 

ocitocina y vasopresina, se ha demostrado que las encefalinas son ce­

liberadas con estos péptidos ejerciendo un efecto modulador en la 

liberación de vasopresina (Iversen y Col. 1980 a,b; White y Col. 1985). 

Ya que los dos péptidos son liber~dos de la misma terminal, las ence­

falinas pudieran ejercer su acción a través de alguna clase de autor 

regulación presináptica en estas terminales nerviosas (Iversen y Col. 

1980 a,b). Por otro lado, diversas neuronas hipotalárnicas (ejem. 

núcleo arcuato) son responsables de la inervación encefalinérgica de 
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G.S 

Fig. 3. Vista sagital del SNC de la rata. Representación gráfica 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: Núcleo Intersticial de la estría termi­
nal; ST: estría terminal; NSO: núcleo supraóptico; EM: eminen­
cia media; NH: neurohipófisis; H: hipotálamo; A: amígdala; 
IP: núcleo interpeduncular; SN: sustancia nigra; SGC: sustan­
cia gris central del cerebro medio (sustancia gris periacueduc­
tual); D: nGcleo de Delters; R: núcleo caudal del sist~ma del 
raphé (pallidus oscurus y magnus); nTS: núcleo del tracto 
solitario: sgV: sustancia gelatinosa del nervio trigemin3l; 
sgME: sus~ancia gelatinosa de la médula espinal; GRO: ganglio 
de la raíz dorsal; GS: ganglio simpático. Los sistemas neurona­
les mejor establecidos son denotados por líneas sólidas. Las 
líneas punteadas indican vías 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). 
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la eminencia media, área que representa la vía final de liberación 

sanguínea portal de las hormonas hipotálamo-hipofisiotróficas. Est~ 

sistema' encefalinérgico probablemente se encuentra asociado al control 

de la secreción de hormonas hipotalámicas a través de interacciones -

axo-axonales (Negro-Vilar, 1982). 

En el tallo cerebral, neuronas encefalinérgicas del núcleo del raphé 

(en particular el magnus) envían proyecciones al cuerno ventral de la 

médula espinal y a las capas superficiales del cuerno dorsal y núcleo 

espinal del nervio trigeminal (Hokfelt y Col. 1977, 1979). En estas -

áreas,se ha logrado- también identificar la presencia de una gran va­

riedad de neuronas encefalinérgicas que forman circuitos locales, 

principalmente en las áreas de proyección central de. las neuronas 

sensoriales de los ganglios de la raíz dorsal (Ver Fig. 8; los cuerpos 

celulares se representan por círculos abiertos~ sus terminales ner­

viosas por triángulos abiertos). Asimismo, también 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 simpáticos 

(Glazer y Basbaum, 1981). El estudio de estas áreas de proyección en­

cefalinérgica hacia estructuras neuronales que manejan información 

sensorial primaria de tipo nocioceptiva, ha despertado gran interés 

desde el punto de vista fisiológico, por las históricamente conocidas 

propiedades analgésic~s de los opiáceos. Diversas evidencias experi­

mentales han demostrado que la morfina y algunos opioides endógenos, 

son capaces de de~rimir la actividad eléctrica inducida por estímulos 

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 desiste­

mas encefalinérgicos formados por células de Golgi y Purkinje (Finley 

y Col. 1981; Chan-Palay y Palay, 1982). Estas Últimas,envían proyec­

ciones nerviosas hacia el núcleo de Deiters, donde se ha sugerido la 

posible ca-liberación de encefalinas y GABA. El significado funcional 

de este fenómeno es aún oscuro. Sin embargo, Chan-Palay y colaboradores 
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(1982) sugieren la posible existencia de un mecanismo de modulació~. -

de la acción GABAérgica, dependiente de encefalinas, sobre las neuro­

nas de 'este núcleo. 

4). LIBERACION DE ENCEFALINAS 

Desde los estudios de identificación, aislamiento y caracterización -

de las encefalinas en el sistema nervioso, así como la demostración 

de la presencia de estos péptidos en elementos celulares (somas, fi­

bras y terminales nerviosas) y subcelulares (vesículas sinápticas), -

se ha puesto en consideración su posible función neurotransmisora. 

Una de las líneas experimentales que han pe.Dnitido consolidar tal papel 

fisiológico se ha basado en la demostración de su neurosecreción bajo 

condiciones de estimulación apropiadas en diversas preparaciones de -

tejido nervioso. En tal sentido, el cuerpo estriado (anatómicamente 

conformado por el núcleo 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 li­

beración de estas sustancias en el sistema nervioso central. Esto se 

debe a las siguientes características: a) exhibir uno de los más altos 

contenidos de encefalina en el sistema nervioso; b) segregación 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 disposición anatómica es la que 

ha facilitado el estudio de los mecanismos y la regulación de la libe­

ración 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 liberación de encefalinas en el sistema nervioso (Hughes, 

1983); indirectamente, por medio de la estimulación eléctrica de áreas 

cerebrales· implicadas en el control de la respuesta analg~sica a 

estímulos nocioceptivos (ejem. sustancia gris periacueductual); o 
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a través del bloqueo de esta respuesta por la administración de ant{­

sueros específicos o agentes farmacológicos (antagonistas) que evitan 

sus acciones biológic~s al nivel de la interacción con sus sitios 

receptores (Hughes, 1983). En forma directa, por medio de la cuantifi­

cación del contenido tisular (Sosa y Col. 1977; Hong y Col. 1978; Yang 

y Col. 1978; Orca y Col. 1981; Kumar y Col. 1982; Grossman y Rees, 

1983) o en líquidos corporales (ejem. líquido cefalorraquídeo) de es­

tos péptidos, antes y después de la aplicación de la estimulación 

(Sjolund y Col. 1977; Akil y Col. 1978; Viveros y Col. 1979; 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 respuesta a 

la aplicación de estímulos específicos (despolarización ¿el tejido 

neural por estímulo eléctrico o químico) o generales (etrés , dolor, 

etc.) en regiones nerviosas específicas (Hughes, 1983). Sin embargo, 

solo unos cuantos estudios han intentado medir directamer.te la libera­

ción de encefalinas a partir de sistemas neurales específicos (ejem: 

cuerpo estriado) y, han sido estos, los que han facilitado el estudio 

de los mecanismos y la regulación de la liberación de dic~os péptidos 

en el sistema nervioso central (!versen y Col. 1978). Desde este punto 

de vista, el uso de procedimientos de perfusión de regiones aisladas 

( rebanadas de tejido) (Bayón y Col. 19 7 8; Hender son y Col. 19 7 8; 

!versen y Col. 1978; Linberg y Dahl, 1981; Osborne, 1978, 1980), ter­

minales nerviosas aisladas (sinaptosomas) (Henderson y Col. 1978) o, 

de áreas discretas de tejido neural en el cerebro del ani~al vivo 

(Bayón y Col. 1981, a,b,c; Cesselin y Col. 1981), han brindado un 

avance sustancial en el conocimiento de estos fenómenos. 

Todas la evidencias experimentales parecen apoyar que las encefalinas 

son secretadas a través de un mecanismo análogo al de los péptidos 

transmisores conocidos (White, 1985): la despolarización de la termi-

1 d d ++ . . . .,. d na! nerviosas induce a entra a e Ca a su interior, promovien ose, 

con esto, la exocitosis de las vesículas secretoras que les almacenan 

y, consecuentemente, su liberación hacia el espacio sináptico (White 

y Col. 1985). 
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b). LIBERACION DE ENCEFALINAS EN LOS GANGLIOS BASALES! REGULACIO~. 

POR OTROS SISTEMAS NEUROTRANSMISORES. 

Los estudios iniciales sobre la liberación de encefalinas llevados a -

cabo en perfusiones de rebanadas de gloQus pallidus (Bayón y Col. 

1978; Iversen y Col. 1978) o de cuerpo estriado (Henderson y Col.1978; 

Osborne, 1978, 1980; Linderberg y Dahl, 1981) han demostrado que la -

liberación de (Met) encefalina y (Leu) encefalina es dependiente de 

calcio y puede ser estimulada por altas concentraciones de potasio 

( SOmM), o por el despolarizante veratridina, tal como ocurre con. la 

liberación de los transmisores peptídicos y no peptídicos descritos -

en el sistema nervioso (la cantidad de (Met) encefalina liberada con 

respecto a ~a de (Leu) encefalina se corresponden con la proporción 

en la que estos pépti~os son sintetizados en el tejido .a partir de su 

precursor). Distinguen a esta liberación,tanto·la altísima proporción -

de la cantidad existente en el tejido que es liberada en cada exposi~ 

ción 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 estimulación; aproximadamente el 0.2% del conteni­

do total por minuto). A diferencia de otros neuropéptidos estudiados, 

tales como la p-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 perfusión 

in vitre, con una pérdida de más del 60% del contenido inicial con 

respecto a rebanadas control recién preparadas. Es de notarse que si 

este gasto ocurri~ra también en el tejido del animal vivo, la sínte­

sis y el transporte hacia las terminales sinápticas encefalinérgicas 

debería de sucederse en un tiempo promedio menor a 40 minutos. En 

contraposición a esta hipótesis, Sosa y Colaboradores (1977) y Yang 

y colaboradores (1978), marcando activamente in vivo las pozas de 

almacenamiento de estos péptidos a través de la incorporación de 

aminoácidos precursores radiactivos, han demostrado que el recambio 

de estos péptidos requiere constantes de tiempo significativamente 

mayores. Bayón y colaboradores (1978) han propuesto la existencia de 

un factor de "escape" para explicar esta altísima pérdida del conteni-
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do tisular durante la perfusión de regiones aisladas de tejido nez::v·io­

so. 

En extensión a los estudios sobre regiones aisladas de tejido neural, 

otros autores han hecho uso de preparaciones in vivo (mediante siste­

mas de perfusión intracerebral con cánulas de infusión y extracción -

de líquido), en donde se ha podido estudiar la liberación de encefali­

nas en el estriado y globus pallidus, preservando sus relaciones 

anatómicas y fisiológicas con el resto del cerebro del animal vivo. 

Bayón y colaboradores (1981), estudiando la liberación in vivo de(Leu) 

encefalina en el globus pallidus del gato y la rata en libertad de -

movimiento, han demostrado que la liberación "espontánea" de este 

péptido puede ser aumentada significativamente por la despolarización 

local del tejido con SO mM de potasio y, al menos, mostrar una depen­

dencia parcial del incremento a la presencia de calcio en el medio de 

perfusión. Colateralmente, este mismo autor (Bayón y Col. 1981) 

reportó también un fenómeno similar en esta estructura por el trata­

miento despolarizante local con la administración de veratrina o como 

consecuencia de la estimulación eléctrica del núcleo caudado ipsila te­

r al. 

En el núcleo caudado y el globus pallidus del cerebro del gato aneste­

siado se ha establecido un correlato entre la distribución regional -

de (Met) encefalina y la magnitud de su liberación "espontinea", y 

estimulada (Cesselin y Col. 1981). Así, se demostró que Ios niveles 

del péptido liberado en ambas circunstancias experimentales son de 

mayor magnitud en sus porciones ventrales, donde también se obtuvieron 

los valores mis altos del contenido tisular de esta encefalina. 

Concomitantemente, el análisis comparativo de la tasa de liberación 

"espontinea" y estimulada del p~ptido en ambas regiones, reveló un va­

lor significativo más alto para el globus pallidus. En esta región, la 

aplicación local de los agentes despolarizantes veratridina o batra­

cotoxina produce un ostensible incremento en la liberación "es¡;ontánea" 

de (Met) encefalina. Este efecto es abolido por la administración 

simultánea del bloqueador del canal de sodio tetradotoxina (Cesselin 

y Col. 1981). 
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En todas las condiciones experimentales anteriormente expuestas, se -
~ •. 

~ ~ 
ha demostrado que la tasa de liberación in vivo (tanto en reposo corno 

estimulada) de encefal,inas en el globus pallidus es al menos de diez 

(Bayón y Col. 1981a) a cien veces menor (Cesselin y Col. 1981) que la 

observada en preparaciones in vitre con rebanadas de esta estructura 

(Bayón y Col. 1978); !versen y Col. L978). Esto sugiere una estabili­

dad mayor de la encefa1ina almacenada intracelularmente en el tejido 

no rebanado (Bayón y Col. 1981a). Diversas evidencias experimentales 

parecen apoyar la existencia de un mecanismo de control inhibitorio 

tónico sobre la liberación de encefalinas en el globus pallidus, 

dependiente del GABA, el cual sería solamente preservado en las prepa­

raciones in vivo (Bayón y Col. 1978, 1981, a, by e; Burgoin y Col, 

1982; Herz y Col. 1980). 

REGULACION DE LA LIBERACION DE ENCEFALINAS EN LOS GANGLIOS BASALES 

Poca es la inform.ación disponible alrededor del control de la libera­

ción de las encefalinas en estas estructuras subcorticales. En algu­

nos estudios se ha intentado determinar si estos transmisores peptí­

dicos (como en el caso de transmisores "clásicos" de naturaleza no 

peptídica, ejem. GABA) son capaces de modular su propia liberación, 

directa o indirecta.mente, a nivel presináptico (autorregulación 

negativa). Desde el punto de vista farmacológico, la información 

experimental parece ser contradictoria~ En dos trabajos, se ha fallado 

en detectar algún efecto del agonista opiáceo morfina y del antagonis­

ta naloxona sobre la liberación estimulada de encefalina por alta 

concentración de potasio (SOmM) en preparaciones de rebanadas estría­

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 preparación del 

tejido, solo con procedimientos despolarizantes moderados (30-rnM K+), 

pero no con intentos enérgicos (SO mM K+). Estas observaciones san 

consistentes con los reportes de otros autores, en los que se sugiere 

que la modulación presináptica de la liberación de transmisores puede 

demostrarse solamente cuando el estímulo no facilita una liberación 

masiva de transmisor (Arbilla y Langer, 1979). 
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En cuanto a la regulación de la iiberación de las encefalinas por o---

tros agentes neurotransmisores de estas estructuras basales, 
, 

escasa 

es también la información de la ·que se dispone experimentalmente. Sin 

embargo, diversos estudios han investigado las relaciones de los sistemas 

GABAérgicos en el control de la función encefalinérgica estriatal. 

Como ya se revisó anteriormente en el capítulo de GABA y este mismo, 

el GABl y las encef~linas se encuentran en altas concentraciones en 

el estriado y el globus pallidus de los mamíferos, en donde se les 

ha asignado funciones transmisoras. En preparaciones in vitro e in 

vivo , ambas sustancias son liberadas de estos tejidos bajo éondi--­

ciones control ( liberación "espont&nea", no estimulada) o despolari­

zantes y producen efectos electrofisiológicos inhibitorios. Desde un 

punto de vista histológico, estos transmisores se encuentran conteni­

dos individualmente en sistemas neuronales que forman vías de proye~ 

ción (eferencias) o circuitos de inervación local (interneuronas). En 

extensión a este cuerpo de información , algunos trabajos han report~ 

do la coexistencia de ambas sustancias en una misma subpoblación ne~ 

ronal del estriado ( Oertel y Col. 1983 y 1984; Aronin y Col. 1984 ; 

Zahm y Col. 1985). Desde un punto de vista morfológico, no disponemos 

de suficientes evidencias estructurales que permitan establecer la i~ 

terrelación directa entre los dos sistemas tranjmisores mediante la 

formación de algGn tipo de contacto sin&ptico (Oertel y Mugnaini,1984~ 

No obstante esto, una línea sólida de resultados derivados .de estu-­

dios farmacológicos llevados a cabo en preparaciones in vitro e in 

vivo de tejido estriatal1 sugieren la existencia de interrelaciones 

funcionales complejas entre la transmisión GABAérgica y encefalinér­

gica a este nivel. 

Actualmente, la información farmacólogica disponible parece plantear 

la existencia de acciones antagónicas del GABA sobre la regulación de 

la liberación de encefalinas. En una línea de estudios, se ha sugeri­

do tina función regulatoria inhibidora sobre la liberación de estos 

péptidos; en otra, por el contrario, la evidencia experimental pare­

ce asignarle efectos facilitatorios.En base a lo anterior, se ha pla~ 

teado la existencia de dos sitios receptores farmacológicamente dis--
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tingtiibles, a través de los cuales este aminoácido pudiera ejercer ta­

les acciones sinápticas opuestas. En vista de esto, a continuació~ re 

visaremos en uno u o~ro sentido, los trabajos más relevantes con 

respecto a los aspectos funcionales regulatorios de la transmisión GA 

BAérgica sobre la transmisión encefalinérgica estriatal. 

Con la aplicación de la técnica de perfusión intracerebral in vivo 

(push-pull), Burgoin y colaboradores (1982) estudiaron la modulación 

de la liberación in vivo de {Met)encefalina mediante la administra-­

ción de GABA y sustancias con actividad GABAérgica en el globus pal-­

lidus del gato anestesiado. Estos autores reportaron una reducción in 

mediata y sostenida de la liberación "espontánea" de este péptido 

por la aplicación local de GABA. La magnitud del efecto se correlacio 

nó directamente a la dosis adicionada del aminoácido (10-SOOmM). Un 

fenómeno similar se obtuvo también con la administración de la benzo­

diacepina diazepam (facilitador de la transmisió~ GABAérgica), pero 

no por el agonista muscimol. Por el contrario, los estudios de antag~ 

nismo farmacológico revelaron una acción 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 vía estriado-palidal, el argumento más 

simple para expLicar los cambios inducidos en la liberación de la 

(Met)encefalina por la aplicación de GABA y sus compuestos relaciona­

dos en el globus pallidus, según los autores, se encontraría al nivel 

de la existencia de un mecanismo de regulación presináptica tónico 

inhibitorio, dependiente. de GABA. Sin embargo, las acciones farmacoló 

gicas de este aminoácido, sus agonistas y antagonistas, parecen apo-­

yar la mediación de estos efectos a través de más de un tipo de si-­

tic receptor (Burgoin y Col. 1982). 

Desde un punto de vista conductual, este fenómeno regulatorio podría 

contribuir a papeles funcionales opuestos de las neuronas GABAérgicas 

y encefalinérgicas en el globus pallidus. En este contexto, se ha vi~ 

to que la inyección intrapalidal de agonistas sintéticos de encefali 

nas producen un aumento de la actividad locomotriz en la rata, el c~ 

al es antagonizado en presencia de naloxona (Joyce y Col. 1981). Por 
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otro lado, la facilitación farmacológica de la neurotransmisión GA-.· 
·' . 

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

En preparaciones de perfusión in v itro con_ rebanadas de cuerpo estria­

do Ce 1 cual incluye al globus pallidus ). , se h.a reportado, también, 

efectos contradictorios sobre la regulación de la liberación de ence­

falinas mediante la manipulación farmacológica de la transmisión GA­

BAérgica local. Harsing y colaboradores (1982}, han investigado los -

efectos de la benzodiacepinas como facilitadores de la transmisión GA­

BAérgica sobre la modulación de la liberación de las encefalinas en 

rebanadas del cuerpo estriado de rata. Estos autores encontraron que 

el diazepam y flunitrazepam inhiben, en forma dependiente de la dosis, 

la liberación estimulada de (Met) encefalina por despolarización con 

alto potasio (47mM), sin afectar su tasa de liberación "espontinea".­

Un efecto similar es observado por el tratamiento con los agonistas 

mus~imol y THIP. Todos estos efectos son antagonizados por la aplica­

ción simultánea de picrotoxina en el medio de perfusión, y, adicional­

mente en el caso de las benzodiacepinas, como consecuencia del "agota­

miento" del contenido endógeno de GABA tisular por el inhibidor de la 

GAD, isoniazida. A la luz de estos resultados, 1os autores sugieren 

que las acciones de las benzodiacepinas requieren de la preservación 

de los niveles de GABA almacenado tisularmente y de la disponibilidad 

de receptores GABAérgicos. Por el contrario, la acción de los 

GABAmiméticos, requiere solo de la disponi~ilidad de estos Gltimos, y 

es independiente de la cantidad de GABA presente en las terminales 

nerviosas. 

En contraste a todos los hallazgos antes mencionados, Sawynok yLabella 

(1981) han reportado efectos opuestos sobre la modulación farmacológi­

ca GABAérgica de la liberación de encefalinas en la misma preparación 

de tejido nervioso. En sus resultados, ellos encontraron que la aplica­

ción exógena de GABA potencia la liberación estimulada de (Met) encefa­

lina cuando ésta se induce por la despol~rización con 30mM de potasio, 

pero no por SOmM. Este efecto es dependiente de la dosis {10-100mM) 

del agente despolarizante, y no afecta la tasa de liberación "espontánea" 

del péptido. Adicionalmente, el agonista baclofen pero no el mus-
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cimol reproduce los efectos der GABA y,la picrotoxina, pero no bicuc~ 

lina, bloquea los efectos de potenciación del GABA y baclofen. Tam-­
bién, ninguno de los antagonistas bloquea por sí mísmo !a liberación 

estimulada o "espontánearr de (Met)encefalina cuando se aplican indivi-

dualmente. En extensión a estos resultados, con el mismo modelo ex--

perimental de trabajo, Osborne y Herz (1980) demostraron acciones 

farmacológicas análogas de estas sustancias sobre la liberación de 

(Met)encefalina. 

El mecanismo mediante el cual el GABA potencia la liberación estimul~ 

da de (Met)encefalina no es claro a la fecha actual. Sin embargo, se 

ha visto que este aminoácido es capaz de despolarizar terminales ner-­

viosas en rebanadas de cerebro, efecto que es bloqueado solo por pi-­

crotoxina (Simmonds,1980). Así, es posible que tal despolarización p~ 

diera ser aditiva a la producida por la estimulación submáxima 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 liberación estimulada de (Met) 

encefalina sería mediado por el sitio receptor GABAérgico B, recient~ 

mente caracterizado farmacológicamente por Bowery y colaboradores 

(1979 a), el cual es activado por baclofen y no por muscimol y, úni­

camente1sensible al bloqueo con picrotoxina. 

Con otro tipo de enfoques experimentales, algunos autores tamb~én su­

gieren la existencia de un efecto facilitador de la liberación de en­

cefalinas dependiente de GABA. En la rata, la elevación de los nive-­

les de GABA endóg.eno cerebral mediante la administración sistémica in 

vivo de dosis repetitivas de inhibidores de la GABA-T (&cido amino-

oxiacético y gabaculina), inducen una disminución significativa del 

contenido estriatal de (Met)encefalina y un aumento reac~ivo de su 

síntesis (Sivam y Hong, 1986). El mecanismo responsable del decremen­

to parece radicar en una liberación abundante y sostenida del pépti­

do durante el tratamiento, exclusivo de esta región cerebral, ya que 

el efecto no es observado en otras áreas del sistema nervioso cen--­

tral (tales como el hipotálamo, hipocampo, corteza frontal, tallo ce­

rebral y médula espinal). En complemento a estos resultados, Duka y 
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colaboradores (1979 y 1980) y Harsing y colaboradores (1982) repor~~-
. . 

ron un fenómeno análogo sobre los niveles estriatales de (Met)encefa 

lina por el tratamien~o con el ácido aminooxiacético. En resumen, to­

dos los antecedentes mencionados sugieren la existencia de interrela 

ciones complejas de la transmisión GABAérgica y encefalinérgica es--­

triatal mediante mecanismos modulatorios recíprocos aún 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 regulación de la fisiología nerviosa y, en 

última instancia, en el control de aspectos conductuales del animal 

vivo (ver sección 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 fenómeno es debido a la inhibición del dispa­

ro de neuronas de tipo inhibitorio (Zieglgansberger y Col. 1979). Un 

fenómeno similar de "desinhibición" parece ocurrir en las sinapsis 

dendro-dendríticas de las células mitrales del bulbo olfatorio (Ni--­

coll y Col. 1980 a y b). Desde el punto de vista bioquímico, en di-­

versas regiones neurales las encefalinas inhiben la liberación de neu­

rotransmisores, tales cbmo sustancia P (Jessel y Iversen, 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 investigación neurofisiológica ha sido la iden 

tificación del mecanismo iónico que pudiera explicar estas acciones 

inhibitorias. La dificultad de tal hecho radica en que no se conoce 

si el fenómeno inhibitorio se realiza a través de sinapsis axo-so-­

máticas o axo-axónicas o, por medio de algún otro tipo de interaccio­

nes neurales. La capacidad para inhibir la liberación de sustancia P 

y vasopresina sugiere que la encefalina actúa directamente sobre las 
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terminales que contienen dichos péptidos, por lo que se ha ~repuesto 

la existencia de un mecanismo de control inhibitorio de tipo presi-­

náptico (Weiss, 1974; _Konishi y Col. 1980; Mattews y Cuello, 1982; Ne 

gro-Villar, 1982). Mudge y colaboradores (1979), midiendo la corrien­

t~fde 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 catión por la acción de 

la encefalina, el cual es revertido con naloxona (antagonista compet! 

do r de 1 as en c e fa 1 in as por su s i ti o re c e.p to r ) . As í , e 1 e fe c to en 1 a 

disminución de la entrada de calcio a la terminal nerviosa por las 

encefalinas podría explicar la inhibición de la liberación de sustan 

cia P a este nivel. En apoyo a estos datos, otros autores han demos 

d 1 · h"b" .... d 1 .,. d 45 c .... · tra o a in 1 1c1on e a captac1on e . a por op1aceos en termina--

les nerviosas aisladas (sinaptosomas) en condiciones de "reposo"(Gue.E,­

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

Otro posible mecanismo de acción, se encuentra relacionado al hallaz-­

go de que las encefalinas y los opiáceos act6an 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 que 

este fenómeno pueda relacionarse a una hiperpolarización de la mem--­

brana ( probablemente por el incremento en la conductancia al potasio 

o cloro en la terminal nerviosa afectada por las encefalinas) (Dingledine 

y Goldstein, 1976; Williams y Col. 1979). En base a estos hechos,North 

y colaboradores (1979} propusieron que el efecto hiperpolarizante de 

las encefalinas evita la propagación del potencial de acción que des-­

polariza la terminal nerviosa. 

b}. POSTSINAPTICAS 

Se ha sugerido también que las acciones de los opiáceos y opioides 

pueden ser mediadas en forma postsináptica. Existe la evidencia direc-­

ta de que en el locus coeruleus las terminales encefalinérgicas es­

tablecen contactos sinápticos axe-somáticos o axe-dendríticos sobre 

las neuronas noradrenérgicas de este n6cleo (Pickel y Col. 1979}. Una 

,:,2 



inhibición en el disparo de estas neuronas ha sido demostrada por la 

aplicación local de opiáceos y encefalinas, la cual es reversible a na 

loxona ,(Pepper y Hende~son, 1980}. Zieglgansberger y Bayerl (1976 a y 

b} han demostrado efectos similares sobre neuronas propioespinales de 

la mldula. El evento propuesto en todos los c~sos es la hiperpolariz~ 

ción postsináptica de lai células, debido posiblemente al incremento 

en la conductancia al cloro o potasio , similar al sugerido en el ple-­

xo mientérico. Otro mecanismo de acción posible, se relaciona al he-­

cho de que los agonistas opioides reducen las respuestas en el dispa­

ro a diversos transmisores excitatorios, tales como acet~lcolina y glu . -
tamato. Ya que estos Últimos actúan promoviendo un aumento 

en la conductancia del sodio hacia el interior de la célula nerviosa, 

Zieglgansberger 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 SIS~EMA NERVIOSO· 

a) GENERALIDADES 

La estimulación del tejido nervioso, además de inducir la liberación -

de neurotransmisores putativos de naturaleza peptídica (ejem. encefali­

nas) y no peptídicos (aminoácidos y aminas biogénicas), induce la libe­

ración de otras sustancias aún poco caracterizadas desde el punto de -

vista bioquímico y fisiológico. Dentro de éstas, se encuentran materia­

les de alto peso molecular que se pueden detectar con reactivos usados 

tradicionalmente en la determinación de proteínas. Desde este punto de 

vista, se ha creado la necesidad de implementar estrategias que per­

mitan estudiar su liberación bajo condiciones específicas de estimula­

ción, con el objeto de lograr su identificación, aislamiento y 

caracterización química y, así, estudiar sus posibles funciones dentro 

de la fisiología nerviosa (Bayón y Col. 1985; Greenfield y Shaw, 1982; 

Greenfield y Col. 1984). 

El estudio de la liberación de proteínas de células nerviosas tiene 

como,antecedente el descubrimiento de la liberación simultánea de 

ca~~calominas y proteínas de células cromafines de la médula adrenal. 

Cuando se evoca la liberación de catecolaminas, mediante la administra­

ción de acetilcolina, componentes protéicos de alto peso molecular que 

se encuentran almacenados en los gránulos cromafines son liberados me­

diante un proceso de exocitosis (Banks y Col. 1965; Kirshner y Col. 

1967). Entre dichas proteínas de alto peso molecular se encuentran las 

llamadas cromograninas, un grupo heterogéneo de proteínas de las cua­

les la más abundante es la cromogranina A (Schneider y Col. 1967) y la 

dopamina p-hidroxilasa, enzima que participa en la síntesis 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 liberación inducida por 

estimulación eléctrica del neurotransmisor norepinefrina, es acompañada 

por la liberación de cromograninas y dopamina p-hidroxilasa y es depen­

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



ulteriores, han confirmado que las cromograninas y la dopamina 

p-h±dr~xilasa están localizadas junto con la norepinefrina en las 

vesícuias "grandes" de las terminales adrenérgicas y que su liberación 

es correlativa 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 líquido cefalorraquídeo de humanos (Goldstein, 1976) y de 

conejos, donde su concentración aumenta con la estimulación de nervios 

periféricos {ciáticos) {De Potter, 1976). 

Dentro de este contexto y de manera independiente á los estudios de 

secreción de las cromograninas y dopamina p-hidroxilasa e~ la médula 

adrenal y nervios periféricos, se reportó la secreci?n ir.ducida por es­

timulación de proteínas 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 incubación (Kemper y Col. 1974; ~orrisey y 

Cohn, 1978). Aunado a esto, también se logró determinar que entre las -

especies secretadas existen por lo menos dos distintas, denominadas 

proteína secretara I y Proteína secretora II, la primera ~epresentada 

por dos isoespecies (Morrisey y Col, 1978, 1980). Reciante~ente, la 

Prot~ína secretora I ha sido purificada y parcialmente ca~acterizada, 

reportándose que es similar a la cromogranina A en su composición de· -

aminoácidos y carbohidratos, secuencia parcial de aminoácidos, reactivi­

dad inmunológica cruzada y propiedades físico-química~, con lo cual se 

ha concluído que se trata muy probablemente de la misma proteína (Cohn 

y Col. 1981; Cohn y Elting, 1983). Adicionalmente, esta proteína se ha 

localizado (empleando anticuerpos) en células de la tiroides, adenohi­

pófisis, de los islotes pancreáticos, ganglio celíaco y mesentérico del 

antrum gástrico (Cohn y Col. 1984). 

Por otro lado, existen varios trabajos en los que se rep:~ta la libera­

ción de proteínas que no han sido identificadas, las cuales son libera­

das como respuesta a un estímulo. Hacia 1960, se publicó un trabajo en 

el que se observa el aumento de una enzima no identificada con activi­

dad proteolítica en el líquido cefalorraquídeo del cerebro del gato, 
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al estimular eléctricamente el cerebro o el nervio cíatico (Chapma~.Y 

Col. 1960). La enzima liberada se midió por su actividad proteolítica 

que prdduce un polipép±ido vasodilatador al actuar sobre la globulina 

del plasma. 

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

en perfusados de corteza cerebral de gatos la liberación de proteínas 

y glucoproteínas marcadas con radioisótopos (Kaczmarek_y Adey, 1975). 

La liberación de estas proteínas se incrementó considerablemente con la 

aplicación de una solución que conten~a una alta concentración de pota­

sio ( 40mM) . 

Musick y Hubbard (1972), trabajando en una preparación de hemidiafragma­

nervio frénico del ratón, han reportado la liberación de material 

protéico de las terminales nerviosas de la unión neuromuscular. Estu­

dios subsecuentes en el mismo tipo de preparación, han demostrado que 

la estimulación eléctrica del nervio frénico produce un aumento en la 

liberación del material protéico correlacionable con un incremento de 

la liberación de acetilcolina en las terminales nerviosas del nervio 

(Musick, 1979). Sin embargo, se ha sugerido que una porción importante 

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

Estudios en el sistema neurosecretor fotocerebral de la langosta (Frie­

del y Col. 1981) han identificado la liberación de material protéico 

de los corpora cardiaca después de la propagación de un potencial de 

acción. Esta liberación es dependiente de la entrada de calcio durante 

la despolarización. 

·""" 
En rebanadas de tejido del hipocampo de la rata, Duffy y colaboradores 

(1981) han reportado un aumento en la liberación de material protéico 

al líquido extracelular consecuente a la estimulación eléctrica del 

tejido. 

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

liberación de un grupo de glucoprateínas acídicas de alto peso molecular 
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al medio de cultivo, cuando se estimulan estas neuronas con extraqtos -

de veneno de la araña viuda negra para inducir la liberación de neuro­

transmisores. El patr&n de proteínas liberadas por estimulación al me­

dio de cultivo es diferente del patrón de proteínas liberadas en condi­

ciones de ~eposo~ Estas proteínas sufren modificaciones postraducciona­

les (probablemente un corte proteolítico) antes de ser liberadas en la 

superficie de la membrana plasmática cuando este es el mecanismo de 

liberación (Sweadner, 1983a). Asimismo, su liberación es dependiente de 

la presencia de calcio en el medio de incubación. Estudios más detalla­

dos han revelado que dos de estas proteínas son liberadas al medio de 

cultivo como monómeros solubles (Sweadner, 1983b). En apoyo a los datos 

anteriores, Richter-Landsberg y colaboradores ·(1984) han reportado la -

liberación de glucoproteínas de membrana plasmática en cultivos de 

feocromocitoma de la línea celular PC12. Estas proteínas, parecen 

corresponder a las reportadas por Sweadner en cultivos de neuronas sim­

páticas y, una de ellas, parece derivar de una proteína integral de 

membrana previamente caracterizada, llamada glucoproteína NILE (proteí­

na externa inducida por el factor de crecimiento nervioso} (McGuire y 

Col. 1978). 

Experimentos de marcaje con aminoácidos radiactivos, han demostrado la 

liberación inducida de proteínas radiactivas en cultivos de tejido del 

lóbulo intermedio de la pituitaria del ratón por medio de despolariza­

ciones con altas concentraciones de potasio en presencia de calcio 

(Thorton, 1982). Con técnicas inmunoquímicas y de doble marcaje con 

aminoácidos radiactivos se reportó que dos proteínas del cerebro de la 

carpa dorada son secretadas al líquido extracelular (Shashoua, 1979). 

En experimentos similares realizados en el cerebro del pollo, se ha re­

portado que un grupo de proteínas que se marcan rápidamente son libera­

das al líquido extracelular (Benowitz y Shashoua, 1979). En preparacio­

nes de rebanadas de hipocampo de. la rata, Hesse y colaboradores (1984) 

han demostrado la liberación "tónica" (no estimulada) de proteínas 

glucosiladas radiactivas, a través del empleo de doble marcaje con 
_ 3 1· 14 tucosa-H y vaina- c. 
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En el sistema nervioso central de la rata, Shashoua y colaboradores 

(1984) han reportado la liberación de la proteína S-100 al líquido ex~ 

tracelular, mediante la extracción de éste, a partir de la incubación 

de rebanadas de hipocampo y cerebro total del animal en medio isotóni­

co. Esta proteína ha demostrado ser característica del sistema nervioso 

central (Moore, 1973 y 1975)· y se ha reportado su localización en el 

citoplasma de las células gliales (Moore, 1975), así como en la membra­

na de las terminales sinápticas (Rusca y Col. 1972; Haglid y Col.1974; 

Donato y Col. 1975) y del núcleo neuronal (Haydén y McEwen, 1966). Su 

papel funcional es aún desconocido. 

En 1976, Korr y colaboradores realizaron un estudio de marcaje radiac­

tivo de neuronas vagales y del núcleo del hipogloso con aminoácidos 

que contenían 14c, observándose que las sustancias radiactivas viajaron 

a lo largo de los nervios y, después de varios días atravesaron la 

unión neuromuscular de la lengua (Korr y Col. 1967). Estudios subsecuen­

tes del mismo grupo de trabajo con enfoques experimentales análogos, en 

los que se determinó la radiactividad del material protéico precipita­

ble por TCA (ácido tricloroaoético) proveniente de las células muscula­

res ~arcadas, demostraron que las proteínas transportadas llegan al 

músculo estilogloso a intervalos de tiempo específicos después de su 

síntesis (Korr y Appeltauer, 1974). El análisis electroforético del 

material protéico transportado al músculo reveló que una de las proteí­

nas aparece tanto en el nervio corno en el músculo durante el primer 

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

En perfusados obtenidos con cánulas "push-pull" en la formación reticu­

lar mesencefálica del cerebro del gato, se han reportado niveles altos 

~e liberaci6n de material protéico en relaci6n a estados conductuales 

del animal (Drucker - Colín y Col. 1975); los niveles de proteína libe­

rada cambian de manera cíclica y parecen ser mayores durante la fase :O!OR 

(movimiento ocular rápido) del sueño, en comparación con los niy.el~s 

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

Gutierrez , 1976). 



B) LIBERACION DE PROTEINAS Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LOS GANGLIOS 

BASALES. 

En los Últimos años, algunos investigadores han centrado su at~nción -

en el estudio de la liberación de proteínas en diversas estructuras de 

los ganglios basales mediante la técnica de perfusión local in vivo de 

tejido nervioso con cánulas de infusión y extracción dé r!quido (push­

pul 1) . 

Empleando esta técnica en una preparación de gato anestesiado con un 

dispositivo de cuatro cánulas implantadas simultáneamente (dos en ambos 

núcleos caudados e igual número en las sustancias nigras), Greenfield 

y colaboradores (1983a) han reportado cambios complejos en la libera­

ción del material proteico endógeno (MPE). Sus resultados muestran una 

liberación •espontánea" del MPE en el núcleo caudado y en la sustancia 

nigra. En esta .Última estructura, la despolari~ación local por la ele­

vación de la concentración de potasio en el medio de perfusión(30 mM), 

aumentó significativamente los niveles de liberación del MPE. Este 

cambio no se acompañó de alguna modificación en la tasa de liberación 

"espontánea• del MPE .en en núcleo caudado y la sustancia nigra contra­

laterales, respectivamente. En el análisis de la dependencia de calcio, 

se demostró que del total del MPE liberado por estimulación en la sus­

tancia nigra, al menos el 30% es dependiente de la presencia del 

catión· en el medio de perfusión. 

En otra serie de estudios los mismos autores han estudiado la libera­

ción de cuatró proteínas específicas con adtividad enzimitica: amino­

peptidasa, deshidrogenasa láctica (LDH), aceticolinesterasa (AChE) y 

colinesterasa no específi~a (ChE). Los experimentos se llevaron a cabo 

en preparaciones de gato, rata o conejo anestesiados, con cánulas de 

infusión-extracción implantadas simultáneamente en el núcleo caudado y 

en la sustancia nigra. El objetivo de tales estudios se centr5 en 

observar los efectos de la estimulación de la vía nigro-estriatal 

dopaminirgica sobre la liberación Ae las cuatro especies de enzimas en 

la sustancia nigra y el núcleo caudado ipsilateral. En este contexto, 
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dos aspectos se analizaron: observación de los efectos de la manipula­

ción despolarizante local por alto potasio sobre la liberación de las 

cuatro enzimas en la sustancia nigra y núcleo caudado; correlación de 

la liberación enzimática con la actividad del tracto nigro-estriatal 

dopaminérgico. El Último planteamiento se abordó mediante el estudio -

de la modulación de la liberación enzimática en respuesta al tratamien­

to con el agonista dopaminérgico anfetamina o, en algunos casos, a 

través de la lesión química de la vía nigro-estriatal con la neurotoxi­

na 6-hidroxidopamina (6-0HDA). A continuación resumiremos por separado 

la información concerniente a los estudios en cada una de las enzimas 

antes mencionadas. 

Liberación de aminopeptidasas.- La sustancia nigra y el núcleo caudado 

muestran un alto contenido de péptidos neuroactivos (Emson, 1979) y 

aminopeptidasas (Shaw, 1978). Sin embargo, una alta porción de este 

grupo de enzimas se encuentra asociada, no solo a neuronas, sino que 

también a las cél~las endoteliales de los vasos sanguíneos (Shaw,1978). 

En vista de tal hecho, se ha intentado diludidar que población de es­

te grupo de enzimas tiene un origen neuronal. Como estrategia de análi­

sis, se ha intentado observar los cambio de concentración extracelul~r 

de la enzima en relación a la actividad nerviosa. Con este propósito, 

Greenfield y colaboradores (1983b) investigaron la posibilidad de la -

liberación in vivo de la actividad de aminopeptidasa en la sustancia -

nigra y el núcleo caudado del gato anestesiado,mediante la activación 

del sistema nigro-estriatal por la aplicación nigral de altas concen­

traciones de potasio. 

En condiciones de "reposo" (no estimulación), los autores lograron 

detectar la presencia de una isoenzima de aminopeptidasa e~ los per:u­

sados de ambas regiones subcorticales, con rápida movilidad electro­

forética en geles de acrilamida con SDS. En la sustancia nigra se 

~bservó un incremento en la liberación "espontinea" de dicha isoenzima 

(94% arriba del valor control promedio) como consecuencia de la des­

>olariz~ción con alto potasio. El efecto fue acompafiado por una dismi-

1ución simultánea del 26% de la tasa de liberación "espontánea" 

70 



promedio de la isoespecie en el núcleo caudado. 

Los resultados con la lesi6n experimental del tracto nig~o-estriatal 

demostrarcin la desaparici6n del decremento en la liberación "espontánea" 

de la isoenzima en el caudado evocada por la administración nigral de 

potasio; mientras que, en la sustancia nigra, se report6 una reducci6n 

del 50% ~n la liberación "espontinea" 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 nGcleo caudado muy probablemente tenga, como origen, las 

terminales nerviosas de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, 

o, de las mismas células intrínsecas de la estructura sobre las cuales 

estas terminales establecen sinapsis. Por ot~o lado, en la sustancia 

nigra, el 50% de la isoenzima sería deriv~da de las propias neuronas 

nigrales. 

En otra línea de estudios, Greenfield y Shaw (1982} demostraron la 

facilitación de la liberaci6n de otra isoenzima de aminopeptidasa, de 

escasa movilidad electroforética, la cual no se libera "espontáneamen­

te" en la sustancia nigra, pero sí por la aplicación local de anfetami­

na y no corno consecuencia de ·la despolarización con alto postasio 

(Greenfield y Col. 1983 b}. Estos resultados orientan a pensar que la 

liberación de esta isoespecie sea regulada por~utorreceptores" 

dopaminérgicos localizados en las propias células dopaminérgicas nigra­

les o, alternativamente, por receptores dopaminérgicos presinápticos 

de las terminales axónicas eferentes de esta estructura (Greenfield y 

Col. 1983b}. 

El hecho de que la forma de ''r&pida movilidad" electroforética de 

aminopeptidasa sea liberada en forma espont&nea y, en parte, que este 

proceso sea modificado por la despolarización y lesión de la vía 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 
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nigroestriatales. El significado funcional de tal fen6meno no es claro 

aún, más sin embargo, quizá una de las acciones extracelulares sea en 

la participaci6n de la hidr6lisis de péptidos con funci6n transmisora 

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

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

liberaci6n de la forma de "lenta" movilidad electroforética de la en-­

zima parece no guardar relaci6n a la actividad neuronal (no existe una 

liberaci6n" espontánea" 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 liberaci6n 

se encuentra influenciada en alguna forma por la activación de los re­

ceptores dopaminérgicos y/o por cambios temporales relativamente lar-­

ges en la disponibilidad de la dopamina en la sustancia nigra (la anf~ 

tamina facilita una elevaci6n más efectiva de los niveles extracelula­

res de dopamina que la despolar izac i6n por e 1 al to potasio) ( Greenfield 

y Col. 1983b). En vista de esto, se le ha asignado a esta forma elec-­

troforética de aminopeptidasa una posible funci6n neuromoduladora, pr~ 

bablemente no relacionada a la hidrólisis peptídica, con.capacidades 

fisiológicas aún no exploradas a este nivel (Greenfield y Col.1983b). 

Liberación de deshidrogenasa láctica (LDH) .- Esta enzima es conocida 

generalmente como una proteína citoplasmática soluble y tradicionalmen 

te usada como "enzima de escape" y por lo tanto útil en el señalamien­

to "bioquímico" del daño tisular. Así, algunos autores (Greenfield y 

Col. 1980 y 1983b; Greenfield y Shaw, 1982) han empleado la medición 

de su actividad en perfusados de cerebro con el fin de registrar dos 

variables metodológicas durante la perfusión: el grado de lesión del 

tejido perf~ndido; contaminación plasmática del mismo a partir de La 

extravasación o ruptura de vasos sanguíneos. Sin embargo, la confiabi 

lidad que 0frece la enzima como "marcador bioquímico" de daño tisular 

es objetable. Por un lado, en apoyo a su especificidad en el señala--­

miento del daño tisular, se ha demostrado que la activación de la vía 

nigro-estriatal dopaminérgica con la aplicación nigral de anfetamina 

no induce cambios sobre los niveles de dehidrogenasa láctica liberados 

en el perfusado en condiciones de "reposo" en esta estructura o en el 
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núcleo caudado ipsilateral (Greenfield y Shaw, 1982). Sin embargo, en 

contraposición a esta hipótesis, Greenfield y colaboradores (1983b) re 

portaron un aumento significativo en la tasa de liberación •espontánea" 

de la enzima en la sustancia nigra,bajo condiciones despolarizantes 

por la administración local de alto potasio y un decremento simultá-­

neo de la cantidad liberada "espontáneamente" en el núcleo caudado 

ipsilateral. 

En extensión a los resultados antes citados, Greenfield y colaborado-­

res (1983b) reportaron que la lesión del tracto nigro-estriatal con 6-

hidroxidopamina da origen a una disminución en la tasa de liberación 

"espontánea" de la enzima en el caudado. El valor del dec=ernento obte­

nido se correlaciona estrechamente con el inducido por la aplicación 

nigral de alto potasio en animales no lesionados (cerca del 60% del va 

lor de los niveles promedio liberados en condiciones de no estimula-­

ción). Con estos resultados, los autores sugieren que, en el núcleo 

caudado, la deshidrogenasa láctica probablemente es liberada a partir 

de un compartimiento subcelular de las terminales nerviosas dopaminéE 

gicas y en forma asociada al aumento de la actividad de éstas por la 

activación de las propias neuronas nigroestriatales. 

En la sustancia nigra, la lesión de la vía nigro-estriatal trae como 

consecuencia un decremento significativo en la tasa de liberación "es­

pontánea" de la enzima y una reducción parcial ( ~50%) en el aumento 

inducido por el alto potasio. Como ya se mencionó con anterioridad en 

el caso de la aminopeptidasa de "rápida movilidad'' electroforética , 

la deshidrogenasa láctica parece derivarse parcialmente de las neuro-­

nas nigroestriatales dopaminérgicas (Greenfield y Col. 1983b). De he­

cho, se ha encontrado una estrecha correlación en los niveles de libe­

ración de estas dos distint~s especies enzimáticas en la sustancia ni 

gray el núcleo caudado en animales control o lesionados con 6-0HDA 

(Greenfield y Col. 1983b). 

En resumen, debido a que la liberación de la LDH es modificada local-­

mente y, en el núcleo caudado por la administración nigral de altas 

concentraciones de potasio, se sugiere que la enzima, tradicionalmen-
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te usada como una proteína de ''escape", no debería considerarsele úni­

camente como indicador bioquímico del daño tisular en los experimentos 

de perfusión del tejido nervioso (Greenfieid y Col. 198lb). ta estre­

cha correlación entre la liberación de la LDH y la de la isoenzima de 

"rápida" movilidad electroforética de aminopeptidasa en todas las con 

diciones experimentales estudiadas, implicaría que las dos proteínas 

podrían ser coliberadas o, aún, coalmacenadas en las mismas terminales 

de las neuronas nigroestriatales (Greenfield y Col. 1983b). Sin embar­

go, hasta el momento actual, todavía no se han hecho estudios con el 

propósito de investigar el significado funcional de dicho proceso se-­

cretorio. 

Liberación de acetilcolinesterasa y colinesterasa no específica.- Aun­

que normalmente consideradas -como enzimas unidas a la membrana plasm! 

tica (Silver, 1974), la acetilcolinesterasa( AChE) y la colinesterasa 

inespecífica (ChE) también existen en formas solubles· (Chubb y Smith, 

1975 a). De estas dos especies enzimáticas, la AChE es la proteína 

que mejor ha sido estudiada como representante de proteínas libera--­

bles del sistema nervioso. 

Originalmente se pensaba que toda la AChE se encontraba unida a la me~ 

brana, a pesar de que se había 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 fracción recién sintetizada se in 

corpora a la membrana plasmática) (Rotundo y Fambrough, 1980 a y b) .La 

porción unida a la membrana no participa del fenómeno secretorio, la 

fracci6n liberable es la soluble, localizada intracelula~mente. Median 

te procedimientos de electroforesis con geles de poliacrilamida 1 se 

han reportado cinco isoenzimas solubles de la AChE (Chubb y Smith,1975 

a), de las cuales, la isoespecie de más 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 liberación de la AChE se remontan ha-­

cia 1930, cuando Plattner y Hintner reportan la existencia de activi-­

dad de colinesterasa en el líquido cefalorraquídeo de hu~anos (LCR). 

Sin embargo, a partir de esta fecha, poca atención se le dió ~l estu-­

dio del origen y significado funcional de la liberación de la enzima. 

A priori, parecen existir dos fuentes posibles de procedencia que 

explicarían su presencia en el LC~: una de ellas es que la enzima pro­

venga del plasma sanguíneo y que llegue al LCR,al igual que otros com 

ponentes de alto peso molecualr de naturaleza protéica, a través de su 

filtración en los plexos coroideos (Davson, 1970); la otra posibilidad 

radicaría, como lo han señalado algunos autores, en que su origen derl 

vara del tejido nervioso del cerebro y/o médula espinal {Yaksh y Col. 

1973). 

La primera hipótesis no parece muy razonable, ya que en el plasma solo 

existe la colinesterasa inespecífica; en cambio el LCR contiene altas 

actividades específicas de AChE.La segunda opción, por el contrario, 

paree~ más factible, en base al hecho de que una gran cantidad de neu­

ronas del SNC exhiben inmunorreactividad y actividad enzimática de 

AChE 1 incluyendo a aquellas que se encuentran en contacto íntimo con 

el LCR del sistema ventricular cerebral De este modo, la enzima po-

dría liberarse hacia el· LCR como resultado de la muerte neuronal o,co 

mo parte de un proceso de liberación fisiológica dependiente de la ac 

tividad nerviosa. 

Las primeras investigaciones enfocadas en el estudio de la liberación 

de la AChE fueron hechas por Chubb y Smith. Estos autores mostraron 

un aumento de la concentración de la "isoenzima 5" en el líquido cefa­

lorraquídeo del conejo mediar.te la estimulación nerviosa ~eriférica 

(C~ubb y Smith, 1974). En otra línea de resultados, tambi¿n demostra-­

ron la liberación de la misma isoespecie en perfusados de la médula~ 

drenal(la cual recibe inervación colinérgica) cuando se aumentaba la 

concentración de potasio en el medio de incubación en presencia de cal 

cio (Chubb y Smith, 1975 b). 

En un estudio subsecuente en el conejo anestesiado, Chubb y colaborado-
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res (1976) mostraron que la estimulación eléctrica de terminales cen-­

trales de los nervios ciáticos y safenas, la cual induce la liberación 

.de acetilcolin~ produce también un aumento significativo en la concen-­

traci6n de la"isoespecie 5" en el LCR. Proponen que el origen del au-­

mento de la enzima no es plasmático, ya que su actividad específica en 

el LCR es mucho más alta que la del plasma. El hecho de que tanto la 

concentraci6n de potasio como la de LDH se haya mantenido constante 

(antes y durante la estimulación), así como la existencia de la colibe 

raci6n de acet{icolina y AChE por el estímulo despolarizante, susiere 

que por·lo menos una porción del incremento de actividad de AChE en el 

LCR es el .resultado de una liberación dependiente del aumento de la ac 

tividad nerviosa.En paralelo a este trabajo, Fuenmayor y colaboradores 

(1976) corroboraron la cosecreción de acetilcolina y AChE en el LCR 

del cerebro del gato por la estimulación periférica del nervio ciático 

o por la administ~aci6n sistémica del convulsivante pentilentetrazol. 

Más tarde, en 1978, Younkin y colaboradores estudiaron la actividad de 

AChE y la sensibilidad de la acetilcolina a la acci6n de esta enzima 

en el músculo extensor digitorum longus de la rata mantenido en culti­

vo. Se observó que el material protéico del transporte axoplásmico que 

es liberado mediante la estimulación 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 

deaferentación nerviosa (Guth y Col. 1964; Vigni y Col. 1976) y el ble 

queo del flujo axoplásmico por colchicina o vinblastina (Max y Albu--­

querque, 1975; Feinandez e Inestrosa, 1976), causan un decremento im-­

portante de la actividad de la enzima. Markelonis y Oh (1978) han iden­

tificado y, parcialmente caracterizado, un componente protéico a par-­

tir de nervios periféricos, que parece ser el responsable del aumento 

de actividad de la AChE en la unión neuromuscular. 

En una preparación de perfusión in vitre de nervio frénico-hemidia--­

fragma de rata, Skau y Brimijoin (1978) estudiaron la liber3ción de 

AChE y acetilcolina por la estimulación eléctrica despolarizante del 

nervio • Los autores mostraron un aumento significativo simultáneo de 

la liberación de las dos sustancias al medio de incubación durante la 
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estimulación. Además, también demostraron que el aumento es dependien­

te de la presencia de calcio en el medio de perfusión 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 administración sistémica de cloropromacina ( que 

aumenta la actividad colinérgica endógena) sobre la liberación de AChE 

en el LCR del sistema ventr!culo-cisternal cerebral. Los autores mos-­

traron que la aplicación del fármaco produce una elevación significati 

va de los niveles de actividad de la enzima,· la cual muestra una ten--

• dencia de un gradiente creciente cauda-craneal. Suqieren que tal fenó 

meno podría apoyar el origen cerebral de la AChE liberada al LCR, en 

base a un aumento de la actividad neuronal colinérgica dependiente del 

estímulo con cloropromacina. 

En apoyo a estos resultados, Greenfield y colaboradores (1978) report~ 

ron un aumento significativo de la concentración de la AChE en el LCR 

del sistema ventrículo-cisternal del cerebro del conejo como consecuen 

cia de la administración intraventricular del fármaco antes mencio--

nado. El incremento de la enzima resultó más ostensible en la cister­

na magna (cinco veces el valor basal promedio) que en el ventrículo la 

teral ( el valor obtenido aquí fue practicamente igual al estimado en 

condiciones control). Los autores también encontraron que la inyección 

de atropina previa a la administración de la cloropromacina evitaba 

el aumento de la concentración de la enzima. En base a las diferen--­

cias de concentración de ésta entre la cisterna magna y el ventrículo 

lateral, sugieren que d~cho fenómeno podría ser el resultado de una 

liberación de la AChE a partir de regiones subcorticales localiza---

das en una posición mas basal con respecto al núcleo c~ud~do. De este 

modo , es probables que las células dopaminérgicas de la pars compac-

ta de la sustancia nigra que muestran una excitación q~e es sensi--

ble a drogas anticolinérgicas como 

altas concentraciones de AChE y cuya 

la atropina) las cuales contienen 

frecuencia de disparo aumenta 

con la cloropromacina, sean las causantes de las diferencias de con--

centración 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 pos~bles fuentes de procedencia neural de la AChE liberada 

al LCR del sistema ventrículo-cisternal de mamíferos, diversos autores 

han ampliado tal cuerpo de información en base al estudio de la libera 

ción de la enzima mediante la técnica de perfusión intracerebral con 

cánulas de infusión-extracción de líquido. Este procedimeinto ha permi 

tido localizar en forma más precisa las regiones cerebrales a partir 

de las cuales puede liberarse la AChE. A continuación revisaremos al­

gunos de los trabajos realizados que 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 estimulación eléctri 

ca local del nGcleo caudado o la sustaricia nigra. Proponen, como sus-­

trato neurofisiológico de este fenómeno, un aumento de la actividad 

del sistema nigro-estriatal y, por ende, plantean la necesidad de loe~ 

lizar en forma más definida el origen de la AChE liberada al LCR me--­

diante la perfusión local de ambas estructuras implicadas en la vía 

nigro-estriatal dopaminérgica. 

Usando el sistema de perfusión intracerebral con un ~~spositivo de cu~ 

tro cánulas implantadas simultáneamente (dos en ambos· n6cleos caudados 

y otras dos en cada una de las sustancias nigras), Greenfield y col~ 

boradores (1980 y 1983 a) demostraron la existencia de la liberación 

de AChE y ChE en dichas regiones subcorticales. En ambas estructuras 

lograron detectar la liberación "espontánea" de las dos enzimas. La a­

plicación local de alto potasio en una sustancia nigra no indujo cam-­

bios en la tasa de liberación "espontánea'' de la ChE en las dos sustan 

cias nigras y núcleos caudados. Por otro lado, la liber~ción local y 

del núcleo caudado contralateral de AChE sufrió un incremento signifi­

cativo; sin embargo, un efecto opuesto se observó en el núcleo caudado 

ipsilateral y en la sustancia nigra contralateral (Greenfield y Col. 

1980). 

Los cambios de la liberación de AChE en los sistemas nigro-estriatales 
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de ambos hemisferios cerebrales, inducidos por la aplicación nigral u­

nilateral de alto potasio, son difíciles 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 síntesis la colina-acetiltransferasa( Sil­

ver, 1974; Fonnum y Col. 1974). Secundariamente, aunque las neuronas 

nigroe~triatales son colinoceptivas ( Kimura y Col. 1981), todavía no 

se identifican sinapsis colinérgicas a este nivel (Kirnura y Col. 1981; 

Levey y Col. 1983). Corno Último punto, se ha demostrado también que la 

liberación nigral de AChE no es afectada por la activación (Cuello y 

Col. 1981) o el bLoqueo (Greenfield y Srnith, 1~79) de los receotores 

colinérgicos. 

Así, la liberación nigral de AChE parece asociarse estrechamente con 

el sistema neuronal nigro-estriatal doparninérgico. Butcher y Woolf 

(1982) han mostrado que cada neurona nigroestriatal que contiene dopa­

mina, también posee AChE. Además, Lehrnan y Fibigier (1978) reportaron 

con experimentos de homogenización de tejido estriatal, que el 12% del 

total de la actividad de la AChE detectada parece ser de origen presi­

náptico y atribuíble a las terminales axónicas aferentes de las célu-­

las nigroestriatales dopaminérgicas. 

Con el objeto de determinar el grado de participación del sistema ni-­

gro-estriatal doparninérgico en la liberación de AChE y ChE, Greenfield 

y colaboradores han medido, bajo condiciones de lesión del tracto ni-­

gro-estriatal con 6-0HDA, la liberación de las dos actividades enzimá­

ticas en la sustancia nigra y núcleo caudado. 

La primera línea de resultados demuestran un decremento en la libera-­

ción "esp0nc.inea" de AChE en .:i.mb.::;.s regiones. En el núcleo caudado, la 

magnitud de la reducción fué aproximadamente de un 70% del valor con­

trol promedio, el cual se corresponde con la disminución obtenida en 

la misma estructura en animales no lesionados por la aplicación nigral 

de alto potasio. Estas observaciones sugieren entonces, que cerca del 

70% de la AChE liberada en el caudado tendría una procedencia presi-­

náptica, a partir de las terminales nigro-estriatales 
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Este estimado es, por mucho, más alto que el 12% reportado en los est~ 

dios bioquímicos de homogenados estriatales por Lehmann y Fibigier. 

En la sustancia nigra, el decremento en la tasa de liberación "espontá 

nea" inducido por la lesión se correlaciona paralelamente con una de-­

pleción del contenido tisular de Jopamina. Parecería así, que la AChE 

liberada de las neuronas nigrales derivaría exclusivamente de las cé-

lulas nigroestriatales dopaminérgicas. La hipótesis se ve corrobora-

da por el hallazgo que demostró la ausencia de respuesta en la libera­

ción nigral de AChE inducida por la aplicación local de alto potasio 

en animales lesionados (Greenfield y Col. 1983 a). 

Con respecto a la ChE, los resultados de lesión del sistema nigro-es-­

triatal dopaminérgico demostraron una marcada disminución en la libe­

ración "espontánea" de la enzima en la sustancia nigra y el núcleo ca~ 

dado. Dicho resultado implica que, aunque su tasa de liberación "es--

pontánea" no se modificó en ambas estructuras por la administración ni 

gral de concentraciones despolarizantes de potasio, su liberación en 
, 

condiciones de "reposo'' ocurre preferencialmente a partir de las neu--

ronas nigro-estriatales dopaminérgicas (Greenfield y Col. 1983b). 

Estos resultados se ven ampliados por los estudios de la liberación 

de ambas actividades enzimáticas durante la activación del sistema ni­

gro-estriatal dopaminérgico con el agonista dopaminérgico anfetamina. 

Así, cuando se administró el fármaco en la sustancia nigra, la libera 

ción "espont&nea" de la ChE no sufrió cambios ostensibles locales o 

en el núcleo caudado ipsilateral (Greenfield y Shaw, 1982). Sin embar­

go, por el contrario, la liberación "espontánea" de AChE sí mostró un 

incremento y una disminución en las mismas estructuras, respectivamen 

te. Las modificaciones inducidas en la liberación de esta última ~n­

zirna por la activación del sistema nigro-estriatal dopaminérgico son 

análogas a aquellas que se observan en la liberación de dopamina por 

la aplicación nigral de anfetamina (Leviel y Col. 1979). En apoyo a 

esta observación, Greenfield (1984 a) ha demostrado un estrecho paral~ 

lismo entre la liberación de AChE y la liberación dendrítica nigral de 

dopamina en base a dos observaciones: ausencia de bloqueo en la libe-
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ración "espontinea" de ambas sustancias por la administración local 

del bloqueador del impulso nervioso tetrodotoxina (TTX); y por otro 

lado, liberación estimulada por alto potasio que es dependiente de la 

presencia de calcio en el medio de perfusión. 

Así, en resumen, la liberación de la enzima ChE parece derivarse de 

las terminales aferentes, cuerpos celulares y dendritas de las célu-­

las nigroestriatales dopaminérgicas. De cualquier forma, su liberaci­

ón" espontinea" no se modifica por el tratamiento despolarizante del 

tejido nigral. Desde este punto de vista, su presencia en el líquido 

extracelular no estaría supeditada a un proceso secretorio dependiente 

de respuestas rnodulatorias asociadas a señales de actividad neural es 

pecíficas. En nervios periféricos,se ha propuesto que la C~E puede ser 

liberada de las terminales axónicas de nervios mielinizados corno"mate­

rial trófico", con el fin de mantener la integridad estructural de las 

vainas de mielina (Singer y Steinberg, 1972; Hines y Garwood, 1977). -

En la sustancia nigra, quizi uno de los significados funcionales de la 

liberación de la enzima pudiera residir en una acción aniloga sobre 

los axones mielinizados de esta estructura, o, dentro de un contexto 

mis general, en el mantenimiento de la integridad de la membrana plas­

mática de las propias neuronas nigroestriatales (Greenfield, 1984a). 

Por lo que toca a la AChE, el significado funcional de su liberación -

en el caudado a partir de las terminales nigroestriatales también· es 

difícil de vislumbrar por ahora. El hecho de que una alta proporción de 

su forma soluble liberable se encuentre a nivel presiniptico, al igual 

que la fracción asociada a la membrana, sugiere que la poza liberable 

de la proteína no estaría relacionada Únicamente a la inactivación de 

la acetilcolina (Greenfield, 1984b). Sin embargo, no disponemos, 

todavía, de evidencias experimentales que propongan, en tal sentido, 

las posibles funciones no colinérgicas de la AChE liberada en esta es­

tructura, a pesar del hecho de la existencia de una alta densidad de -

células colinérgicas a este nivel (Dray 1979). 

En la sustancia nigra, por el contrario, no existe información experi­

mental convincente que apoye la existencia de transmisión colinérgica 
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(Greenfiel, 1984b). Aún así, los resultados sobre la liberación local 

de la AChE plantean dos aspectos relevantes: origen exclusivo de la 

eniima a partir de las células nigroestriatales dopaminérgicas: com­

partir características de liberación y almacenamiento intracelular -

(retículo endoplásmico rugoso) en las dendrltas de las células nigro­

estriatales similares a dopamina (Mercer y Col. 1979r Liesli y Col. 

1980). 

Debido a las similitudes biológicas ·entre AChE y dopamina y, en base 

al planteamiento de que la Última sustancia actúa muy probablemente 

como agente neuromodulador inhibitorio de la actividad de disparo de 

las células nigroestriatales dopaminérgicas (Bunney y Col. 1973; 

Hefti y Lichtensteiger, L978), se ha planteado la posibilidad de un 

papel funcional análogo para la AChE (Greenfield, 1981). 

En apoyo a lo anterior,Greenfield y. colaboradores (1981 1 1984b) han 

medido los efectos de la aplicación nigral de AChE exógena (con 

dosis que simulan la concentración extracelular de la enzima libera­

da endógenamente) sobre la actividzd. de la vía nigro-estriátal, median­

te el registro de dos aspectos funcionales asociados a este tracto 

nervioso: electrofisiológicamente 1 analizando la actividad de disparo 

de las neuronas nigroestriatales; conductualmente, detectando la 

disparidad entre la actividad de las dos vías nigro-estriatales a 

través de la aparición de la conducta de giro en el animal. 

Sus resultados demuestran que la aplicación exógena de la enzima 

inhibe la tasa de disparo de las células nigro-estriatales. Reportes 

colaterales del mismo autor que ponen de relieve la ausencia de efec­

tos de la administración nigral de butirilcolinesterasa (análogo 

enzimático con alta afinidad por la aceticolina) indican que la acción 

inhibitoria de la AChE no es mediada indirectamente a través de la 

hidrólisis de la acetilcolina (Greenfield y Col. 1981). En esta forma, 

aunque no se conocen todavía los mecanismos mediante los cuales la 

AChE inhibe el disparo de esta población neuronal, su liberación 

tendría, en el contexto de estos resultados, un significado funcional 

en la fisiología de las células nigroestriatales dopaminérgicas. 



Por lo que toca a los estudios conductuales, se ha demostrado con an­

terioridad (Ungerstedt, 1971), que la lesió~ unilateral de la vía 

nigro-estriatal dopaminérgica con la inyección nigral de 6-0HDA en la 

rata induce un patrón de giro en dirección contralateral al sitio le­

sionado. Por lo tanto, dicho comportamiento pueder ser visto como un 

indicador del desequilibrio en el contenido de la dopamina almacenada 

en las terminales dopaminérgicas entre ambos estriados (Pycock, 1980}. 

Sin embargo, en ratas no lesionadas, Greenfield y colaboradores (1984b) 

mostraron que posterior a la inyección nigral de AChE, pero no de 

butirilcolinesterasa, la anfetamina administrada sistémicamente (IP) 

induce la conducta de giro en dirección contralateral al sitio de 

inyección de la enzima. 

También en el mismo trabajo, se reportó que la inyección de una frac­

ción alta~ente purificada de AChE (que exhibía una movilidad electro­

forética sim~lar a la "isoenzima S") era m&s potente en provocar tal 

conducta que la preparación comercial comunmente usada (la cual con­

tenía diversas formas de la AChE con alta actividad hidrolítica sobre 

la acetilco¡ina). Interesantemente, los efectos conductuales, produc­

to de una sola dosis de inyección de la enzima, podían mantenerse por 

m&s de t=es semanas. En base a los resultados anteriores, los autores 

concluyen que la AChE liberable probablemente tenga una función nigral 

importante, independiente de la hidrólisis de acetilcolina, ejerciendo 

cambios quizl a largo plazo ·(modulatorios) que influencian la activi­

dad del sistema nigro-estriatal dopaminérgico. 

Recientemente, Weston y Greenfield (1986) han propuesto que la libera­

ción estriatal de la AChE estaría relacionada con la frecuencia de 

disparo de las neuronas nigro-estri.1t~les. En la sustancia nigra, por 

el contrario (en donde muy probablemente su secreción se lleva a cabo 

del árbol dendrítico de estas células), el proceso sería independiente 

de la activación de este grupo celular por potenciales de acción media­

dos por conductancias al sodio, peros{ posiblemente dependiente de -

conductancias dendríticas específicas al calcio (la ausencia de efectos 

con TTX apoyan tal propuesta). 
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Por último, a raíz de varias líneas de trabajos 1 han surgido a la luz 

otras posibles alternativas funcionales de la enzima en la fisiología 

nerviosa. Chubb y colaboradores (1983) mostraron evidencias experimen­

tales que indican que la AChE muestra una clara actividad de peptidasa 

en la hidrólisis de sustratos peptídicos tales como sustancia P y ence­

falinas y, más aún, sobre el molde precursor, en la generación de 

estas últimas (Chubb y Col. 1980). Recientemente, Small y colaboradores 

(1986) señalaron que dicha actividad puede ser similar a tripsina, y 

capaz de hidrolizar sustratos protéicos de alto peso molecular como 

Cromogranina A, para p~oducir diferentes polipéptidos con bajo peso 

molecular. 

En resumen, desde un punto de vista general, se podría proponer que las 

enzimas liberadas hacia el espacio extracelular podrían tener poten­

cialmente la capacidad de ejercer acciones modulatorias (esto es, a 

largo plazo), debido fundamentalmente a su gran tamaño molecular y 

constantes de difusión y degradación relativamente lentas. Los estu­

dios sobre la liberación y acciones de la AChE sugieren, que así como 

un transmisor convencional (ejem. dopamina) puede funcionar en forma 

no convencional como neuromodulador, así también las enzimas podrían 

ejercer un -papel modulatorio, independientemente de su acción enzimáti­

ca normal. 

Es por todos estos antecedentes que nuestros hallazgos de liberación 

de proteína del sistema nervioso central es particularmente interesan­

te (ver sección de resultados en la presente tesis) e invítan a la 

carac€erización bioquímica y funcional del material liberado. 
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P R O C E D I M I E N T O S E X P E R I M E N T A L E S 



La descripción de la metodología empleada en esta tesis se encuentra 

desglosada en tres publicaciones que se anexan y que conforman el 

cuerpo de la sección de resultados ver I, II y III). Así, a conti--

nuación se dará solo una guía .. con el fin de localizar la descripción 

de cada procedimiento metodológico empleado en el desarrollo experime~ 

tal. 

A. CANULAS DE PERFUSION.- Los detalles de construcción y de diseño de 

las cánulas usadas en nuestros experimentos de perfusión se encuentran 

referidas en las siguientes publicaciones: I.)Push-pull perfusion stu-­

dies on the in vivo release of proteins, enzyrnes, and the neuroactive 

peptides-enkephalins frorn the rat brain. Pags. 71, 72 y 73, Figs.1 y 2. 

II) Release of proteins, enzyrnes, and neuroactive peptides, enkephalins 

frorn the striaturn of the freely rnoving rat. Pags.402 y 403 , Fig. l. 

B. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.- En nuestros experimentos de perfusión 

utilizamos a la rata corno animal modelo de estudio. Las referencias de 

tipo de cepa empleada, sexo, peso, procedimientos quirúrgicos y sitio 

de implantación de las cánulas se encuentran referidas en las siguien­

tes publicaciones: I) Push-pull perfusion studies en the in vivo relea­

se of proteins, enzymes, and the neuroactive peptides-enkephalins from 

the rat brain. Pags. 71, 72 y 73, Fig. 1 ; II) Release of proteins, en­

zymes, and the neuroactive peptides, enkephalins, from the striatum of 

the freely rnoving rat. Pags. 403 y 404 III) Diurna! rhythrn of the in 

vivo release of enkephalin from the globus pallidus of the rat. Pags. 

64 y 65. 

C. PROCEDIMIENTOS DE PERFUSION.- Las condiciones ambientales de las se 

siones de perfusión, procedimientos de bombeo de líquido, tipo de medio 

de perfusión usado, condiciones de estimulación despolarizante, y mane­

jo de las fracciones colectadas, se refieren en las siguientes publica­

ciones: I) Puih-pull perfusion studies on the in vivo release of pro--­

teins, enzymes, and the neuroactive peptides-enkephalins from the rat 

brain. Pags. 73 y 74; II) Release of proteins, enzymes, and the neuro-­

active peptides, enkephalins, from the striatum of the freeiy moving 

rat. Pag. 404; III) Diurna! rhythm of the in vivo release of enkephalin 
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from the globus pallidus of the rat. Pag. 64. 

D. ENSAYO DE MUESTRAS BIOLOGICAS.- Los ensayos bioquímicos utilizados 

en la determinación de agentes neurotransmisores peptídicos y no 

peptídicos, material protéico y, actividades enzimáticas liberados al 

perfusado en los procedimientos de perfusión, se detallan en las si­

guientes publicaciones: I) Push-Pull perfusión studies on the vivo 

release of proteins, enzymes, and the neuroactive peptides-enkephalins 

from the rat brain. Pags. 74, 75 y 76; II) Release of proteins, 

enzymes, arid the neuroactive peptides, enkephalins, from ·the striatum 

of the freely moving rat. Pags. 404, 405 y 406; III) Diur~al rhythm of 

the in vivo release of enkephalin f~om the globus pallidus of the rat. 

Pags. 64 y 65. 



I V 

R E S U L T A D O S 



Esta sección se encuentra conformada por los hallazgos experimentales 

vertidos en tres publicaciones, que se insertan a continuación. En vis­

ta de esto, se dará una presentación y clasificación de los trabajos 

para su identificación y, posteriormente, se hará un breve resumen de 

los planteamientos experimentales al lector. 

I). Bay~n, A., Solano, S., Antón, B., Castafio, I., and Díaz-Pontones, 

D.··· (1985) . Push-Pul 1 perfus ion studies on the in vivo releas e o f 

proteins, enzymes, and the neuroacti ve peptide s - enkephal ins from 

the rat brain. In: In vivo perfusion and release of neuroactive 

substances (A. Bayón and R. Drucker-Colín, eds.) Academic Press 

Orlando, Fda. pp. 69-93. 

Este artículo constituye el primer reporte de los resultados que con­

forman esta tesis. 

II).Bayón, A., Antón, B., Leff, P., and Solano, S. (1986). Release of 

proteins, enzymes, and the neuroactive peptides, enkephalins, 

from the striatum of the freely moving rat. Ann. N.Y. Acad. Sci. 

473: 401-417. 

Este capítulo fué enviado por invitación a la Academia de Ciencias de 

~ueva York (y presentado en un simposio de la misma), e incluye resulta­

dos adicionales sobre la liberación "espont&nea" y "estimulada" de 

proteínas neurales. 

II I) . B a y 6 n , A . , and A n t ó n , B . ( 1 9 8 6 ) . D i urna 1 R h y t h m o f t he i n v i v o -

release of enkephalin from the globus pallidus of the rat. 

Regulatory Peptides, 15: 63-70. 

Este artículo es la primera publicación formal y completa de l~s estu­

dios (arriba reportados) sobre los ritmos de liberación in vivo de 

encefalinas y de GABA en el globus pallidus de la rata. 
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La técnica de perfusión intracerebral que utiliza cánulas concéntricas 

de infusión-extracción acopladas (Push-Pull) es la única que permite 

obtener información directa sobre la liberación in vivo de agentes 

neuroactivos en animales en libertad de movimiento. El traumatismo que 

produce la circulación del líquido en los sitios de perfusión, puede 

originar la obstrucción en el flujo del líquido y consecuentemente dafio 

tisular que alteran y enmascaran las observaciones experimentales. Con 

el objeto de minimizar estos inconvenientes y limitaciones, se diseña­

ron y pusieron a prueba modificacion~s a la geometría de las cánulas 

y sistemas de infusión-extracción, comparando su eficiencia y efecto 

sobre la viabilidad de la preparación. Las cánulas conéentricas de uso 

común, tienen la tubería interior (infusión) protruyendo del cuerpo de 

la exterior (extracción), favoreciendo el daño mecánico al tejido por 

la acción directa del flujo del líquido; la modificación que se ha 

introducido evita esta protrusión, manteniendo la tubería interna den­

tro del cuerpo de la externa, permitiendo el contacto del líquido con 

el tejido solo a través de ranuras laterales presentes en el extremo 

terminal de la tubería externa. Adicionalmente se ha modificado también 

el sistema de extracción (normalmente aislado de la presión atmosféri­

ca) permitier.do la entrada de aire en el mismo, con el fin de evitar -

el desarrollo de presiones negativas en el sitio perfundido y con esto, 

el desarrollo de lesiones importantes ( Nieoullon y Col. 1977} 

Ya que los procedimientos de perfusión se encuentran dentro de los 

métodos que ~fectan al sujeto bajo estudio, existe la necesidad de in­

vestigar el efecto que los mismos tienen sobre la funcionalidad y 

viabilidad del tejido bajo estudio. Por lo común, este requisíto (cono­

cer el grado de lesión que producen), ha sido satisfecho mediante el 

uso de técnic~s de control electrofisiológic~s e histológ~c~s. Dentro 

de este contexto ae ha documentado que la liberación de marcadores 

bioquímicos tisulares hacia los perfusados ofrecen informac~ón en el 

registro del daño tisular que se suscita durante el curso de una perfu-

sión (Yaksh y Yamamura, 1974; Honchar y Col. 1979). 

88 



La medición de estos parámetros bioquímicos ha sido también de utili­

dad en la exploración de la funcionalidad y viabilidad del tejido 

durante el curso de la perfusión pl examinar la capacidad de éste para 

liberar sustancias neurotransmisoras. 

En esta forma, se ha explorado la utilidad de diversas actividades 

enzimáticas, material protéico total y transmisores representativos 

peptídicos (encefalina) y no peptídicos (GABA) como indicadores bioquí­

micos de dafio y responsividad tisular durante la perfusi6n in vivo de 

regiones estriatales. 

Para comparar el funcionamiento de los dos disefios de cánula, hemos 

usado como indicadores "físicos" de lesión el sangrado y la recupera­

ción disminuida de líquido de perfusión. Con el mismo propósito hemos 

empleado marcadores "bioquímicos" de lesión, de eficiencia en la difu­

sión tejido-medio y de viabilidad del tejido durante la perfusión. En 

este contexto, evaluamos también los beneficios que da el uso del sis­

tema de extracción de líquido abierto a la presión atmosférica sobre el 

sistema aislado tradicional. 

Finalmente, el sistema optimizado nos ha permitido estudiar la libera­

ción evocada por distintos procedimientos despol~rizantes de sustancias 

protéicas de origen neural aún no caracterizadas, las cuales se han 

podido medir con los reactivos usados tradicionalmente en la determina­

ción de proteínas. 

Asimismo, hemos podido estudiar la regulación de la liberación de agen­

tes neurotransmisores como GABA y encefalinas en áreas específicas del 

sistema nervioso cent~3l donde se ha postul~do su interac~ión funcion~l 

y hemos correlacionado estos hallazgos neuroquímicos con eventos fisio­

lógicos-ritmos diurnos Je actividad-en el animal vivo. 
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l. INTRODUCTION 

The f undilmentill role 1h.1t in vitro neurochemical techniques have pl.:iyed 
in understanding the chemical couing of brain function has made us aware 
of sorne of their limitations. Thus, surgically isolated brain rcgions and 
mechanically írJctionatcd cellular and subcellular stru~turcs ÍJcilitate the 
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control of the experimental conditions in which thcy are studied, but as a 
consequencc of this isolation, their normal connections with the brain. the 
whole organism, and the environment are lost. Therefore, lo study the :phys­
iological-regulation of neurochemical events and their integration into neu­
ral íunction, an in vivo approach is needed. The most obvious one is to 
create a super( usion system analogous to those u sed in vitro, but instead of 
the tissue sample being placed inside a bath, the bath is implantcd in the 
brain tissue of a live animal. Cups, needles, concentric cannulae, and di­
alysis bags and fibers all introduce a stream of artificial physiological fluid in 
the brain, allowing the administration and sampling of chemicals into and 
from defined neural structures. · 

Because of this common working principie sorne oí the basit technical 
problems and limitations of the in vivo periusion methods were previously 
revealed by methods in vitro . These difficulties, which must be controiled 
befare any scientific questions can be asked, are lesion of the tissue pro. 
duced by the perf using device, by hydrodynamic accidents, or by the con­
stant circulation oí fluid through the tissue; the decrease of neural respon­
siveness oí the tissue to stimulation and to pharmacological manipulalions 
along perfusions; and the efficiency oí the diffusional exchange between the 
tissue and the perfusion medium. The initial part oí this chapter deals with 
the use oí biochemical markers (proteins, peptides, and nonpeptide trans­
mitters) to assess tissue damage and viability. In this context we describe an 
improved design oí the tip oí the concentric push-pull cannula, the ·probe 
most widely used for in vivo perfusion. Compared to the classical Gaddum 
cannula, this design (slot-tip cannula) produces less tissue damage diuring 
perfusion, keeps tissue responsiveness stable fer severa! hours, and allows a 
tissue-medium exchange similar to that observed with the traditional 
model. In contrast wi~h dialytrodes, which also reduce tissue damage during 
perfusion, slot cannulae allow the diffusion into the perfusates oí both small 
chemicals and macromolecules (proteins and enzymes) released from brain 
tissue. · 

The body oí this chapter deals with the in vivo release of proteins and 
peptides from the brain. In addition to classical transmission, other possible 
roles of these neurochemicals in brain function are a subject of increasing 
interest in neurobiology. Current cvidence indicates that their availability at 
the release sites has a clase dependence on the entire structure oí the neu­
ron, differing from nonpeptide messengcrs whose metabolism is mostlycen­
tercd on the synaptic apparatus. Thercfore, il seems to be particularly impor­
tan! to study pcptide and protein rele.:ise in integral pathways ,:md circuits. 
Thus, wc prcscnt data on the in viva relc,1se oí protein material and severa! 
enzymc activities from the brain; we also show evidence of the in vivo 
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release of the neuropeptides enkephalins, presentinr, results on the physio­
logical regulation of this release in freely moving animals. 

11. METHODS 

A. Cannula 

The basic design of the push-pull cannula used in these experiments (Fig. 
1) is that of Gc1ddum (20), as adapted by Myers (-17). Early work with this 
cannula in our laboratory gave a relatively high incidence of ilow obstruc­
tions during períusion (see Section 111), which were found to be due to the 
presence of tissue fragments ar clogs obliterating the tip or the shaft of the 

t++------ GUIOE cp.NÑULA 

------PULLCANNULA 

~----PERFUSEO AREA 

Fig. 1. Go1ddum-Myl•rs push-pull c,mnula. Thc inlet (wh1tcl Jnd outlct (dottedl tubing 
systems ,líe conccnlric Jlon¡; rhe sh.1i1 of thc cJnnulJ but scp.1r,1l1? JÍler cnrcring thl! uppcr 
chambcr, whrt.h is conslructt·d ol lwo slJmk·~s-,rcel sc:rcwt.'ti µit•ccs (d.Jshedl and J rubber 
scplum (while). The guitlc cJnnulJ ust.-d in our lo1borJ1orv 111c;orpor.11cs J cl.Jmping device 
(blo1ckl to íix the push-pull cJnnula. Note thal the push CilnítlJ protrudcs from the lip of the 
pull Cilnnul.1. 
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pull part oí the cannula. These obstructing materials are produccd mainly by 
negative pressures devclopcd at thc pcrfused region and by thc tissue-erod· 
ing effcct of the stream of superfusing medium. Thc former effcct is mostly 
dependent on the pressure balance of thc pumping systems and can be 
successfully dcalt with using a pull line open to atmosphcric pressure (43). 
The erosion depends mainly on the gcometry of the cannula tip and has 
been minimized by keeping the end of the inner push cannula within the 
outer pull tubing (JO • .J.J, 45). Although this type of dcsign shields the tissue 
from the direct mechanical eifects of the outilowing stream, it reduces the 
diffusion interface at the cannula tip to the size oí the cross-sectional area of 
the outer cannula, making it necessary to use wider probes that are unsuit· 
ablc for small laboratory animals. 

We have designed a new cannula tip (Fi3. 2) which, besides providing the 
shielding effect previously noted, allows far a larger interface between. the 
tissue and the perfusing medium, even using small-gauge cannulae. The 
push-pull cannula is constructed from 21-ga (thin wall) and 29-ga stainless· 
steel tubing (Small Parts lnc., Miami, Florida). Befare assembling the outér 
and inner tubing to form a concentric Gaddum-Myers system, · the 21-ga 
pull tubing is obstructed at the tip with soldering material and tWo slots are 
drilled under microscopic control on the sides of the shaft, just above the 
tip. The number and length of the slots can be varied depending on the size 
of the region to be perfused. Unilateral perfusion of restricted areas of the · 
wall of the third ventricle (i.e., the periventricular vascular organ of the 
chick) has been possible using a single-slotted cannula. This probe has also 
been successfully used to periuse large (caudate putamen) and small (sub­
stantia nigra) regions oí the rat brain. In the sections that íollow we present 
results obtained perfusing the area of the globus P.allidus, where most of our 
tests of the performance of this cannula have been carried o~t. 

B. Surgical Procedures 

Albino rats-local Wistar strain-weighing 150-200 g were anesthetized 
with sodium pentobarbital. Surgery, undcr aseptic conditions, is limited to 
the stercotaxic implantation of a stainless-steel 18-ga cannula which is 
chronically fixed with acrylic cement to the skull, serving as a guide for the 
acute insertion oí the push-pull cannula (see Fig. 1 ). The lower end oí the 
guide cJnnula is placed several millimeters Jbove the brain region that will 
be re,,ched by the tip oi the push-pull cilnnula Jt the time of perfusion; this 
strate¡:;r ilvoi<..ls the gliosis which is found in thc pcríuscd arca when the 
períusing probe itself is chronicillly implanted inro thc brain (2./). The upper 
end oí thc guide cannula (Fig. 1) was modified by adcling a clamping device 
to impcde rotationc1I or axi.11 movements of thé push-pull cannula aftcr it is 
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Fig. 2. Orthogonal projection of slot-tip modification of the push-pull cannula shown in 
Fig. 1. The desi¡;n is drawn ro scale. showing the double-sloned cannula used in this work. Sce 
text íor construction details. 11511, thin-walled 21-ga tubing; (t'/l), 29-ga tubing. 

inserted; a tight fit between the outcr pull cannula and the guide avoids 
other movements oí 1he probe. After implantation, the lumen of the guide is 
temporarily blocked with a light-fitting rod until the day of perfusion-1 
weck after surgery. During 1his lime the implan! is protcctcd by a plastic cap 
covcring the guide. Thc coordinates used for the globus p.illidus and other 
brain regions were taken from the atlas of Konig and Klippel (34). 

C. Pcrf usion Proccdurcs 

lmplantcd animals wcrc placed in transparent plastic cages-thcir usual 
housing-in J quict, isolJtcd room 2 hr befare thc bcginning of the scssion 
and remaincd in a frccly moving situation throughout the perf usion. The 

' 
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animals were subjccted to a single perfusion session. The protective man­
drel was removed from the guide and thc perf using cannula slowly inscrted 
and clamped in place. During early work in our laboratory the push and the 
pull ends of the cannulae were connectcd through polyethylenc tubing to 
infusion and withdrawal syringes positioned in a Harvard reciprocating 
pump (5, 7). Currently, a continuous superfusion system has been adopted, 
using small-bore, thick-wall sylastic tubing and polystaltic cassette pumps 
(Manostat). This latter system is easier to handle than syringe pumping and 
also helps to preven! extreme prcssure changes in the perfused area, such as 
those observed when changing syringes. . 

The standard perfusion medium is a Krcbs-Ringer bicarbonate buffer: 
127 mM NaCI, 3.73 mM KCI, 1.8 mM CaCl2, 1.18 mM KH;{P04, 1.18 mM 
Mg504 , 20 mM NaHC03, o-glucose 2 g/liter. Bovine serum albumin (BSA) 
(0.1 %), and bacitracin (30 µg/ml) were included in the medium as protec­
tive agents for enkephalin release studies ( 1). Chemical stimulation of the 
perfused tissue was produced by substituting K + for Na+ ions in the stan­
dard medium to reach a 50 mM K + concentration. ·From the onset of the 
sessions the flow rate was held constant (25 µ.l/min) and effluent fractions 
collected every 15 min. During the experiments, iafused and collected fluid 
volumes were routinely measured, and there was constant monitoring · for 
the presence of blood in the effluent. Abnormal animal behavior (motor 
disturbances, persistent drowsiness, hyperactivity, excessive grooming, sali­
vation, etc.) was also recorded. At the end of the perfusion, the position of 
the tip of the cannula was verified by inspection of frontal sections of the 
brain under a dissection microscope. 

During study of enkephalin release into the effluent medium, fractions 
were collected in plastic tubes containing 0.5 mi of 2.0 N ice~cold acetic 
acid in order to stop enzymatic degradation; tliese fractions were then 
boiled for 15 min, lyophilized, and resuspended in phosphate saline buffer 

. for the enkephalin radioimmunoassay (RIA). When release of protein, en~ 
zyme activities, or radioactive tracers were studied, the perfusate fractions 
were aliquoted, frozen, and promptly assayed. 

D. Assay of Biological Samples 

Protein rclease was determined by the method of lowry et al. (38), using 
BSA as the standard; the reaction volume was reduccd and the sample . 
volume incrcased in arder to irnprove the sensitivity of the assay. LJctic Jcid 
dchydrogen.ise (LDH) activity w,1s detcrrnincd using pyruvate as substrate 
(10). Also, in order to incre.1se the sensitivity oí the Jssay, incubation vol­
ume was reduced, sJmple volurne increased, .-ind reaction time extended to 
24 hr. Whcn JSSJying perfusate samples with low LDH activilies the initial 
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velacitics were linear far at least 12 hr and plots oí enzyme conccntration vs 
reactian velocity gave straight lincs. Similar assay modifications also pro­
duccd highcr sensitivitics when measuring acetylcholincsterase (AChe) 
lusing acetylthiocholinc iocJide as substrate ( 17)1 and protease activities 
IHide powder ·azure as substrate (49)1. Units of enzyme activity are ex­
pressed in nanamoles af substrate/hr. Only protease activity is expressed in 
absorbance units/24 hr. 

In arder to study the release oí exogenous GABA. tritiated -y-aminobutyric 
a~id (13HIGABA, specific activity 34 Ci/mmol, Amersham) was added to the 
standard perfusion mcdium at the beginning of the periusian (4-20 x 1 oc. 
cpm in 750 µI, perfused in 30 min). The (3HJGABA and metabolites .not 
retained ar taken up by the tissue were washed out during the 1-2 hr that 
followEd. During this process and throughout the rest of the perf usion, 10-µI 
aliquots from each collected fraction were counted in tritosol ( 19) to deter­
mine the resting and the evoked release of [3HJGAl3A. The fraction of the 
tritiated material in the perfusates which was contributed by (3HJGABA was 
determined by analysis of the samples in ion-exchange chromatography, 
followed by TLC (51). In spite of the fact that no inhibitor oí GABA metabo­
lism was added to the perfusing media 60% of the tracer released during the 
third hour oí perfusion was GABA. This proportion was reduced to 30% 
after the sixth hour. When release was evoked by depolarization, ·the frac­
tion oí counts coeluting with GABA was more than 50% higher than that. 
found in perfusates obtained during resting conditions. Since these ratios 
remained constant in the different experimental conditions presented in this 
work, rclease data werc calculated from uncorrected total counts per minute 
in the perf usa te fractions. 

The release of endogenous immunoreactive enkephalin was determined 
by RIA. In addition to the leu-enkephalin RIA that ·we have previously 
reported (5, 7, 50), two new assays have been developed. Glutaraldehyde 
conjugates of BSA-Met-cnkephalin and BSA-leu-enkephalin were purified 
by gel filtration and emulsiiied in complete Freund's adjuvant. Antisera were 
raised in rabbits during a 3-month immunization schedule. Either 1251- or 
3H-labcled cnkephalins wcre used as tracers and the free and bound cn­
kephalins wcre separatcd with activated charcoal-dextran suspcnsions. 
When ,1 íinal antiserum dilut1on of 1: 1500 was used, the lowest detectable 
amounts oí unl,1beled cnkephalins were 10-50 pg using JH-labelcd tracers, 
and 2-5 pg using 1251-l,1beled lracers. lcu-enkephalin cross-reacts 8% in 
the Mct-cnkephc.1lin ,1ssay .1nd Met-cnkephc.1lin cross-rcJcts 0.3% in the leu­
enkcphalin Jssay; cnkeph.,lin ír,1gr11ents Jnc.J endorphins cross-react less 
than 0.1 % in the M<.·t·cnkcphalin assJy and lcss than 0.00 l '!ó in thc Leu­
enkephalin assay_ 130th thc Mct- ancl the leu·enkcphalin JSsJys have bcen 
validatcd with tissuc samples. In arder to facililJIL" thc compJrison oí the 
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results prescnted here with previous reports from our laboratory, we show 
only the data obtained with Lcu-cnkephalin RIAs; nevertheless, similar re­
sults werc obtained using a Met-enkephalin assay. Since thc ~eu-enkephalín 
RIAs also rcad Met-enkephalin, an "enkcphalin unit" has been dcfincd: it is 
the enkephalin immunorcactive material that· produces a displaccment oí 
traccr in the assay equal to that observed with 1 picogram of syrithetic Leu­
enkephalin (50). Ali períusate samples wcre assayed at two dilutions and in 
duplicate. 

111. FINDINGS 

A. Oplimization of Experimental Proccdures 

1. RELE"ASE OF PROTEIN, LACTATE DEHYDROGENASE, PROTEASES, 
ACETYLCHOLINESTERASE, (JHIGABA, AND ENKEPHALINS AS 
BIOCHEMICAL MARKERS OF TISSUE VIABILITY DURING IN VIVO 
PUSH-PULL PERFUSION OF THE STRIATUM 

In vivo push-pull perfusion techniques fall into the kinds of methods that 
conspicuously affect the subject under study. The need to assess·the effect of 
perfusion on tissue viability has been fulfilled by using histological or elec­
lrophysiological controls of damage and functionality. However, it is often 
overlooked .that biochemical markers released in the perfusate can give 
information on the tissue damage occurring during a perfusion session (28, 
57). Biochemical measurements also help to assess the functionality of the 
tissue during the course of a perfusion session, testing its capability far 
releasing exogenous and endogenous neurotransmitters. Thus, we have ex­
plored the suitability of severa! enzyme activities, tota1 protein material, and 
representative peptide (enkephalin) and nonpeptide (GABA) transmitters as 
biochemical indicators of tissue damage and tissue responsiveness during in 
vivo pcrfusion of striatal regions. Gaddum and slot cannulae were indis­
tinctly uscd in this part of the work. 

We initially studied the rclease of two possible lesion markers during in 
vivo perfusion. Protein relcasc into perfusatcs has been used earlier as a 
lesion markcr (57). Howevcr, protein is alwavs prcsent and easily mcasured 
in pcrfusatcs because its normal leve! in thc cxtracclluiar fluid of thc nervous 
tissue is high (26). For this reJson, only m,1rkcd surges of protein content in 
perfusJtcs h,wc bcen usccJ as indicJtors of ti~suc dJmJgc. LOH is J soluble 
cytoµ!asmic cnLyme, alsu norm.1lly found in p!,1sm,1, which is the mo~t 
widely uscd markcr of tissuc d.1m,1ge both in biochcmi~try and in clinic,11 
medicine. lls leve! in pcrf usa tes is cxpected to incrcase as a conscqucnce of 
ccll lysis (by tissue erosion or by accidental mcchanical d.1mage) ar aftcr 
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exlravasation o( serum (by edema or by rupture o( capillc1ries). Figure 3 
shows the rclease of LDH activity and total protein into perfusate fractions 
obtained during perfusion of the globus pc11liuus of the rat. Acule inscrtion of 
the cannula, disrupting thc tissue, rcleases a high amount of LDH and 
protcin into the pcrfusates. Mechanical damage by withdrawal and rcinser­
tion of the cannula-intentionally produced just befare terminc1ting the per­
fusion session-induces an outilow of both putative lesion markers. Acci­
dental lesions occurring during individual perfusions are also reflectcd in the 
relcase o( these markcrs: bleeding episodcs or flow obstructions leading to 
serious volume deficits (highcr than 5 % per collected fraction) invariably 
produce significant surges of LDH and protein in the perfusates. Four out of 
the ten animals perfused to compase Fig. 3 had severe flow obstructio'l'ls 
during the second hour of perfusion (see iractioni; 5-8). These results indi-
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Fig. J. Relcasc of LDH activily and total protcin during push-pull pcríusion oí thc globus 
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cate that tissue d.image is marked by surges oí protein and LDH. Moreover, 
about 10% of the surges of LDH and protein detectcd in individu.il perfu­
sions occur in the absence of any obvious perfusion problems, suggesting 
that these biochemical markers are more sensitive in detecting tissue 
damage than physical observations-bleeding or volume deficits in períus­
ates. 

However, increases in these markers produced by c.iuses other than tissue 
lesions were not discarded a priori ( 16). Results in Fig. 3 already indicate 
that protein release, but not LDH release, is increased by chemical stimula­
tion of the globus pallidus. Therefore, we compared the relase oí proteins, 
LDH activity, and also of the putative lesion markers AChe and proteases, 
under conditions of chemical depolarization (SO mM K +) and mechanical · 
lesion. Proteolytic activity, mainly associated with lysosomes, and AChe 
activity, mostly membrane bound (but sorne soluble intracellularly and also 
present in blood), would also be expected to increase in perfusates after 
severe tissue disruption (37). Table I shows that high K + concentrations 
stimulate the release oí protein both in the globus pallidus and ir'I the cau­
date putamen of the rat" and, only in the caudate, ·1he release of AChe 
activity. Depolarization-.induced release oí LDH or protease activities was 
not observed. In contrast, mechanical damage elicited an incre~sed release 

TABLE 1 

Releasc of Enzyme Activilics and Total Prolein from Slrialal Regions Evoked by Chemical 
Dcpolarizalion or by Mcchilnical Damage" 

Globus pallidus Caudale pulamen 

Depolarizalion- Mechanically Depolarization- Mechanically 
induced release induced release induced release induced release 
(% oí control} (% oí control} (% of control) (% of control) 

LDH 105 ± 23 2010 ± 616 114 ± 16 1870 ± 720 
Proteases 125 ± 25 216 ± 65 108 ± 19 156 ± 18 
AChe 134 ± 14 284 ± 113 240 ± 60 660 :t 400 
Prolein 250 ± 62 1700 ± 580 275 ± 24 2500 ± 600 

ª Relcase was induced by dcpol,1riz,11ion wilh 50 mM K ~ in lhe pcríusing mroium or mcch• 
anically by withdrawal and reinscrt1on oí lhc pu~h-pull c.innula. D.11a are exprcssed as % ± 
varialion coeíficienl (N = 41 oí the rcsung release valucs pcr millilircr oí pcríusate. In lh<? 
globus palliclus 1hcsc conuol vJlues wcre: LDH, 6.5 :: 2.7 units; proll'JSl'S, 12 :: 1 unics; 
A(he, 2.6 :: 0.4 unirs. and pro1c1n. JO : 4 µg. In che caucJ.11e put,1men rcscing values were: 
LDH, 16.0 ± 4.2 units; pro1e,1ses, 12.5 :!: 2.0 units; AChe, 5.0 :!: 0.9 units, and protl.'in, 
60 :!: 20 J.LB• 
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of all four markers in the cc1udc1te and in the pallidum. lt is worth noting that 
the mechanically induccd release was "cllways higher than that evoked by 
depolarization. 

The results presented here indicate that LDH activity and, less conspic­
uously, protease activity can be used as reliable markers of tissue damage 
during push-pull perfusion. This is not so far protein and AChe activity. 
Greenfield et al. (22, 23) had already shown that protein and AChe activity 
are relcascd after chemical depolarization from the subtantia nigra and the 
caudate nucleus in the anesthetized cat. Our results confirm and extend 
these observations to the caudate-pallidal region in the freely moving rat. 
Although the origin of these proteins released from the brain by chemical 
stimulation is not yet clear, preliminary experiments (Oksenberg et al., in 
preparation) indicate that at least sorne of them can be synthesized from 
labeled precursors injected in the striatum. Thus, these substances, first 
proposed as lesion markers, have become the subjects of neurobiological 
inquiries regarding their possible roles in neúrochemical signaling. 

The ability to detect tissue damage occurring during in vivo perfusions is 
not enough far validating the use of a particular perfusion system; tests of the 
functionality of the preparation during perfusion are required to assess the 
value of these techniques. The ability ofthe tissue to release chemical 
transmitters can be used far this purpose. Figure 4 shows the resting and the 
stimulated in vivo release of 13HJGABA and endogenous enkephalins, the 
two transmitters known to be most abundant in the globus pallidus of the rat 
(2 J, 58). As described in Section 11, after a washout period the release of 
tritiated GABA was evoked by high K + concentrations in the perfusing 
medium, repeated stimulations releasing lower amounts o( tracer (Fig. 4, 
upper panel). This decrease can be related to the metabolism of 13H)GABA 
an<;f its exhaustion in the tissue pools (see Section 11) and does not reflect 
progressive tissue damage. This conclusion is supporied by the observation 
that a stable evoked release of endogenous enkephalin is observed after 
repeated stimulation (Fig. 4, lower panel} during perfusion sessions similar 
to those shown for GABA. This stability of the enkephalin-releasing systems 
during an in vivo perfusion session is particularly significant considering that 
earlier studies showed that enkephalin tissue stores in the pallidum are 
particularly labile to tissue damage. Thus, slicing of pallidal tissue decreases 
its enkephalin content by 30% (5). Also, enkephalin release in vivo is mark­
edly reduced by the gliosis produced in animals that have been previously 
perfuscd in this region (5, 7). In our expcriments the relcase oí cnkephalin 
and GAl3A in response to chemicJI stimulation wJs alwJys blockcd aftcr 
severe mcchJnical d.1mage to thc tissue; pclrliJI recovery was seldom ob­
served. Thus, changes in the release oí endogenous enkephalin from the 
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fig. 4. Resting and stimulated release of [lHIGABA and endosenous enkephalin during in 
vivo push-pull P<?rfusion of the globus pallidus oí the rat. Uppcr panel: After inscrtion of thC? 
cannula, perfusions were st.irtcd using the standard perfusing medium. For studying the rclease 
oí exogcnous GABA, PHIGABA was added lo the períusin¡; medium and circulated through 
the tissue wilhin the first 30 min oí lhe expcriment. The profile oi ( 1HIGA8A releascd in lhe 
perfus,lle fractions is expresscd as the pcrcentage oí thc ( lHIGABA uptake. The initial exponen­
tial washout ph.ise is íollowed by a steady rcsling-rele,,se proccss (horizontal d.,shcd linc; see 
Kondo and lwatsuro (JJI for the calculation oí this b.iselinc(. ( 11 IIGABA rclcase (sh.1d1..'d arcas) 
w.1s stimulatl-d dqx,larizing thc tissue with pcrfu)in¡; m1.•dium containing 50 mM K +. Lo,Y(!f' 
panel: For sludying thc rl'lease oí cndogcnou) cnkl•phalin the frat11ons wcre processcd, as 
dcscralx•d in S1.•t11on 11, for a Lcu-1.•nkC'ph.ilin RIA, rhe fl'Suhs IJcini,; expresscd in enkcph.ilin 
units hcc Seclion lll. Sincc the rcstin~ rcle.1se oí cncfot,:enou) l'nl..t•phalin varics durin¡; ¡:Jt:riu­
sion, in ordcr to determine the enl..1.•phalin r<'lease )llmulall-d by SO mM K • (sh.1dl'<I arcas), 
prcs1im11l.11ion valucs wl're dcfinl'<J ,is the averai;e cnk1.•ph.1lin tonrcnl of lhe two collections 
prC'C('(lini; the ~1imul,111on (d.1)h1.-d linesl. V,1lu1.•s in this fi¡;urc are the .1vcr,1ge :!: SEM oí 
íractions collcctcd in 6 pcrfusion sessions pcrformcd fro~ 4:30 P.M. to 10:30 P.M. 
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globus pallidus appear to be a suitable indicator oí changes in the func• 
tionality and responsiveness of the region during pcrfusion. Exogenous 
GABA will be uscd as a secondary marker and as a control far the sampling 
efficiency of a probe. 

2. COMPARISON OF THE PERFORMANCE OF THE GADDUM ANO THE 
SLOT CANNULAE DURING IN VIVO PERFUSION 

In arder to evaluate the advantages or disadvantages oí the modification 
oí the tip of the push-pull cannula (described in Section 11) compared to the 
traditional design, we have first a·nalyzed the frequency of flow obstructions 
and vascular accidents observed during perfusions using these ·probes. Table 
11 shows that with use of the modified slot model the bleeding episodes are 
reduccd to those that occasionally, but almost unavoidably occur after the 
acule insertion of the cannulae; flow obstructions are also seen less fre­
quently when using th~ slot cannula. Surges of LDH and protein were 
always associated with insertions and flow obstructions. However, the pos­
sibility was considered that this improvement in the hydrodynamics of in 
vivo perfusion could be due to a short circuit of the circulating fluid inside 
the tip of the slot cannula (see Fig. 2). Since this would produce an undesir­
able reduction oí contact and difíusion between the tissue and the medium, 
we compared the efficiency of the slot and of the Gaddum cannula íor 
sampling a tissue marker during perfusion. The protein present in perfusates 
obtaincd under resting conditions mostly represents a sampling oí extra­
cellular fluid. Perf usions were no indication that tissue dama ge was pre­
sent-bleeding, volume deficits, or LDH surges-in these experiments. Fig• 
ure 5 shows that no significant difference exists in the basal levels of protein 
in perfusates obtained using either one of these probes. This observation 
shows that the possible flow shunt previously mentioned, if present, does 

TABLE 11 

Comp.1rison of the Performance oí lhe Caddum and the Slot Cannulae: 
Frequency of Accidents during Perfusion" 

Gaddúm 

Slot 

Bleeding episodes 

4 in 6 perfusions (2 on cannul,1 insertion, 2 
during pcrfusionl 

1 in 6 perfu~ions (on cannula inscrtionl 

Flow obstruclions 
requiring cannulil 

withdrawc1I 

5 in 6 perfusions 

1 in 6 perfusions 

• Resuhs írom ,1 series of 12 &-hr pcrfusion ~)sions c.1rricd oul lo compJre 1he G,1ddum and 
slot c,1nnulc1e. Ali bll'l..'<.ling l'PÍS0<lcs Jnd Sl'Vcrc (low obstruc:tions .1re accomp,1nicd by in• 
cre,1ses in prolein Jnd LDli contcnl in 1hc corrcsponding pcrfu!Íflle fr;ictions (sce tcxt). 
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Fig. S. Resting release oí protein and LOH during períusions using the Gaddum or the slOI 
cannula designs. The values shown were obtained in 6 períusion sessions <the vertical lines 
represent the SEM). (0), Resting content of protein in períusates (¡.i.g/ml); (~), resting activity of 
LOH in perfusates (units/ml). 

not affect the efficiency of the slot cannula. In addition, the efficiency of 
both probes to deliver salutes into the perfused tissue was shown to be 
similar, since GABA uptake was about 30% using either cannula (data not 
shown). 

Systems using the slot or the Gaddum cannulae were also compared in 
relation to the damage and to the viability of the tissue in the absence of 
perfusion accidents. LDH was used as the lesion marker. Figure 5 shows that 
the average basal LDH activities in perfusates obtained with the Gaddum 
cannula are not significantly different from those obtained using the slot 
des.ign. The functionality of the tissues during perfusion with either one of 
these two probes was compared using the release of neurotransmitters as the 
index; also, only pcrf usion sessions where no major accidental damage 
occurred were used for this purpose. Figure 6 shows that the stimulated 
rclease and also thc rcsting release of GABA and enkephalin were similar 
with the Gadc.Jum and the slot Cilnnulae after 5 hr of perfusion. Thus, in spite 
of thc markcd diffcrcnccs in the frcqucncy of accidental lesions observcd 
during perfusion with thcse two probes, the damage steadily produccd dur­
ing the pcrfusion, in thc aósence of accidcnts, was relatively srnall or limited 
to ccrtain tissue clcmcnts so thilt quantitative differences in the functional 
paramcters we measured cannot be detectcd: This is in contrast with the 

l 
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effects oí more extensive lesions produced by períusion accidents which, as 
indicated befare, impaircd release processes. In summary, thc slot cannula 
reduces the incidence of vascular accidents and flow occlusions occurring 
during a perfusion session, keeping the same tissue sampling efficiency of 
the traditional dcsign. Consequcntly, the number of successful perfusion 
sessions is considerably increased. These improvements allowed us to carry 
out long perfusion sessions needed far the studies of biological ·rhythms 
which we later present. 

B. Neurobiological Applicalions 

1. IN VIVO RELEASE OF EÑKEPHALIN FROM THE GLOBUS PALLIOUS; 
RELATIONSHIP TO GABA-RELEASING SYSTEMS 

The search for a model system to study the neurobiology of the en­
kephalins in the central nervous system (29) has led researchers to the · 
striatum, which has :one of the highest enkephalin concentrations in the 
brain (21, 58) and ,~valso one o( the few macroscopic regions of thc brain 
where t~e chemicaUy related endorphin systems are not present (2, 3, 9). 
Additionally, within the· striatum, enkephalin perikarya and fibers are segre­
gated: the globus pall"idus is rich in fibers and terminals and ali cell bodies 
are Íound in the dudo-putamen nucleus (4, 15). These advantages are 
exploited only in part when studying the release of enkephalin from the 
pallidum in vitro ( N; -the use of an in vivo preparation to study the charac-
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teristics of enkephalin release takes advantage o( the high density and ana­
tomical segregation of enkephalin-containing terminals in the pallidum., 
while the integrity of pallidal conncctions with othcr brain regions is pre­
servecf Previous studies have demonstrated that endogenous immunoreac­
tive enkephalin is released in vivo from the globus pallidus; this rele,1se is 
calcium dependen! and is enhanced during local or caudate nucleus stim-
ulation (5, 7, 13) (see also Fig. 4, lowcr panel). · 

In arder to understand the physiological mechanisms regulating the in 
vivo release of enkephalin in this model system, we have first studied the 
effects of putative transmitlers present in the pallidum on the release of 
enkephalins. Since the globus pallidus is one of the brain region's richest in. 
glutamate decarboxylase (21), we investigated the relationship betwcen the 
GABA-containing system and the release of enkephalin in this area. Experi­
ments were initially carried out in the globus pallidus of the cat because 
perfusion procedures are facilitated in larger species (6). Our present results · 
have extended these studies to the rat, where neurochemical data.are more 
abundant. 

figure 7 shows the eífects of GABA and of the GASA-receptor antagonist 
picrotoxin on the pallidal release of enkephalin. The addition of GAB~ 
(10-~M) to the perfusing medium did not produce a measurable <::hange in 
the resting enkephalin release (fig. 7a), although it significantly inhibitcd the 
release stimulated by veratrine (fig. 7b). In contrast, picrotoxin (5 x 
1 o- 4M) had marked effects, increasing about threefold the resting release of 
enkephalin, both in the presence and in the absence of exogenous GABA 
(Fig. 7b and a, respectively). This effect of picrotoxin alone suggests that an 
endogenous GABAergic input tonically inhibits the in vivo release of en­
kephalin from the pallidum. Although in the experiment shown GABA 
(10- 4M) could not inhibit the effect of picrotoxin (S x 10-4 M), the in­
crease in enkephalin release produced by lower concentrations of picrotox­
in was blocked by millimolar concentrations of exogenous GABA, indicat­
ing that the picrotoxin cffect is mediated by GABA receptors. In spite of the 
fact that these GABA receptor-mediatcd effects are initiated in the pallidum, 
the circuitry involved in regulating enkephalin release cannot be defined on 
this basis. However, since only enkephalin terminals, not cell bodies, are 
prcsent in the pallidum, and this region is profus~ly innervated with gluta­
mate dccarboxylasc-containing terminals (48), the simples! mechanism to 
explain this tonic inhibition is a presynaptic control oí enkephalin release by 
GABA. 

An inhibitory cifcct oí GABA on enkephalin release had been previousfy 
shown using striatal slices (25). In this in vilro prcparation, which includes 
thc palliclal region, GABA inhibits the K • -stimulc1tcd but not the resting 
release of cnk~phalin. Although this cifect was blocked by picrotoxin, the 
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Fig. 7, Effoct oí GASA and picroloxin on endogenous enkephalin release from lhe globus 
pallidus. Perfusions were conduclcd .1s describcd bcfore but veralrine (60 µ.g/ml) was used as 
the depolarizing agenl lo stimula1e 1he release oí enkephalin (black bars). Exogenous GABA 
110-4 M} addcd lo the perfusing media is indicated by lhe horizontal lincs. Picrotoxin (5 x 
10-4 M} was prcsent in the fractions represenled' by dashed bars. Resuhs in each panel arelfte 
average :t: SEM o( 4 perfusions. · 

latter had no effect by itself. This finding would be in accordance with aur 
proposition if the lonic GABA inhibition on enkephalin release would notbe 
present in vitro. In this respect it is worth noting that the leakage of en­
kephalin obscrvcd in si ices of globus pallidus is not observed in vivo ( 7, 5, 
7). In vivo pcríusion studies on the rcgulation of cnkcphalin release in lhe 
striatal regions oí the anesthctized cat ( 11) have also shown an inhibition by 
Gt\BA oí p.1llit.lJI releasc oí enkcphalin. Howevcr, in these experiments 
biphasic cffccts were observcd wilh GABA, muscimol, diazepam, and the 
antagonist picrotoxin: thcir initial eífect was inhibitory but a rcbound rclease 
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of enkephalin was· observed after they were removed from the pcrfusion 
medium. We were not able to observe these biphasic drug effects in the 
frecly moving rat; however, it is possible that the highcr conccntrations of 
GABA and picrotoxin we used-similar to thosc employed for the in vit10 
. studies-revealed only in part the complexity of the eff ects o( thcse drugs. 

2. OIURNAL RHYTHM OF ENKEPHALIN IN VIVO RELEASE FROM THE 
GLOBUS PALLIDUS 

Circadian rhythms and other periodic changes of the systems that produce 
or recognize endogenous opiates have already been documented ( 12, 18, 
35, 36, 42, 46, 54, 56). Sorne of the early failures to observe circadian 
changes in opiate peptides were due to very restricted sampling schedules 
(14, 55). Since many of these opiate rhythms have already been linked to 
physiological, endocrinological, or behavioral changes, the search foros-· 
cillations of opiate-mediated communication in well-defined neural systems 
promises to shed sorne light on their functional roles. 

In the course of our investigations on the regulation of the in vivo release 
of enkephalin from the globus pallidus of the rat it was observed that this 
release was consistently higher in the late afternoon and evening than in the 
morning hours. The analysis of resting enkephalin release levels at selected 
time intervals during moming and evening perfusion sessions showed a 
clear diumal oscillation, the lowest levels being observed after noontime 
and increasing thereafter through the late evening hours (Fig. 8). Given the 
link previously established between the GABA and the enkephalin systems 
in the pallidum, we decided to study and compare possible diurnal varia­
tions in the in vivo release of these mess.engers in this region (8). ·The 
experimental protocols far in vivo perf usion were as those used in Fig. 4. Six 
perfusion sessions were carried out from 8:00 A.M. to 2:30 P.M. (daytime 
perfusions) and six from 4:00 P.M. TO 10:30 P.M. (evening perfusions). 
Resting enkephalin release increased 100% between 2:00 P.M. and 10:00 
P.M., while (JH)GABA resting releas~ decreased by 60% (Fig. 9). This 
change in GABA rcsting release was not due to diurnal differences in uptake 
(Fig. 9). The release oí PHJGABA and enkephalin was also studicd under 
depolarizing conditions (Fig. 1 O). The diurnal differences, already observed 
during resting rclease, were more marked afterstimulation: between day-_ 
time and evening perfusions the K + -stimulatcd enkephalin rclcase in­
creascd 6-fold while the K + -stimulJtcd _1-'H)G,\BA release decrcased more 
than 10-fold. 

Other possible causes for these changes in transmitter releasc were con­
sidered eJrly in this work and prccautions were taken to follow the same 
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Fig. 8. In vivo resting enkephalin release from the rat globus pallidus during the course of 
daytime and evening perfusion sessions. Six perfusion sessions were carried out from 8:00 A.M. 

to 2:30 P.M. (daytimel and 6 from 4:00 P.M. to 10:30 P.M. (evening). In each perfusion the 
average resting release o( enkephalin was determined at times close to the beginning. lhe • 
middle, arid the end of the session. Each value is the mean(: SEM) of the enkephalin contents 
in perfusate fractions coJlected during 1 hr. The resting enkephalin release values observed at 
the end of the daytime perfusions and at the end of the evening perfusions were significandy 
different fp < .05). 

experimental procedures during morning and evening sessions. Since Ces­
selin et al. ( 13) reported that the enkephalin content and release in the 
globus pallidus of the cat was higher in the anterior portian than in the 
caudal part ·of this structure, the possibility that differences in the implanta­
tion siles of rats perfused in the morning or in the evening could simulate a 
rhythm was analyzed. Our rcsults indicated that there was no correlation 
bctween enkephalin or PHJGABA release and the localization of the can­
nula tracks or the perfusion sites within the pallidum. The steady decrease in 
PHJGABA release observed during the course of a perfusion session (see 
Section · 111, A) was also considered when analyzing the perfusion data. 
Therefore, lhe comparison of resting and stimulJted GABA release between 
morning and cvening perfusions was made using perfusate fractions ob­
tained with the same delay after the infusion of 13HIGABA. Also, it was 
íound that the uptake oí PHIGABA (Fig. 9) and thc fraction oí radioactive 
tracer in the pcrfusates contributed by ( 3HIGABA (see Section 11) were not 
different in thc morning and evening sessions, and therefore do not account 
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fig. 9, Resting releilse oí endogenous enkephalin and (lHJGABA between daytirne and 
evening hours. Th~ flHI GASA upt.1ke was similar between these hours (left panel). GASA 
release decreased signiíicanlly (p < .OS) bc!tween 2:00 P.M. and 10:00 P.M. (cen1er panel). The 
enkephalin release be1wcen these times showed an opposite, s1a1istically signiíicant difference 
(right panel, p < .OS). Kesting GABA and enkephalin release are defined as indicated in f'11,· 4. 
Values are the average :!: SEM of 6 experimencs. 

. . 
for the rhythm observed. Nevertheless, it must be noted that since the GASA· 
we measured is exogenous, the anatomical structures and the mechanisms 
involved in its release may differ from those participating in the release of 
endogenous GABA {32, 33, 53). 

The diurna! rhythm observed in the release of enkephalin from the nerve 
terminals in the pallidum is not due to changes in the pallidal or caudate 
enkephalin content. Wesche and Frederickson (56) reported that in heat• 
stressed mice, but not in normal controls, the enkephalin levels, specifically 
in the globus pallidus, increased fróm 7:30 A.M. to 3:30 P.M. In our experi· 
ments the levels of enkephalin in the globus pallidus and in the caudate {S ± 
1 x 101 onits and 2 ± 0.2 x 101 units, respectively) were not significantly 
different al 8 A.M., 2 P.M. or 10 P.M., the lowest and highest points observed 
in the rhythm. 

The diurna! rhythms in the release of enkephalin and GASA follow op­
posite patterns, susgesting the possibility of reciproca! controlling mecha· 
nisms. We have alrcady presented evidence for the existence of an inhibito­
ry GABAergic mechanism upon the release of enkephalin from the palli­
dum. No evidencc is available oi an inilucnce of opiates on the GABA 
systems in this region. However, the complexity of the multiple opiate­
GABA interactions in the striatum is already bcing documentcd. Moroni et 
al. (39, 40) have shown that an increased turnover of GABA is obscrved in 
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the pallidum aíter the administration oí opiates in the caudate. This eífect 
appears to be due to an opiate-mcdiatcd inhibition oí striiltill GABAergic 
neurons, which in turn .ictivate GADA neurons in the caudo-pallid.11 pillh· 
way. Clc.irly, the cfforts to underst.1nd the mcchanisms of the oscillation of 
CADA and cnkephalin release in the pallidum will have to go beyond the 
pallidal circuitry. 

In relation to the functional role of these opposed diurnal rhythms of 
enkephalin and GABA release it is noteworthy that their actions in lhe 
globus pallidus also have opposite effccts on the motor activily of the rat: 
bilateral injection of enkephalin analogs in the pallidum leads to hyperac­
tivity, an action which is blocked by naloxone (31). In contrast, bilateral 
administralion in the pallidum of drugs promoting GABAergic transmission 
produces akinesia and catalepsy, while the opposite is observed with drugs 
antagonizing this transmiUer (47, 52). The increased enkephalin release and 
the decreased GABA release at night hours in the pallidum would lead to 
hyperactivity. Since the rat is a· nightly active animal we suggest thát the' 
enkephalin-GABA transmission in the pallidum may be an important link in 
the neural control of the diurnal rhythms of motor activity in the rat. 
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IV. PERSPECTIVES 

Although recent developments allow the in vivo and in situ measuremcnt 
of a gamut oí substances in the brain, the stereochemical complexity of 
proteins and of mosl peptides demands highly spccific and sensitive analy­
sis, best performed in the assay tube. Furthcrmore, the enzymatic or biolog­
ical activity of neural proteins can only be analyzed aftcr these substances 
have been isolated from the brain. Although in vivo perfusion methods 
would have an important role in the future development oí neurochemistry 
solely on ·this basis, the permanent need for these methods resides in their 
use within an old strategic approach: the identification of unknown sub­
stances releascd from the brain under physiological conditions. Sorne of the 
work prescnted here points in that direction. · 
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INTRODUCTION 

This papcr deals with the in vivo release of proteins. enzymes, and peptides from 
the brain. These substances have been shown to be released from the nervous tissue 
and thcir possible roles in neural communication are a subject of increasing interest 
in neurobiology. Current evidence indicates that their availability. at the release sites 
has a close dependence on the entire structure of the neuron, thus differing from 
nonpeptide messengers whose metabolism is mostly centered on the synaptic apparatus. 
Therefore, it seems to be particularly important to study peptide and protein release 
in integral neural pathways and circuits. 

These studies are possible through the in vivo perfusion of deep brain nuclei, a 
technique that requires reliable probes and pressure buff'eririg systems. We have de­
signed a push-pull cannula with a slotted tip that, used with a pumping system open 
to the atmospheric pressure, mmirnizes the damage to the tissue and reduces flow 
obstructions during perfusion. This perfusion system has been tested using the release 
of proteins, pcpudes, and non-peptide transmitters as biochemical markers to assess 
tissue damage and viability. In this context, we present data on the in vivo. release of 
protcm material and severa( enzyme activities from thc striatum, this release being 
induced by mechanical means or by chernical depolariz:ition. We also give evidence 

ªSupponcd in pan by grants from CONACYT, Mexico, Ins111u10 Mexicano de Psiquiatría 
and Fondo de Estudios e Investigaciones, R. J. Zcbada. 
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of the in vivo release of the neuropeptides enkephalins, presenting results on. tbe 
physiological regulation of this release in freely moving animals. 

METIIODS 

Cannula 

The basic design of the push-pull cannula used in these experiments is that of 
Gaddum,' as adapted by Myers.2 Early work with tbis cannula in our laboratory gave 
a relatively high incidence of ftow obstructions during perfusion, which were found 
to be due to tbe presence of tissue fragments or clogs obliterating the tip or the shaft 
of tbe pull part of tbe cannula. These obstructing materials are produced mainly by 
negative pressures developed at tbe perfused regi9n and by the tissue-eroding eff'ect 
of tbe stream of superfusing medium. The f onner effect is mostly dependent oa the 
pressure balance of tbe pumping systems and can be successfully dealt with using .a 
pull line open to tbe atmospheric pressure (FIGURE 1).3 The erosion depends mainly 
on tbe geometry of the cannula tip and has been minirnized by keeping the end of 
tbe inner push cannula within the outer pull tubing.- Although tbis type of design 
shields the tissue from the direct mechanical eff'ects of the outftowing stream, it reduces 
the di1fusion interface at the cannula tip to the size of the cross-sectional arca oí tbe 
outer cannula. making it necessary to use wider probes that are unsuitable for small 
laboratory animals. We have designed a new cannula tip (FIGURE 1) that besides 
providing the shielding eífect prevíously noted, allows for a larger interface between 
the tissue and the perfusing medium, even using small-gauge cannulae. The push-pull 
cannula is constructed from 21-ga (thin wall) and 29-ga stainless-steel tubing (Small 
Parts lnc., Miami, FL). Before assembling the outer and inner tubings to form a 
concentric Gaddum-Myers system, the 21-ga pull tubing is obstructed at tbe tip witb 
soldering material and two slots are drilled under microscopic control on the sides of 
the shaft, just above the tip. 

Surgery 

Albino rats (local Wistar strain) weighing 150-200 g were anesthetized with sodium 
pentobarbital. Surgery, under aseptic conditions, is limited to the stereota.~ic implan­
tation of a stainless-steel 18-ga cannula. which is chronically lhed with acrylic cement 
to the skull. serving :is a guide for the acute insertion of the push-pull cannula (FIGURE 
1). The lower end of the guide cannula is placed several millimeters above the brain 

. region that will be reached by the tip of the push-pull cannula at tbe time of perfusion; 
this strategy avoids the gliosis found in the perfused arca when the perfusing probe 
itself is chronically implanted into the brain.7 The upper end of the guide canuula 
(FIGURE 1) was modified by adding a clamping device to impede rotational or axial 
movements of the push-pull cannula after it is insened; a tight fil between the outer 
pull c:i.nnula and the guide avoids other movements oí the probe. After implantalion. 
the lumen of the guide is temporarily blocked with a tight-fitting rod until the day 
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FIGURE 1. Push-pull peñusion system. The basic design of the cannula is that of Gaddum­
Mycrs. Thc inlet (white) and outlet (doned) tubing sy~1ems are conccntric along the shaft oi 
the cannula but separa te aftcr entenng thc upper cha.mbcr. which is constructed of two stainless­
stecl screwed pieces (dashcd) and a rubber septum (whitc). The guidc cannula uscd in our 
laboratory incorporales a clamping devicc (black) to lix the push-pull cannula. The insct shows 
the slotted tip (longitudinal section) of the push-pull cannula uscd in this work. The pumping 
systcm is open to the atmospheric pressure (air inlet = O.S mm diam.); the speed of the out­
ftow pump is set to double the speed of the inftow. 
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of perfusion (1 week afier surgery). 'During this time 1)e implant is protected by a 
plastic cap covering the guide. The coordina tes used for the globus pallidus and other 
brain regions were taken from the atlas of Konig and 1'.lippel.1 

Perfusion Procedure 

Implanted animals were placed in transparent plastic cages-their usual hous­
ing-in a quiet, isolated room 2 hr before the beginning ,,f the session and remained 
in a freely moving situation throughout the perfusion. Th.: animals were subjected to 
a single perfusion session. Toe protective mandrel was removed from the guidle :md 
the perfusing cannula slowly inserted and clamped in plá~. During early work in our 
laboratory the push and the pull ends of the cannulae were connected through poly­
ethylene tubing to infusion and withdrawal syringes posidoned in a Harvard recip­
rocating pump.'·1º Currently, a continuous superfusion syst,m open to the atmospheric 
pressure has been adopted, using small-bore, thick-wall Sibstic tubing and polystaltic 
cassette pumps (Manostat) {FIGURE 1). 

The standard perfusion medium is a Krebs-Ringer bi.:arbonate buffer: 127 mM 
NaCI, 3.73 mM KCI, 1.8 mM CaC12, 1.18 mM K.H2PO., 1.18 mM MgSO., 20 m.\f 
NaHCO,, d-glucose 2 g/Iiter. Bovine serum albumin (BSA) (0.1 %), and bacittacin 
(30 µg/ml) were included in the medium as protective agc:nts for enkephalin 1elease 
studies.11 Cbemical stimulation of the perfused tissue was producéd by substituting 
K+ for Na+ ions in the standard medium to reach a 50 mM K+ concentration. From 
the onset the flow rate was held constant (25 µ1/min or 50 µ.1/min, the ei!luent 
fractions being collected at 15 min or 4 min intervals, respa::tively, see figure legends). 
During the experiments, infused and collected fluid volume.s were routinely mezsured 
and there was constant monitoring for the presence ofblood in the effluent. Aboormal 
animal behavior (motor disturbances, persistent drowsinesi., hyperactivity, excessive 
grooming, salivation, etc.) was also recorded. At the end of the perfusion, the position 
of the tip of the cannula was verified by inspection of frontal sections of the brain 
under a dissection microscope. 

During the study of enk.ephalin release into the effluenl medium, fractions were 
collected in plastic tubes containing 0.5 mi of 2.0 N ice-cold acetic acid in onier to 
stop enzymatic degradation; these fractions were then boiled for 15 min, lyophilized, 
and resuspended in phosphate saline buffer for the enkephalin radioimmunoassay 
(RIA). Wben release of protein, enzyme activities, or radioactive tracers was studied, 
the perfusate fractions were aliquoted, frozen, and promptly assayed. 

Assay o/ Bio/ogical Samp/es 

Protein release was determined by the method of Lowry et al, 12 using BSA as 
the standard; the reaction volume was reduced and the sample volume increased in 
order to improve the sensitivity of the assay. In some experiments protein was also 
measured using the method of Bradford. 13 Lactic acid dehydrogenase (LDH) activity 
was determincd using pyruvate as substrate!' Also, in arder to increase the sensitivity 
of the assay, incubation volume was rc:duced, sample volume incre:1sed, :md roction 
time extended to 24 hr. When assaying perfusate samples with low LDH activilies 
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the initial velocities were linear for at least 12 hr and plots of enzyme concentmion 
versus reaction velocity gave straight lines. Similar assay niodifications also produced 
higher sensitivities when measuring acetylcholinesterase (AChe) (using acetylthiacho­
line iodide as substrate1') and protease activities (Hide powder azore as substra11t16). 

Units of enzyme activity are expressed in nanomoles of substrate/hr. Only prClllease 
activity is expressed in absorbanco units/24 hr. 

In order to study the release of exogenous GABA, tritiated y-aminobutyric acid 
([lH]GABA, specific activity 34 Ci/mmol, Amersham) was added to the standard 
perfusion medium at the beginning. of the perfusion (4-20 X 10' cpm in· 75D µl. 
perfused in 30 min). The [lH]GABA and metabolites not retained or taken llll by 
the tissue were washed out during the 1-2 hr that followed. During this proccss and 

TABLE 1. Biochemical Parameters of Tissue Damage and Tissue Viability durinf 
Perfusion• 

LDH Protease AChe Protein Enkephalin [3H]GABA 

.Globus Pallidus 
Depolarization 

induced relcase · 10S±23 l2S±2S 134±14 2S0::!:62 23S±4S 160±30 
Meclwücally 

induced release 2010±616 216±6S 284± ll3 1700±S80 6 6 

Caudate Putamcn 
Depolarization 

induced release 114::!: 16 108 ::!: 19 240±60 27S±24 
Mcchanically 

induced relcase 1870::!:720 IS6 ::!: 18 660±400 2S00:!:600 

"Release was induced by depolarization with SO mM K ... in the peñusing medium or, 
mcchanically, by withdrawal and reinsenion of the push-pull cannula. Data are expresscd as 
% :!: variation cocfficient (N = 4) of the resting release values. In the globus pallidus lhese 
control values (per mi of perfusate) were: LDH, 6.S ± 2. 7 units; proteases, 12 :!: 1 units; AChe, 
2.6 ± 0.4 uniu, and protein, 30 :!: 4 µ.g. In the caudate putamen resting values were: IDH, 
16.0 ± 4.2 units; proteases, 12.S ± 2.0 units; AChe, 5.0 ± 0.9 units, and protein, 60 !: 20 
JLg. 

•Enkephalin and [3H]GABA release are increased to highly variable extcnts after .acute 
mcchanical lesions but, in contrast to the enzymc markCIS, subsequent release in respomc to 
dcpolarization is impaircd. 

throughout the rest of the perfusion, 10 µl aliquots from each collected fraction were 
counted in tritosol 17 to determine the resting and the evoked release of [3 H]GABA. 
Toe fraction of the tritiated material in the perfusates that was contributed by 
( 1 H]GABA was detennined by analysis of the samples in io~-c:xchange chromatog­
raphy, followed by TLC. 11 In spite of the fact that no inhibitor of GABA metabolism 
was added to thc pcrfusing media, 60% of the tracer released during the third hour 
of pcrfusion was GABA. This proportion was reduced to 30% :1.fter the sixth hour. 
When release was evoked by depolarization, the fraction of counts coeluting with 
GABA was more than 50% higher than that found in perfusates obtained during 
resting conditions. Sincc these ratios remained constant in the different experimmtal 
conditions prcsented in this work, rele:J.Se data were calculated from uncorrected rotal 
counts per minute in the perfusate fractions. 
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The release of endogenous immunoreactive enkephalin was determined by RIA. 
In addition to the Leu-enkephalin RIA that we have previously reported,,..0.19 two 
new assays have been developed and used. Glutaraldehyde conjugates of BSA-Met­
enkephalin and BSA-Leu-enkephalin were purified by gel filtration and emulsified in 
complete Freund's adjuvant. Antisera were raised in rabbits during a 3-month im-. 
munization schedule. Ei· :1er 11·'1- or 3H-labeled enkephalins were used as tracers and 
the free and bound enk.:phalins were separated with activa~ed charcoal-dextran sus­
pensions. When a final antiserum dilution of 1:1500 was used, the lowest detectable 
amounts of unlabeled enkephalins were 10-50 pg using 3H-labeled tracers, and 1-S 
pg using 1251-labeled tracers: Leu-enkephalin cross-reacts 8% in the Met-enkephalin 
assay and Met-enkephalin cross-reacts 0.3% in the Leu-enkephalin assay; enkephalin 
fragments and endorphins cross-react less than 0.1 % in the Met-enkephalin assay :and 
less than 0.001 % in the Leu-enkephalin assay. Both the Met- and the Leu-enkephalin 
assays have been validated with tissue samples. In order to facilitate the comparison 
ofthe results presented here with previous reports from our laboratory, we show only 
the data obtained with Leu-enkephalin RIAs; nevertheless, similar results were ob­
tained using a Met-enkephalin assay. Since the Leu-enkephalin RIAs also read Met­
enkephalin, an "enkephalin unit" has been defined: it is the enkephalin immunoreaclive 
material that produces a displacement of tracer in the assay equal to that observed 
with one picogram of synthetic Leu-enkephalin.19 All perfusate samples were assayed 
at two dilutions and in duplicate. 

RESULTS 

Release o/ Protein, lActate Dehydrogenase, Proteases, Acetylcholinesterase, 
f H}GABA, and Enkepha/ins as Biochemical Marken o/ Tissue Viability during in 

Vivo Push-Pull Perfusion o/ the Striatum 

The need to assess the effect of perfusion on tissue viability has been fulfilled by 
using histological or electrophysiological controls of damage and functionality. How­
ever, it is often overlooked that biochemical markers released in the perfusate can 
givc information on thc tissuc damage occurring during a perfusion session.20.2• Bio­
chemical measurements also help to assess the functionality of thc tissue during the 
course of a perfusion session, testing its capability for releasing exogenous and en­
dogenous neurotransmitters. Thus, we have explored the suitability of severa! enzyme 
activities, total protein material, and representative peptide (enkephalin) and nonpep­
tide (GABA) transmitters as biochemical indicators of tissue damage and tissue re­
sponsiveness during in vivo perfusion of striatal regions. This study aims to differentiate 
substances that are only released after tissue damage from those that can be released 
through physiological mechanisms, placing special emphasis on enzymes and proteins. 
Later on, we describe how this infonnation was used to compare the performance of 
the Gaddum cannula to that of a modified probe designed in our laboratory. Finally, 
we show results obtained witb this cánnula, regarding the physiological regulation of 
thc release of messengers in the striatum. 

Protein releasc into perfusates has been used earlier :.is a lesion marker.21 Sincc 
protein is always present in perfusates (becausc its normal level in the extracellular 
fluid of the nervous ti.;sue is higb 22.23 ) only marked surges of protein in perfusat::s 
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have been used as indicators of tissue damage. LDH is a soluble cytoplasmic enzymc, 
aJso nonnally found in plasma, which is the most widely used marker of tissue damage 
both in biochemistry and in clinical medicine. Its level in perfusates is expected to 
increase as a consequence of ceO lysis (by tissue erosion or by accidental mechanical 
damage) or after extravasation of serum (by edema or by rupture of capillaries). 
Proteolytic activity, mainly associated with lysosomes, and AChe activity, mostly 
membrane bound (but some soluble intracellularly, and also present in blood), would 
also be expected to increase in perfusates after severe tissue disruption.2' However. 
increases in these markers produced by causes other than tissue. lesions cannot be 
discarded a priori. TABLE l shows that high K + concentrations stimulate the rele::ise 
of protein both in the globus pallidl/,S and in the caudate putamen of the rat and, only 
in the caudate, the release of AChe activity. Depolarization-induced relea.se of LDH 
or protease activities was not observed. In contrast, mechanical damage elicited :m 
increased release of all four substances in the caudate and in the pallidum. It is worth 
noting that the mechanically induced release was always higher than that evoked by 
depolarization. 

The results presented here indicate that LDH . activity and, less conspicuously, 
protease activity can be used as reliable markers of tissue damage during push-pull 
perfusion. This is not so for protein and AChe activity: Greenfield et aL= had already 
shown that protein and AChe activity are released after chemical depolarization from 
the substantia nigra and the caudate nucleus in the anesthetized cat. Our results 
confirm and extend these observations to the caudate-pallidal region in the fredy 
moving rat. We have further explored the release of protein from the brain, since the 
constituents of this material are still unknown and will surely have neurobiological 
relevance. The chemical identity of these proteins has been confinned by the fact that 
they can be detected in polyacrylamide gels through a silver stain (not shown), and 
can be niéasured both by the Lowry and the Bradford methods. which work on 
different principies (FIGURE 2). In addition, their release can be evoked by systemic 
administration of subconvulsant doses of metrazol (FIGURE 3), indicating that che 
protein release induced by K+ is not Iikely to be artifactual-i.e. due to K+ ionic 
strength. Moreover, this release is at least partially dependent on the presence of 
external Caz+ (FIGURE 4). This observation is in contrast with that reported by 
Greenfield el aL-who did not use EGTA to chelate endogenous Qt+ l6-ª-Dd suggestS 
that part of this protein could be released through well known secretion mechanisms. 
Although the origin of these proteins released from the brain by chemical stimulation 
is not yet clear, preliminary experiments (Oksenberg el al, in preparation) indic:1te 
that at least some of them can be synthesized from labeled precursors injected in the 
striatum. Thus, protein substances, first used as lesion markers, have become the 
subjects of neurobiological inquiries regarding their possible roles in neurochemical 
signaling. 

The ability to detect damage occurring during in vivo perfusions is not enough for 
validating the use of a particular perfusion system; tests of the functionality of the 
preparation during perfusion are required to assess the value of thcse techniques. The 
ability of the tissue to release chemical transmitters can be used for this purpose. 
FIGURE 5 shows the resting and thc stimulated in vfro release of (1 H]GABA :ind 
endogenous enkephalins. the two transmitters known to be most abundant in the 
globus pallidus of the rat. n.n As described in METHODS, after a washout period the 
release of tritiated GABA was evoked by high K.. ccincentrations in the perfusing 
medium, repeated stimulations releasing lower amounts of tracer (FIGURE 5, uppcr 
panel). This de.crease can be related to the mctabolism of [' H)GABA and its cxhaustion 
in thc tissue pools (see METHODS) and does not rdlect progressive tissue changc. This 
conclusion is supported by the observation that a stable cvoked release of endogcnous 
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FIGURE 2. In vivo release of protein from rlt brain as estimatc:d by thc: mcthods of Lowry and 
Bradford. Animals were perfused in the globus pa.llidus using a ftow rate of SO µ1/min; fractions 
were collectcd at 4 min intervals (Treatments during perfusion are described in FtGURE 3). 
Protein canten! in perfusatcs was determined both by the mcthods of Lowry (0) and Bradford 
<•> and is cxpressed in µg/ml ( mean :!: interval. N = 2). 
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FIGURE 3. In ~ivo relea.se of protcin and GABA from rat brain aitcr local or systcmic stim­
ulation. Pcñusion was as dcscribed in FIGURE 2 cxccpt that the tissue was prcviously loadcd 
with ['H)GABA. Rclcase was cvokcd by local pcñus1on with 50 m.M K • (8 min) and by 
intrapcritoncal mctrazol (40 mg/Kg). Relcase is exprcsscd as % of thc rcsting controls (mean 
:t interval, N = 2). 
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enkephalin is observed after repeated stimulation (FJGURE 5, lower panel), dming 
perfusion sessions similar to those shown for GABA. This stability of the enkephañn­
releasing systems during an in viYO perfusion session is particularly significant oon­
sidering that earlier studies showed that enkephalin tissue stores in the pallidum are 
particularly labile to tissue damage-slicing of pallidal tissue decreases its enkeph2lin 
content by 30%.9 Also, enkephalin release in vivo is markedly reduced by the gliusis 
produced in animals that have been previously perfused in this region.'·10 In 1>ur' 
experiments, the release of enkephalin and GABA in response to chemical stimulation 
was always blocked after severe mechanical damage to the tissue; partial reco\'try 
was seldom observed. Thus, changes in the release of endogenous enkephalin during 
perfusion appear to be a suitable indicator of changes in the functionality and re-
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FIGURE 4. Depcndence of the protein release on externa! calcium. Rats were perfused in the 
caudate-putamen following the protocol indicated in FIGURE 2. Release was stimulated by local 
perfusion with 50 mM K+ (8 min). During the lirst and the third stimulations eaz+ was present 
in thc pcrfusion mcdium; during tbe second stimulation Caz+. was omitted and EGT A SO JJM 
was present in the modium. K + -stimulated release is expressed as % of the resting conuol (mcan 
:t SEM, N = 3). 

sponsiveness of the region. Exogenous GABA can be used as a secondary rnarker of 
viabili1y and as a control for the sarnpling dficic:ncy of a probe. 

Comparison o/ the Performance o/ the Gadtf um and the Slot Cannulae 
During in Vivo Perfusion 

In order to c:valuatc the advantages or disadvantagcs of the rnodification of rhc 
tip of the pusb-pull cannula (dcscribed in METHODS) comparcd to the traditional 
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FIGURE 5, Resting and stimulated release oí ['H]GABA and endogenous enkephalin during 
in vivo push-pull peñusion oí the globus pallidus oí the raL Upper panel: After insertion oí the 
cannula, peñusions were staned using the standard peñusing medium (f1ow rate 25 µ.Vmin. 
fractions collccted at 15-min intervals) .. For studying the releasc oí exogenous GABA, ('H]GABA 
was added to the peñusing medium and circulated through the tissue within the first 30 min oí 
the cxperirnent. Relcase is given in % of this upuke. The initial exponential washout phase is 
followed by a stcady resting-rele:ise proccss (horizontal dashcd line: see Kondo & Iwatsuro=• for 
the calculation oí this baseline). ('H]GABA release (shaded arcas) was stimulated depolarizing 
the tissue with peñusing medium containing SO mM K +. Lower panel: For studying the relcase 
oí cndogenous enkephalin the fracrions wcre processcd, as dcscribcd in MEntoos, for a Lcu­
c:nkephalin RIA, the results being expressed in cnk.ephalin units (scc METHODS). Since the resting 
relcase oí endogcnous enkephalin varies during peñusion, in order to determine the cnkephalin 
relcase stimulated by SO mM K+ (shaded arcas), prestimulation,valucs wcre defined as the 
average enkepbalin content of the two collections preceding the stimulation (dashed lines). Values 
in this figure are the average :t SEM oí fractions collc:cted in six peñusion scssions peñonned 
from 4:30 p.m. to 10:30 p.m. 
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design, we first analyzed the f requency of ftow obstructions and vascular accidents 
observed during perfusions using these probes. TABLE 2 shows that with use of the 
modified slot model the bleeding episodes are reduced to those that occasionally, but 
almost unavoidably, occur after the acote insenion of the cannulae; ftow obstructions 
are also seen less frequently when using the slOt cannula. Surges of LDH and protein 
were always associated with insertions and ftow obstructions. 

However, no signüicant difrerences were seen in the basal levels of protein in 
perfusates obtained using either one of these probes, indicating that the sampling 
efficiency ofthe slot-cannula is comparable to that of the traditional model. In addition, 
the efficiency of both probes to deliver solutes .into the perfused tissue was sbown to 
be similar, since GABA uptake was about 30% using either cannula. The very low 
basal LDH activities in perfusates obtained with the Gaddum cannula are not sig­
nificantly dilferent from those obtained using the slot design. Also, the stimulated 
release and the resting release of GABA and enkephalin were similar with the Gaddum 
and the slot cannulae after 5 hr of perfusion. Tbus, in spite of the marked difrerences 
in the frequency of accidental lesions observed using these two probes, they perform 
equally well at preserving the tissue viability. In summary, the slot cannula reduces 
the incidence of vascular accidents and ftow occlusions occurring during perfusion, 
increasing the number of su~ful sessions when compared to the traditional design. 
Tbese improvements allowed us to carry out long perfusion sessions needed f or the 
studies of biological rhythms, wbich we present below. 

Release o/ Enkephalin during in Vivo Perfusion o/ the Globus Pallidus: 
· Relatio~hip to GABA Releasing Systems and Diurna/ Rhythms 

·The search for a model system to study the neurobiology of the enkephalins in 
the central nervous system 30 has led researchers to the striatum, which has one of 
the highest enkephalin concentrations in the brain2U1 and is also one of the few 
macroscopic regions of the brain were the chemically related endorphin systems are 
not presenL32-J.t Additionally, within the striatum, enkephalin perikarya and fibers are 
segregated: the globos pallidus is ricb in fibers and tenninals, all cell bodies being 
found in the caudo-putamen nucleus.35.36 These advantages are exploited only in part 
when studying the release of enkephalin from the pallidum in vitro; 11 the- use of an 
in vivo preparation to study the characteristics of enkephalin release talces advantage 
of the high density and anatomical segregation of enkephalin-containing terminals in 
thc pallidum, while the i_ntegrity of pallidal connections with other brain regions is 
preserved. Previous studies demonstrated that endogenous immunoreactive enkephalin 
is released in vivo from the globus pallidus; this release is calcium dependent and is 
enhanced during local or caudate nucleus stimulation (see also FIGURE 5, lower 
panel. ,.111,31 

In arder to understand the physiological mechanisms regulating the in vivo release 
of enkephalin in this model system, we studied the elfects of putative transmitters 
present in tbe pallidum on the release of enkephalins. Since Abe globus paµidus is one 
of the brain region's richest in glutamate decarboxylasc,27.39 we investigated the re­
lationship between the GABA-containing system and the release of enkephalin in this 
area. 31 These experiments revealed an enkephalin-releasing elfect of the GABA receptor 
antagonist picrotoxin added in situ, suggesting that an endogenous GABA-ergic input 
tonica11y inhibits the release of enkephalin from tbe pallidum. Results from other 
laboratories supported tbis conclusio11..eoA1 showing, however, that thc cnkephalin­
GABA interactions in the striatum were more complex than this. 
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Jn the course of thesc investigations on the regulation of tbe in viw, release of 
enkepbalin from the globus pallidus of the rat, we observed tbat this release was 
c:onsistently bigher in the late afternoon and evening than in the moming hours. 
Circadian rhythms and other periodic changes of the systems that produce or recognize 
endogenous opiates had alrcady bcen documented.4:z-o, Sorne of the carly failures to 
obserVC circadian cbanges in opiate peptides were due to very restricted sampling 
scbedules.'°"' Since many of these opiate rbythms had already been linked to phys­
iological, endocrinological, or bebavioral cbanges, the searcb for oscillations of opioid­
mediated communication in a well-defined neural system promised to shed some light 

TABLE 2. Comparison of the Performance of the Gaddum and the Slot Cannulae 

GaddumCannula Slot Cannula 

Bleeding episodes during 4 in 6 peñusions 1 in 6 perfusions 
perfusionª (50% after c:annula (aftercannula 

insertion) insertion) 
Flow obstructions requiring 5 in 6 perfusions 1 in 6 perfusions 

cannula withdrawaJ• 
WH activity in peñusatcs l.S ± 0.7 1.1 ± 0.6 

in resting conditions6 

Protc:in conteat in peñusatcs 30 ± 12 3S ± IS 
in rcsting conditions6 

Enkephalin release' 
RSting IS ± 2 18 ± 4 
K+-stimulated 29 ± 8 23 ± 3 

rHJGABA uptalte" 28 ::t S 29 ± 6 
[lH]GABA release" 

RSting 0.13 ± 0.04 0.16 ± 0.04 
JC+ -stimulated o.os ± 0.02 0.07 ::t 0.02 

'"R.csults from a series of twelve 6-hr perfusion sessions carried out in the pallidum of the rat 
in order to compare the Gaddum and slot cannulae. All bleeding episodes and severe flow 
obstructions are accompanied by increases in protein and LDH content in the corresponding 
perfusate fractions. · _ 

·LDH values are expressed in units/ml and protein in µ.g/ml; X ± SEM (N = 6 peñusion 
sessions). Perfusate fractions collected during or after perfusion accidents were excluded from 
this calculation. 

"Enkephalin values are expressed in units; X ± SEM (N = 6). E.nkephalin released as a 
consequence oí stimulation is compared to that released during a rcsting control period. 

"Perfusion oí 3.5 X 10' cpm oí tritiated GABA during 30 min was followed by a washout 
period until a stable release was reached. The GABA remaining in the tissue (uptake) is expressed 
as % 2f the [3H)GABA peñused. GABA release values are expressed as. % oí GABA in the 
tissue X ± SEM (N = 6). 

on their local.functional role. Given the link previously established between the GABA 
and the enkephalin systems in the pallidum, we decided to study and compare possible 
diumal variations in the in vivo release of these messengers in this region.'2 The 
experimental protocols for in vivo peñusion were as those used in FIGURE 5. Six 
peñusion sessions were carried out from 8:00 a.m. to 2:30 p.m. (daytime perfusions) 
and six from 4:00 p.m. to 10:30 p.m. (evening peñusions). Resting enkepbalin release 
incrcased 100% between 2:00 p.m. and 10:00 p.m., while rHJGABA resting release 
decrcased by 60% (FIGURE 6). The diumal differences observed during resting release 
were more markcd a."ter stimulation: between day and evening perfusions tbe K+ -
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stimulated enkephalin release increased sixf'old while the K+ -stimulated rHJGABA 
re]ease decreased more than tcnfold (FIGURE 6). Possible anif actual causes for these 
changes in transmitter release were considered and precautions were taken to follow 
the same experimental procedur~ during moming and evening sessions. The steady 
decrease in ['H]GABA release observed during the course of a perfusion session 
{FIGURE S) was considered when analyzing the perfusion data. Therefore, comparison 
of resting and stimulated GABA release between moming and evening peñusions was 
made using peñusate fractions obtained with the same delay after the infusion of 
rHJGABA. Also, it was found that the uptake of rHJGABA and the fraction of 
radioactive tracer in the perfusates contributed by rHJGABA were not diff'erent in 
the moming and evening. sessions. and therefore do not account for the rhythm 
observed. Nevertheless, it must be noted that since the GABA we measured is ex­
ogenous, the anatomical structures and the mechanisms involved in its release may 
diff'er from those participating in the release of endogenous GABA.29.5l.54 · 

The diurnal rhythm observed in the release of enkephalin from the nerve terminals 
in the pallidum is not due to changes in the pallidal or caudate enkephalin content. 
Wesche and Frederickson49 reponed that in heat-stressed mice, but not in normal 
controls, the enkephalin levels, specifically in the globos pallidus, increased from 7:30 
Lm, to 3:30 p.m: In our experiments the levels of enkephalin in the globus pallidus 
and in the caudate (5 ± 1 X 103 units and 2 ± 0.2 X 103 units, respectively) were 
not significantly diff'erent at 8 a.m., 2 p.m., or 10 p.m. 

lbe diurnal rhythms in the release of enkephalin and GABA follow opposite 
pattems, suggesting the possibility of reciprocal controlling mechanisms. We have 
previously referred to the evidence for the existence of an inlu'bitory GABAergic 
mechanism upon the release of enkephalin from the pallidum, but no evidence is 

. available for an inftu~ce of opiates on the GABA systems in this region. However, 
the complexity of the multjple opiate-GABA interactions in the striatum has already • 
been documented. Moroni et al,,,.,, have shown that an increased turnover of GABA 
is observed in the pallidum after the administration of opiates in the caudate. This 
eff'ect appears to be due to an opiate-mediated inhibition of striatal GABAergic neu­
rons, which in turn actívate GABA neurons in the caudo-pallidal pathway. Clearly, 
the efforts to understand the mechanisms of the oscillation of GABA and enkephalin 
release in the pallidum have to go beyond the pallidal circuitry. 

In relation to the functional role of these opposed diumal rhythms of enkephalin 
and GABA release, it is noteworthy that their actions in the globus pallidus also have 
opposite eff'ects on the motor acitvity of the rat: bilateral injection of enkephalin 
analogs in the pallidum leads to hyperactivity, an action blocked by naloxone." In 
coritrast, bilateral administration in the pallidum of drugs promoting GABAergic 
transmission produces akinesia ·and catalepsy, while the opposite is observed with 
drugs antagonizing this transmitter.'L" Thus, an increased enkephalin release and a 
reduced GABA release at night in the pallidum would lead to hyperactivity. Since 
the rat is a nocturnal animal we suggest that the enkephalin-GABA transmission in 
the pallidum may be an important link in the neural control of the diurna) rhythms 
of motor activity in the rat. 
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Summary 

Thc in tivo spontaneous release of cnkephalin in the .globus pallidus of thc rat 
increases from noon to evening by 100%; during this period the local release of 
exogenous y-aminobutyric acid (GABA) decreases by 60%. These diumal rhythms 
are more marked in the K + -stimulated release: enkephalin-induced output increases 
6-fold while GABA decreases 10-fold during the aftemoon and evening hours. Since 
pallidal enkephalin and GABA are involved in the control of locomotor activity we 

· suggest that these rhythms may be linked to the circadian changes of activity in the 
rat. 

enkephalim; GABA; biologieal rhythms; globus pallidus; rat 

Jntrodactien 

The study of the neurobiology of enkcphalins in the CNS [1] has found a suitable 
model S)'5lem in the striatum. which has one of the higher concentrations of these 
opioids in brain (2,3]. Within the striatum enkephalin containing perikarya and fibers 
are segrqated: cell bodies are found in the caudo-putamen nucleus and the globus 
pallidus is- rich in fibers and terminals (4.5]. This disposiiion has facilitated the study 
of thc mcchanism and regulation of enkephalin release f rom central neurons and 

• To v.-homall corrcspondenc:c should h: addrcssed. Phone (905) S48-81-79. 
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terminals both in vitro and in vivo (6-11). The use of an in vivo ·preparation - push­
pull aannula perfusion [12) - takes advuntage of the high density and anatomicul 
segregation of enkephalin-containing terminals in the pallidum, while preserving the 
integrity of its connections with other brain regions. 

In order to advance in our understanding of the physiological mechanisms regu­
lating lhe in vivo release of enkephalin in this modclsystem, we have been studying 
efl'ects of putative transmitters present in the pallidum on the release of enkephalins. 
Since lhe globus pallidus is one of the brain regions richest in glutamate decarboxyl­
ase [ll] we initially investigated the relationship betweeen the GABA containing 
system and the release of enkephalin in this arca [14); these experiments revealed an 
enkepbalin-releasing effect of the GABA receptor antagonist picrotoxin injected in 
situ, suggesting that an endogenous GABA-ergic input tonically inhibils the release 
of enkephalin from the pallidum. Results from other laboratories supported this 
conclusion [IS,16], showing, however, that the enkephalin-GABA interactions in the 
striatum were more complex than this. Therefore, we decided to make this parallel 
study o( the release of enkephalin and GABA from the pallidum of freely moving 
rats along extended periods of time [17). · 

MaJe albino rats, local Wistar strain, weighing lS0-200 g were anesthetized with 
sodium pentobarbital. Surgery, under aseptic conditions, was liinited to the stereo­
taxic implantation of a stainless-steel 18-gauge guide cannula which was chronically 
fixed to the skull with acrylic cement. The lumen of ~e guide was temporarily blocked 
with a light-fitting rod until the day of peñusion, one week after surgery; each rat 
was subjected to a single session. Two hours bef ore the beginning of the perfusion 
the implanted animals were placed in transparent plastic cages (their usual housing) 
in a quiet, isolated room. The animals remained free to move during perfusion. The 
proteclive mandrel was removed from the guide, and the perfusing cannula [18] was 
slowly inserted and clamped in place. Coordi'nates for the globus pallidus (A 6.4, L 
2.S, H 0.2) were taken from the atlas of Konig and Klippel (19]. At the end of the 
peñusion, the position of the tip of the cannula was verified by inspection of frontal 
sections of the brain under microscope. From the onset of perfusion the ftow rate 
was held constant (25 µ1/min), effluent fractions being collectcd at 15-min intervals. 
Thc standard perfusion medium was a Krebs-Ringer bicarbonate buffer: 127 mM 
Na0,3.73 mM KCI, 1.8 mM CaCl2, 1.18 mM KH2P04, 1.18 mM MgS04, 20 mM 
NaHC03, o-glucose 2 g/1. Bovine serum albumin (BSA, 0.1%). and bacitracin (30 
µg/ml)were included in the medium as protective agents for enkephalin relcase stud­
ies (8). Chemical stimulation of the perfused tissue was produccd by substituting K + 

for Na+ in the standard mcdium to reach a 50 mM K + conccntration. _ 
In onlcr to study the release of enkephalin into the effluent medium. fractions were 

collectal in plastic tu bes containing O.S mi of 2 N ice-cold acetic acid in order to stop 
enzymatic dcgradation; these fractions were then boiled for 15 min, lyophilized. and 
rcsuspmdcd in phosphate-butfered saline for the enkephalin radioimmunoassay 



(RIA). Wchavc dcscribcd this assay clscwhcre (18). Antiscra wcre raiscd in rabbits 
against a BSA-Leu-cnkephalin conjuga te and were used in the assay in a 1: 1500 final 
dilution, giving a sensitivity of 2-5 pg of Leu-enkephalin using 1251-labeled tracer. 
Met-enkephalin cross-reacts 0.3% and enkephalin fragments, cndorphins and dy­
norphin cruss-react less than 0.01 %. Since the assay reads both enkephulins, an en­
kephalin uait has been dcfined as the amount of immúnoactive material producing 
a tracer displacement equal to that obscrved with I pg of synthetic Le~-enkephalin 
(20) •. 

To study the release of GABA, tritiated y-aminobutyric acid ([3HJGABA. specific 
activity 34Ci/mmol, Amersham) was added to the standard perfusion medium at the 
bcginning c,f the perfusion (4-20 X 106 cpm in 750 µI, perfused in 30 min). The 
[3H]GABAnot retained by the tissue was washed out during the 1-2 h that followed. 
During this process and throughout the rest of the perfusion, 10-µI ·aliquots from 

. each co11ec.ted fraction were counted in tritosol [21) to detennine the resting and the 
· evoked relatse of [3H]GABA. The fraction of the tritiated material in the perfusates 
· that was amtributed by [3H]GABA was determined by analysis of the samples in 
ion-exchange chromatography, followed by TLC [22). lñ spite of the fact that no 
inhibitor of'GABA metabolism was added to the perfusing media, 60o/o of the tracer 
released during the third hourofpeñusion was GABA. This proponion was reduced 
to 30o/o aftu the 6th hour. When release was evoked by depolarization, the fraction 
of counts coeluting with GABA was more than SOo/o higher than that found in per­
fusates obtained during resting conditions. Since these ratios remained constant in 
the different experimental conditions presented in this work, release data are calcu­
lated from uncorrected total counts per minute in the perfusate fractions. 

Results 

The resting and the stimulated release of enkephalin and [3H]GABA were studied 
'in parallet during long perfusion sessions (more than 6 h) as shown in Fig. 1. Ex­
periments ike these. performed during the moming and in the aftemoon, showed a 
consistentincrease in the resting retease of enkephalin towards the evening hours (see 
lower pand of the figure). A systematical analysis of the resting enkephalin release 
values duriag the day is presented in Fig. 2. showing that enkephalin release steadity 
and signifu:antly increases during the second half of the day. These results led us to 
compare di: resting release of enkephalin and [3H]GABA between daytime (1:30-
2:30 p.m.)md evening hours (9:30-10:30 p.m.). Six perfusion sessions were carried 
out from tiO a.m. to 2:30 p.m. (daytime perfusions) and six from 4:00 p.m. to 10:30 
p.m. (evening perfusions). The resting enkephalin release increased ·l00% between 
2:00 p.m._and 10:00 p.m., while [3H)GABA resting release decreased by 60% ~uring 
this period (Table [). [n contrast with. these changes, the enkephalin tevels in the 
globus patfdus and in the caudate (5 ± 1 x 103 units and 2 ± 0.2 x 103 units, 
respectively) were not significantly diffcrent at 8:00 a.m., 2:00 p.m .• and 10:00 p.m.; 
also, the uprake of [3H]GABA was similar in morning and evening perfusion sessions 
(SS ± 5% and 61 ± 4% of the total radioactivity infuscd, respectively). The diurnal 
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Fig. l. Rating and sfünulatcd release of PHJGABA and endogenous enkephalin during in vivo push-pull 
perfusion of tbe globus pallidus of the rat. Up~r panel: After insenion of the cannula, peñusions were 
sraned using the standard perfusing medium (ftow rate 25 1,d/min. fractions collected at IS min intervals). 
For studJing the release of exogenous GABA, PHJGABA was added to the peñusing medium and cir­
culated through the tissue within the first 30 min of the experiment. The initial exponential washout phase 
is followal by a steady resting-n:lease process (dashed line; see Ref. 39 for the estimation ofthis baseline). 
Jlelease .tues are given as ~ of the PHJGABA retained in the tissue al the end of the ~rfusion. 
PHJGABA release (peak an:as) was stimulated by depolarizing the tissue with perfusing medium con­
taining 5D mM K +. Lower panel: For studying the relcase of endogenous enkephalin thc fractions were 
proc:esscd as described in Methods íor a Leu-enkephalin RIA. the results being expressed in enkcphalin 
units. Sm the resting release of endogenous enkephalin varies during peñusion (see Discussion), in order 
to deterninc the enkephalin release stimulated by 50 mM K • (peak arcas) prestimulation values were 
delined as the average enkephalin content of the two collections preceding the stimulation (dashed lines). 
Values in this figure are the average :1: S.E.M. of fractions collected in 6 perfusion sessions performed 
from 4:3Dp.m. to 10:30 p.m. 

Fig. 2. ID vivo resting enkephalin relcase from the rat globus pallidus during the course of daytime and 
evening pcrfusion sessions. Six pcrfusion sessions werc carried out from 8:00 a.m. to 2:30 p.m. (daytime) 
and 6 from 4:00 p.m. to 10:30 p.m. (evening). In each pcñusion tbe average resting release óf enkephalin 
was detennined at times close to thc beginning. tbe middlc, and thc cnd oí thc session. Each value is thc 
mean (:1: S.E.M.) of the enkephalin contents in perfusate fractions collected during I h. Toe rcsting 
enkephalin release valucs observed at thc end oí thc daytime perfusions and at thc cnd of tbc cvcning 
perfusiom werc signifi~ntly ditTcrent (P < O.OS). 

differences observcd in the release of enkephalin and [3H]GABA were more marked 
with depolarizing stimulation: K + -stimulated enkephalin release increased about 6-
fold bclween daytime and evening perfusions, while the K + -stimulated [3H]GABA 
release decreased more than 10-fold (Fig. 3). 



TABLEI 

Resting relme or OABA and cnkephalin rrom lhe pallidum 

Enltephalia nsting release 
PH~ABA nsting release 

Daytime 
(1:30-2:30 p.m.) 

10.2 :1: 1.0 
0.23 :1: 0.03 

Evening 
(9:30-10:30 p.m.) 

20.7 :i: 2.6 
0.084 :1:: o.o 16 

' ,,., 

Incrase incnltephalin relcase and decrease in PHJGABA release between daytime and evening houn are 
atatisticallysignificant with P < O.OS. Resting enltephalin and PHJGABA relcase values were calculated 
u indicated in Fig. 2 (Enlt. units/h and % PHJGABA releascd/h). Valucs are thc average :1: S.E.M. or 
6 expcrimmts. 
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Fig. 3. K •-mmulated rclease of exogenous GABA and ·endogenous cnkephalin from the globus pallidus 
in daytimc and evening peñusion scssions. Releasc values are plotted in log-enkephalin vs. log-GABA 
scalcs: O. indcpcndent data obtaincd from moming perfusions; e. evening perfusions. K. • -stimulated 
OABA rdcase decreased from 0.90 :1: 0.19 to 0.08 :i: 0.04% and enltephalin ·n:lease incn:ased from 4.4 
:1: 1.3 10 210 :!: 3.8 units between moming and evening hours. VahJCS are expressed as lhe mean :1: 
~E.M. 

DisamiOD 

Circadian rhythms and other periodic changes of the systems that produce or 
recognize endogenous opiates have already been documented (23-30); sorne of the 
early failures to observe circadian changes in opiate peptides were due to very re­
stricted samp!ing schedulcs (31,32). However, since there are other possible causes 
f or the cbanges we observed in transmitter release, precautions were takcn to follow 
the same experimental procedures for moming and evening perfusions (i.e. experi­
menters, rat littcrs, implantation and perfusion procedures, environmental condi­
tions, analytical proccdures). Special attention was given to the fact that Cesselin et 
al. (11) rq,orted that the enkephalin content and release in the globos pallidus of the 
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nt was higher in the anterior portion than in the caudal part of this structure: in our 
expcriments there was no correlation betwcen the localization of thc cannula tracks 
and the measured release of enkephalins or GABA. Possible changes in the tissue 
atores oí transmitters were also considered: the stability and viability of our prepa­
ntion during perfusion has already been · demonstrated (18], the decrease in 
[3H]GABA release during perfusion being · due to the reduction of the labeled re­
leasable pool (because of this limitation, we restricted our comparisons of resting 
and stimulated OABA release between moming and evening perfusions to the data 
obtaincd f rom perfusate f ractions collected with the same dela y afier the infusion of 
(3H]GABA). The uptake of [3H]GABA and the fraction of radioactive tracer in the 
peñusates contributed by [3H]OABA were not different in the moming and evening 
sessions, and theref ore do not account f or the rhythm observed. Also, the diumal 
rhythm observed in the release of enkephalin f rpm the nerve tenninals in the pallidum 
is not due to changes in the pallidal or caudate enkephalin content. Wesche and 
Frcderickson [30) reported that in heat-stressed mice, hut not in nonnal controls, the 
enkepllalin levels, specifically· in t.be globus pallidus, increased from 7:30 a.m. to 3:30 
p.m. In our experiments the levels of enkephalin in the globus pallidus and in the 
caudate were not significantly different at different times of the day and evening. 

The diurna) rhythms in the release of enkephalin and OABA follow opposite pat- . 
terns, suggesting the possibility of recipro_cal controlling mechanisms. We have pre­
'Viously referred to the evidence for the existence of an inhibitory OABAergic mech­
anism upon the release of enkephalin from the pallidum, but no evidence is available 
oían inftuence of opiates on the OABA systems in this region. However the com­
plexity of the multiple opiate-OABA interactions in the striatum h?,s aJready been 
docmnented. Moroni et al. (33,34) have shown that an increased tumover of OABA 
is oliserved in the palliduni ·arter the administration of opiates in the caudate. This 
dfect appears to be due to an opiate-mediated inhibition of striataJ GABAergic neu­
rons, which in tum activate OABA neurons in the caudopallidal. pathway. Clearly, 
the efforts to understand the mechanisms of the oscilJation of GABA and enkephalin 
relcase in the pallidum have to go beyond the pallidal circuitry. 

Opiate-GABA interactions observed at the behavioral level appear relevant to the 
interpretation of our observations. Systemic administration of drugs promoting GA­
BAergic transmission reduces locomotor activity in the rat, this effect being poten­
tiated by the opiate antagonist naloxone; also, the locomotion reducing effecls pro:· 
duced by naloxone alone are blocked by GABA receptor antagonists [35). The etrects 
oí enkephalin and GABA in the globus pallidus have been documented, showing 
that these transmitters have opposite effects on the motor activity of the rat consistent 
with those observed after their systemic administration: bilateral injcction of enke­
pfralin analogs in the pallidum leads to hyperactivity, an action which is blocked by 
mloxone [36). In contrast. bilateral administration in thc pallidum of drugs pro­
moting GABAergic transmission produces akinesia and catalepsy, while the opposite 
isobserved with drugs antagon!zing this transmitter [37,38). Thus, an increased en­
kphalin release and a reduced GABA rclease. at night hours in the pallidum, shown 
in this paper, could lead to hyperactivity. Since the rat is a nightly-active animal. we 
suggest that the enkephalin-GABA transmission in the pallidum may be an impor­
lant link in the ncural control of the diurna) rhythms bf motor activity in the rat. 
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DISCUSION CONJUNTA 

NOTA: LOS ·RESULTADOS QUE SE DISCUTEN EN ESTA 
SECCION, SE REFIEREN A LA CITA CORRESPO~­
DIENTE DE LAS PUBLICACIONES QUE FORMAN 
PARTE DEL TRABAJO DE TESIS CI, II v III, 
VER SECCION DE RESULTADOS} 



~omo primer aspecto relevante del presente trabajo de tesis se muestra 

la implementaci6n, optimizaci6n y ventajas del uso de un nuevo modelo -

de cánula diseñado en nuestro laboratorio (cánula de punta ranurada) -

(ver citas: I, FiG. 21 II, Fig. 1). que, a diferencia del modelo tra­

dicionalmente usado en la perfusión intracerebral (Gaddum-Myers)., evita 

el contacto directo del tubo de infusión con la preparación y, además -

permite una gran interfase de difusión entre el tejido y el medio de 

perfusión, aún usando tubos de diámetro pequeño ( mantenemos una super­

ficie de interfase de difusión comparable a la obtenida con el modelo -

Gaddum-Myers mediante la apertura de dos ranuras laterales en la punta 

del tubo de extracción de la cánula, que permiten una extensa área de 

contacto entre el medio de infusión y la preparación). 

Así, inicialmente intentamos evaluar las ventajas y desventajas metodo­

lógicas de las modificaciones introducidas en la geometría de la parte 

terminal de nuestro modelo de cánula con respecto al modelo Gaddum-~er~ 

Ya que el factor más común de falla experimental es la obstrucción del flujo del lí--

quido infundido por la presencia de fragmentos de tejido y/o coágulos 

sanguíneos ( Bayón y Drucker-Colín, 19~5, Redgrave, 19~5), decidimos a­

nalizar la frecuencia de la ocurrencia de·--accidentes hi~rodinámicos 

( obstrucci6n) y vasculares (sangrado) como marcadores "físicos" de le­

sión durante el curso de la perfusión usando uno y otro modelo de cánu­

la. 

Nuestros resultados muestran que con el empleo de nuestro modelo de ~ ca 

nula como herramienta de perfusión, la incidencia de los episodios de 

sangrado se reducen a aquellos que se presentan en forma ocasional y,a 

los que casi inevitablemente ocurren después de la inserción aguda de 

la cánula ( la introducción inicial de ésta a través del parénquima neE 

vioso invariablemente da origen a la ruptura de vasos pequeños, pe~o 

el sangrado que por esto se produce es de escasa magnitud y tiende a c~ 

der en unos cua~~os minutos ( ver citas: I, Tabla II; II, Tabla II). 

En igual forma, se favorece también una marcada disminución ( del a'3% 

con el modelo Gaddum-Myers a 16% con nuestro diseño) en la incidencia 

de obstrucciones al flujo del .líquido de perfusión (consideradas como 

aquellas en las que se produce un déficit en la recuperación del líqui-
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do infundido mayor del 51 del total esperado por fracción colectada y 

que, invariablemente requier~n de la extracción y limpieza d~ la cin~ 

la para subsanarlas) (ver también en citas: I, Tabla II; II, TablaII~ 

La explicación más razonable para interpretar estos resultados parece 

radicar en que nuestro modelo de cánula de "punta ranurada", al mini­

mizar .los efectos traumáticos que por la circulación directa del lí-­

quido de· perfusión se produce durante la perfusión (fenómeno que se 

favorece en el diseño Gaddum-Myers), reduce el desarrollo de la ero-­

sión y la consecuente lesión del tejido perfundido. 

Colateralmente, otros autores también han diseñado y puesto a prueba 

modelos alternativos de cánulas que ofrecen la posibilidad de obtener 

un alto índice· de perfusiones exitosas (~ 901) (Philippu y Col. 1973; 

Philippu, 1985; Iijima y Nunoki, 1985) (ver Fig. 5, sección de Gener~ 

lidades y Antecedentes de la tesis), tratando también de evitar el -­

contacto direcio del tubo de. infusión can el tejido. Sin embargo, ~u 

principal inconveniente radica en que la modificación introducida en 

la disposicion geométrica. de los tubos en la punta de la cánula (en -­

comparación ~on el -modelo Gaddum-My~rs) reduce la superficie de in-­

terfase de difusión entre el medio de perfusión y el tejido, en fun~ 

ción directa al tamaño del área que forma el corte transversal del~ 

tubo de extracción. Esto hace necesario, que, para aumentar y mante-­

ner una superficie de contacto com~arable al modelo Gaddum-Myers, te~ 

gan que usarse tubos de diámetro mayor, generalmente inadecuados en -

la perfusión de cerebros de especies pequeñas, en donde frecuentemen­

te se requiere la experimentación de estructuras neurales de tamaño 

reducido. 

A este nivel de resultados es claro, que aunque con el uso de nuestro 

modelo de cánula estabamos en posibilidad de disminuir marcadamente 

la frecuencia de la ocurr.encia de accidentes que lesionan al tejido 

y, por ende. la falla experiment~l de las perfusiones, no nos encon-­

trábamos a~n en condiciones ·de validar su uso como herramienta de pe~ 

fusión, ya que era imprescindible conocer el grado de lesión y el es 

tado funcional del tejido durante el curso de la perfusión con ambos 
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modelos de cánula. 

As!, como primer paso nos propusimos valorar y validar la utilidad 

que ofrece la med~ción de la liberación en el perfusado de diversos 

"marcadores bioquímicos" que ~eleccionamos como posibles indicado-­

res de daño y viabilidad y funcionalidad celular del tejido en perfu-

. -sion. 

VALIDAcioN. DEL uso DE MARCADORES BIOQUIMICOS EN LA 

VALORACION DEL DAgO TISULAR EN EL SITIO DE PERFUSION 

Aunque diversos autores han empleado para estos fines la medición de 

un grupo heterogeneo de sustancias en el tejido nervioso, nuestra e-­

lección se centró fundamentalmente en la posibilidad de implementar 

ensayos de bajo costo que permitieran su medición en los perfusados 

en forma relativamente fácil y reproducible. 

Nuestro diseño experimental se basó en el ·análisis de los siguientes 

parámetros metodológicos: 

a). Utilidad de ~a medición de la liberación de los marcadores selec­

cionados en la detección y _señalamiento de la ocurrencia de lesión 

del tejido durante la perfusión. Para tal fin,establ~cimos niveles de 

medición de los marcadores seleccionados (vera continuación) bajo 

condiciones "control" (en ausencia de la presentación de indicadores 

~ísico~de lesión). Una vez hecho esto, se determinaron valores expe­

rimentales de su liberaci5n durante la ocurrencia de eventos que pro­

piciaran la lesión del tejido; como es el caso de factores accidenta­

les de tipo hidrodinámico ( ,obstrucción en el flujo del líquido) o~~ 

vasculares (sangrado) y, a~icionalmente, por procedimientos intencio­

nales del experimentador, mediante la introducción inicial de la cá­

nula ( al comenzar el -experimento) y/o por su extracción y reinser-­

ción voluntaria al final de la sesión. 

b). Especificidad y confiabilidad de su liberación como consecuencia 

directa de la lesión del tejido. Tocante a este punto, se investigó 

en paralelo la posibilidad de aumentos en su liberación asociados a 

procedimientos que incrementan la actividad neural del tejido perfun-
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dido mediante estímulos despolarizantes locales. 

Material protéico total y deshidrogenasa láctica.- Inicialmente deci~ 

dimos explorar la validez de usar la medición de la liberación de am­

bas sustancias como posibles marcadores de daño tisular durante la -­

perfusión in vivó de regiones estriatales de la rata. Por un lado,las 

concentraciones de proteína total pueden ser fácilmente medidas en 

los perfusados debido a que sus niveles normales en el líquido extra­

celular del tejido nervioso son altos ( 0.61 de la proteína total del 

cerepro) (Hofstein y Col. 1983). Por otro lado, ya que la deshidroge­

nasa láctica (LDH) es· una enzima soluble, compartament~lizada normal~ 

mente en el citoplasma celular, ha sido utilizada como "enzima de es­

cape" en la valoración del daño tisular (Wroblewski y La Due, 1955). 

En el líquido extracelular y plasma sanguíneo se han reportado valo-­

res de actividad altos ( Diem y Lentner, 1970), sin embargo, estos 

son en casi un orden de magnitud menores que los determinados para 

la fracción citoplásmica (Hesse y Col. 1984). Con estos antecedentes 

en mente, como hipótesis de trabajo esperabamos que cambios en la.con 

centración ( probablemente bruscos y de magnitud considerable) de am­

bos marcadores en el perfusado se encontraran relacionados y refleja­

ran la ocurrencia del daño celular (por lisis o edema) o alter•cio~~ 

nes en la permeabilidad vascular ( por edema o ruptura de vasos) en 
·, 

el tejido perfu~dido. 

Nuestros resultados iniciales indicaron que el daño tisular es señala 

do por elevaciones important~s de los niveles~ control" (condici~ 

nes "basales") del material protéico total y la actividad de la des­

hidrogenasa láctica en los perfusados. El daño mecánico inducido por 

la introducción inicial de la cánula, o por su extracción y reinser-­

ción voluntaria~ invariablemente producen un incremento ~ignificativo 

en la liberación de los marcadores hacia el perfusado( ver en citas: 

I, Fig.3, Tabla I; II,Tabla I). Un aumento importante (aunque no tan 

dramátiio c~o en los casos anteriores) se.obtiene también a conse-~­

cuencia de la presentación de factores que accidentalmente lesionan -

al tejido perfundido ( sangrado u obstrucciones en el flujo del líqui­

do con más del 5% de pérdida del volumen total de recolección espera--
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do) (ver en cita I, Fig. 3) • Estas observaciones sugieren que, bajo 

tales condiciones experimentales que producen la alteración de la in­

tegridad tisular del sitio de perfusión, la liberación y la recupera­

ción aumentadas de los marcadores en el perfusado probablemente sea -

el reflejo de cambios importantes en la permeabilidad celular y vas­

cular ( casi siempre hubo sangrado) que causan la "descompartamental! 

zación" de ~us sitios de almacenamiento tisular.Midiendo la libera-~­

ción de proteínas específicas de tejido nervioso (S-100 y 14-3-2) y -

lb .,. . 125 d d d - 1 a umina-I e sangre como marcadores e ano neura y vascular en 

la perfusión ,respectivamente, Honchar y colaboradores (1977) han su­

gerido que estas interpretaciones son plausibles. 

Por otro lado, aún cuando parece clara la asociación entre aumentos -

paralelos en la liberación del material protéico total y la actividad 

de deshidrogenasa láctica con los parámetros "físicos" que señalan -

la lesión tisular, la medición en la liberación de ambos marcadores -

también puede ofrecer la oportunidad de detectar la ocurrencia de d~ 

ño a la preparación aún en situaciones donde no es concurrente su pr~ 

sencia. Este hecho se ve apoyado por nuestra observación que 4emues-~ 

traque cerca ~el 10\ de las elevaciones de los niveles de los marca·· 

dores detectadas en perfusiones individuales ( dato no mostrado en·:­

las publicaciones I y II) se presentaron en ausencia visible de acci­

dentes vasculares e hidrodinámicos. La interpretación de estos re~ul­

tados es difícil de precisar. Sin embargo, ya que nuestro animal de -

experimentación se encuentra consciente y en libertad de movimiento -

durante la perfusión, es factible pensar que cambios bruscos en la p~ 

sición de su cabeza se acompañen de movimientos posicionales compen­

satorios del cerebro dentro de la cavidad craneal ( si tomamos en 

cuenta que el órgano flota en el LCR que lo baña). En tal instancia, 

este fenómeno aumentaría la probabilidad del desarrollo del daño .a la 

preparación por los efectos traumáticos que la cánula produciría en 

la integridad.del tejido que está en contacto directo con ella misma. 

En extensión a los estudios antes mencionados, también se valoró la -

especificidad y confiabilidad de la liberación de los mismos marcado~ 

res en el señalamiento de la ocurrencia de accidentes que lesionan al 
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tejido. Nuestros resultados demuestran que solo los incrementos en -­

los niveles de actividad de la deshidrogenasa láctica ( con respecto 

al valor" basal" control) se pueden utilizar con tales fines. Aunque 

ia liberación del material protéico total aumenta a consecuencia de -. 
la lesión tisular, su liberación también resultó ser evocada sistemá­

ticamente por la aplicación repetitiva de estimulaciones químicas de~. 

polarizantes (SO mM K+) que aumentan la actividad de disparo de las 

células nerviosas del tejido perfundido ( ver citas: I, Fig. 3, Tabla 

I 1II, Tabla,I). Como se discutirá a continuación con mayor detalle 

(ver liberación de proteína total y acetilcolinesterasa), este resul­

tado no es sorprendente, ya que existen antecedentes experimentales -

(referidos en el inciso "D" de la sección de Generalidades y Antece-­

dentes de la tesis) que orientan a pensar que tal fenómeno secretorio 

puede representar una propiedad funcional del sistema nervioso. 

Adicionalmente, en contraposición a :nues:t:r.os datos sobre la libera-~­

ción de deshidrogenasa láctica, debo hacer mención que algunos auto-­

res han puesto en duda la especificidad del evento en el "marcaje bi~ 

químico" del daño tisular en el sistema nervioso. Con un sistema de 

perfusión análogo al nuest~o, -G~eenfield y colaboradores (1983 b) han 

reportado en la sustancia nigra aumentos significativos en su· libera­

ción por la aplicación local de co~centraciones despolarizantes de p~ 

tasio. Sus datos sugieren que su liberación no es artificial , ya,·que 

una porción importante (,::. 50%) de la enzima liberada bajo estas con­

diciones parece derivarse y asociarse a la actividad de disparo de 

las células nigroestriatales dopaminérgicas. Si el proceso secretorio 

de la enzima es exclusivo y conlleva algGn significado funcional en 

dicha estructura, se desconoce aGn. No obstante, nuestras observacio-­

nes sugieren, que al menos en las regiones estriatales exploradas en 

nuestro estudio ( nGcleo caudado y globus pallidus), no existen incre 

mentos en su liberación dependientes de aumentos en la actividad neu­

ral del área de perfusión y, por lo tanto, la medición de su libera-­

ción es confiable para valorar el daño tisular de nuestra preparación. 

En base a qué los resultados iniciale~ con estos dos marcadores nos 
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indicaban que únicamente los incrementos en la liberación de deshi­

drogenasa eran representativos y se relacionaban con especificidad a 

la ocurrencia de lesión tisular en nuestra preparación, decidimos 

extender paralelam·ente en nuestro estudio la valoración de la utili­

dad en la medición de la liberación en el perfusado de otras dos ac­

tividades enzimáticas hipotéticamente propuestas como marcadores de 

daño tisular en el sistema nervioso (Lajtha, 1983). 

Acetilcolinesterasa (AChE) y proteasas. La elección de estos marcado­

res se basó en los siguientes hechos: por un lado, la AChE presenta 

una distribución tisular amplia en el sistema nervioso central. Del 

total de la poza neuronal, un tercio aproxima~amente se encuentra uni­

da a la membrana (Rotundo y Frambough, 1980 a y b). El resto de la 

fracción celular es soluble, citoplasmática. En el plasma sanguíneo 

se han reportado niveles de actividad altos y, comparados con los va­

lores obtenidos en el líquido de perfusado de algunas estructuras 

cerebrales (sustancia nigra y núcleo caudado), son en casi dos orde­

nes de magnitud mayores (Greendield y Col. 1983a). En cuanto a la ac­

tividad de proteasa, nos basamos en el hecho de que ésta se encuentra 

mayoritariamente confinada y compartamentalizada a nivel de estructu­

ras que participan normalmente en la degradación proteolítica intra­

celular (lisosomas) (Lajtha, 1983). As!, al igual que con nuestros -­

dos marcadores de lesión inicialmente estudiados, también esperabamos 

que la ocurrencia del daño tisular-en el tejido perfundido se señala­

ra por aumentos en la liberación de estas actividades enzimáticas en 

el perfusado. 

Nuestros resultados mostraron que la medición de la actividad de los 

dos marcadores en el perfusado es útil en el señalamiento de la 

lesión del tejido.Así, el trauma mecánico intencionalmente inducido 

al tejido en perfusión (extracción y reinserción voluntaria de la 
11 ti 

cánula) produce un incremento importante (con respecto al valor basal 

control) de la liberación de ambas actividades enzimáticas (ver en 

citas: I, Tabla I; II, Tabla I). Al igual que para la proteína total 
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y deshidrogenasa láctica, el aumento súbito en la liberación de ambas 

actividades enzim(tic~s muy probablemente refleja el "escape" que 

s~fren a consecuencia del daño celular y vascular que alteran su com­

partamentalización. De hecho, en comparación con los niveles de 

proteína total y deshidrogenasa láctica liberados durante la lesión, 

la magnitud del incremento (expresado como el, de aumento sobre el 

valor basal promedio) observado para estas actividades enzimáticas 

fue generalmente más bajo. Esta situación probablemente reflefa la 

heterogeneidad de los niveles de nuestros marcadores en el tejido. 

Sin efubargo, mediante nuestra "prueba" de especificidad de marcaje de 

lesión tisular, solo la liberación de la actividad de proteasas demos­

tró una asociación exclusiva con este evento, ya que la de la activi­

dad de acetilcolinesterasa, aunque también se indujo por la lesión 

del tejido de perfusión del globus pallidus y núcleo caudado, su li­

beración también pudo ser evocada por nuestras condiciones despolari­

zintes con alto potasio en la Última estructura .(ver en citas: I, Ta­

bla I¡ II, Tabla I). El último resultado no fue del todo novedoso 

para·nosotros, ya que algunos reportes experimentales han demostrado 

la liberación evocada de esta actividad enzimática en distintas prepa­

raciones in vitro e in vivo de tejido nervioso (inciso "D" sección de 

Generalidades y Antecedentes). Más aún, Greenfield y Col. (1980, 

1983a) han demostrado en una preparación de pe~fusión intracerebral 

in vivo de gato anestesiado, la coincidencia temporal de la secreción 

·de proteína total y AChE durante la despolarización del tejido neural 

de la sustancia nigra y núcleo caudado con altas concentraciones de -

potasio. As{, por lo ·consiguiente, nuestros resultados sobre la libe­

ración evocada por estímulo despolarizante de AChE y proteína total 

(inicialmente propuestos riomo marcadores de lesión tisular), confir-

man y extienden las observaciones de estos autores a la región caudo­

palidal de la rata en libertad de movimiento. 

En vista de que una parte importante del estudio realizado en el pre­

sente trabajo de tesis se abocó subsecuentemente a la exploración de 
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la liberación protéica bajo condiciones despolarizantes del tejido de 

perfusión, más delante discutiremos por separado lo ~ertinente a este 

cuerpo de información. 

En resumen, tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que solo 

los aumentos en la l~beración de la actividad de deshidrogenasa lácti­

ca y, me~os ·ostensiblemente la de proteasa, pueden ser usados con 

especificidad y confiabilidad como indicadores bioquímicos que señalen 

la ocurrencia de daño tisular durante el curso de la perfusión in vivo. 

Para tal propósito, no nos resultaron Útiles la medición de los nive­

les de material protéico total y acetilcolinesterasa que inicialmente 

propusimos como marcadores de daño tisular, ya que, aunque también 

logramos observar aumentas considerables de sus niveles en el perfusa­

do por la ocurrencia de dicha contingencia en la preparación, también 

obtuvimos incrementos (a pesar de que no son tan marcados como los 

provocados por la lesión del tejido} importantes a consecuencia de la 

aplicación de estímulos despolarizantes en ei tejido perfundido. 

VALIDACION DEL USO DE MARCADORES BIOQUIMICOS 
.. 

EN LA VALORACION DE LA VIABILIDAD Y FUNCIONA-

LID~D TISULAR EN EL SITIO DE PERFUSION. 

~ e~te nivel de resultados, es claro que aunque ya estabamos en posi-
... 11 .,. ' II ,, ' , , 11 d 'bl ~ilidad de disponer de parametros fisicos y b1oqu1m1cos me 1 es para 

ietectar con confiabilidad la ocurrencia de daño tisular a nuestra 

?reparación, no contábamos con indicadores que nos permitieran regis­

trar el grado de viabilidad y funcionalidad del tejido a lo largo del 

:urso temporal del. experimento (usualmente la duración de cada sesión 

ie perfusión era aproximadamente de seis horas). Desde el punto de 

,ista electrofisiológico, uno de los procedimientos experimentales 

~ue se ha implementado para valorar dichos parámetros funcionales 

iurante la perfusión se ha basado en el registro de la respuesta 

!léctrica (actividad de disparo) neuronal evocada por la estimulación 

iespolarizante (Hesse y Col. 1984). Sin embargo, ya que en el sistema 
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nervioso este evento electrofisiológico se acompaña generalmente de -

la liberación de mansajeros químicos, nos propusimo~ usar y validar 

como "prueba" de exploración de la viabilidad y funcionalidad de nues­

tra preparación el exámen de la capacidad que exhibiría el tejido 

perfundido para liberar este tipo de agentes neuroactivos durante el 

curso de la perfusión. Para tal propósito, seleccionamos medir (si-
• 

multáneamente y comparativamente) la liberación evocada·por la apli-

cación d~ estímulo químico despolarizante (SOmM K+) de GABA-H 3 (car­

gado exógenamente al tejido) y de encefalina endógena .en el globus 

pallidus, ya que aquí, dichas sustancias exhiben funciones transmiso­

ras y niveles de concentración abundante (lo que aumenta la probabili­

dad de -obtener incrementos de liberación importantes que faciliten su 

detección óptima en el perfusado)·. 

~uestros resultados demuestran que la medición de la liberación de 

imbos transmisores en el perfusado es un parámetro útil para registrar 

~l grado de viabilidad y funcionalidad del tejido durante el curso de 

la perfusión. Así, la estimulación repetitiva con altas concentracio-

1es de potasio (us~almente a las 3.5 y 5.5 horas después de haberse 

iniciado la perftisión) ~redujo incremento~. importantes en la libera­

:ión de los dos transmisorés (ver en citas: r~ Fig. 4¡ II, Tabla I). 

~o obstante1 el análisis comparativo entre la magnitud del valor del -

tumento de GABA-H 3 obtenido en la primera estimulación (3.5 hr), con 

~especto a la segunda (5.5 hrJ, nos mostró un decremento sistemático 

:n los niveles de liberación del aminoácido en la última condición 

ixperimental. Ya que en la encefalina endógena observamos paralelamen­

:e una respuesta estable al evocar su liberación por el mismo proce­

.imiento químico, este fenómeno probablemente no se relaciona a un 

año tisular progresivo que disminuye el área de tejido viable en el 

itio de perfusión durante el curso del experimento. Así, la inter­

retación mas lógica para explicar el decremento en la respuesta libe­

adora del aminoácido parecería radicar en que si tomamos en cuenta -

ue una vez que ha sido cargado y captado por las células nerviosas, 

ste se encuentra sujeto a procesos catabólicos y de redistribución 

ue derivan la marca hacia otros metabolitos y compartimientos sub­

elulares con el consecuente agotamiento de las pozas tisulares de 
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almacenamiento a partir de las cuales se libera (Tapia, 1976; Gauchy 

y Col. 1977). De hecho, nuestros experimentos sobre ~a identidad de~ 

la marca orientan a pensar en tal sentido, ya que a las tres horas de 

perfusión, el 60% 'de la radioactividad liberada en condiciones basa­

les corresponde al GABA, proporción que se ve reducida al 30% después 

de la sexta ·hora. Dentro de este contexto-, cabe hacer mención que 

otro fenómeno concurrente que coadyuvaría a disminuir progresivamente 

la disponibilidad tisular del aminoácido marcado para su liberación, 

estaría dado por el agotamiento que induce su propia liberación 
•l •• 

"espontánea" (condiciones nasales) a lo largo del curso temporal de 

la perfusión. 

En extensión a los resultados antes citados, con el objeto de validar 

la especificidad y confiabilidad que nos ofrece la medición de la li­

~eración de estes transmisores en la evaluación de la viabilidad y -­

funcionalidad tisular, también medimos su liberación bajo condiciones 

ie daño tisular. A pesar de que nuestros resultados demuestran la pre 

3ericia de incrementos impor~ante~ en la liberación de. ambas sustan-­

:ias, que se asocia y señala la ocurrencia de daño tisular (lo cual 

~ra de esperarse por la lisis celular que puede suceder en esta cir­

:unstancia), su liberación en respuesta· a la estimulación química de~ 

,olarizante generalmente fue( aunque a veces se observó una recuper~ 

:ión parcial en la respuesta) bloqueada después de la incidencia de 

:rauma mecánico que dañara a la preparación( sangrado u oclusión con 

iéficit ~5% en la recuperación del líquido de perfusión). 

>orlo anteriormente expuesto, los cambios de la respuesta en la libe 

~ación evocada de encefalina endógena durante la perfusión parecen r~ 

>resentar un indicador adecuado para la valoración de los cambios en 

.a funcionalidad y responsividad del tejido neural durante el curso 

te la perfusión in vivo del globus pallidus. Con el mismo propósito 

1uede ser usada la medición de la liberación evocada por estímulo 

¡uímico despolarizante del GABA-H 3 cargado exógenamente al tejido. Sin 

:mbargo, debido al hecho de que el decremento en su liberación por -
11 

.stimulación despolarizante sea probablemente el reflejo de su agota-
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niento" tisular, proponemos una utilidad secundaria en el marcaje de 

la viabilidad de nuestra preparación durante la perfusión. 
" 

~sí, los resultados sobre la medición de la liberación de marcadores 

~ue específicamente nos permitían registrar el daño y la viabilidad 

tisular nos .indicaban que ya estabamos en posibilidad de llevar a cabo 

el estudio de validación del uso de nuestro modelo de cánula de punta 

ranurada como herramienta de perfusión. Así, los dos tipos de cánula 

(el nuestro y el modelo Gaddum-Myers) fueron comparados paralelamente 

en relación al daño y la viabilidad del tejido durante la jerfusión 

en ausencia de accidentes vasculares e hidrodinámicos. Con tal fin, 

ltilizamos la medición de la actividad de deshidrogenasa láctica libe­

cada al perfusado en condiciones "basales" (no estimulac~Ón) como 

narcador bioquímico específico de lesión, y la libera~ióri "basal" y 

1 estimulada" de GABA-H 3 exdgeno y encefalina endógena como indicado­

:es bioquímicos para registrar la viabilidad y·funcionalidad del 

;ejído de perfusión. 

{uestros resultados muestran, por un lado, .que el promedio de las ac­

;ividades de deshidrogenasa láctica obtenidos en los perfusados en· · 
. . 

:ondiciones basales con el modelo Gaddum-Myers no es .significativamen­

:e diferente al estimado con el uso de nuestro modelo (1.5 ± 0.7 u/ml 

f 1.1 ± 0.6 u/ml, respectivamente) (ver en cita I, Fig. 5; II, Tabla 

[I). Por otro lado, en cuanto a la valoración de la funcionalidad y 

,iabilidad del tejid~ con cada una de las cánulas,. los resultados 
- 3 indican que la-liberación basal y estimulada de GABA-H y encefalina 

son similares con el u~o de ambos modelos durante el transcurso de 

:inca horas de perfusión (ver en citas: I, Fig. 5; II, Tabla II). En 

,ista de que no pudieron ser detectadas diferencias cuantitativas en 

Los parámetros funcionales medidos, nuestros resultados, tomados en 

:onjunto, sugieren que a pesar de las marcadas diferencias en la fre­

:uencia de lesiones accidentales (sangrado y obstrucciones en el flujo 

iel líquido) que se observan durante las perfusiones con los. dos mode­

los de cánula (significativamente menores con nuestro diseño), el daño 

:onstante y paulatino,· producido predominantemente por el trauma 
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necánico que la circulación del líquido ejerce sobre el tejido con su 

:onsecuente ~rosión durante la perfusión (en ausencia de accidentes), 

se mantiene estable y es comparable con el uso de ambas cánulas. 

?aralelamente, consideramos la posibilidad de que la disminución de la 

Erecuencia d"e las oclusiones (ventaja buscada) lograda con nuestro mo­

ielo de cánula pudiera ser debida a la existencia de un corto-circuito 

(una desventaja no buscada) en la circulación del líquido en la punta 

le la cánula, que trajera consigo una baja eficiencia de difusión en­

:re el medio de perfusión y el tejido y/o vicerversa. En función de 

!Sto, con el objeto de evaluar la variable de difusión tejido-medio 

ie perfusión, decidimos comparar la eficiencia de ambos modelos para 

~uestrear (recolectar) un marcador bioquímico tisular endógeno duran­

;e la perfusión. Ya que el material protéico total recuperado en los 

,erfusados en condiciones basales y en ausencia de daño mecánico tisu­

.ar accidental es representativo en gran parte del que se encuentra 

1resente normalmente en el. líquido extracelular ( y no de daño tisu­

.ar) (Greenfield y Col. 1983ar Hofstein y Col. 1983) 1 y presenta nive­

.es estables durante el curso de la per~usión (al menos hasta las seis 

.oras de experimentación), ~ecidimos _emplearlo como indicador de efi­

:iencia de recolección de nuestras dos cánulas. También, con el fin de 

valuar la variable de difusión medio de perfusión-tejido, valoramos 

a eficiencia de ambas cánulas para liberar salutes hacia el tejido -

erfundido. Para esto, empleamos la medición de la captación tisular 
3 el GABA-H , ya que el transmisor es adicionado exógenamente al tejido. 

uestros resultados indican que no existe una diferencia cuantitativa 

ignificativa en los niveles de proteína recogida en los perfusados 

on el empleo de ambos modelos de cánula (3o± 12 pgr/ml para el 

addum-Myers y 35 '!: 15 µgr /ml para el nuestro) (ver citas:. I, F ig, 5 ;-

I, Tabla II). Por· otro lado, nuestros resultados también muestran 

ue la capacidad de difusión del GABA-H 3 hacia el tejido es muy simi-

ar con el uso de ambos modelos de cánula (un valor promedio de capta­

ión del 28 ! 5% del total del cpm del aminoácido cargadas al tejido 

e obtuvo para el Gaddum-Myers y 29 ± 6% para el nuestro) (ver en cita 
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II, Tabla II). Estas observaciones sugieren que, aún sin excluir la 

posibilidad de que el corto-circuito del líquido de perfusión sea una 

condición implícita en la punta de nuestra cánula, los efectos que 

sobre la eficiencia de ésta pudiera producir serían despreciable, ya 

~ue no alteran los parámetros de difusión medio de perfusión/tejido y 

tejido/medio de perfusión medidos en nuestro estudio. Así, en resumen . 
?Odemos ~oncluir que el uso de nuestro modelo de cánula de punta ranu­

rada como herramienta de perfusión ofrece como principal ventaja el 

:educir la incidencia de accidentes que lesionan al tejido durante la 

?erfusión, manteniendo la misma eficiencia de muestreo (difusión teji­

io~medio) e "infusi6n" (difusión medio-tejido) del disefio Gaddum-Myers. 

:oncomitantemente a estas ventajas experimentales, el número de perfu­

~iones exitosas aumenta con nuestro disefio. 

,IBERACION DE MATERIAL PROTEICO TOTAL Y ACETILCOLINESTERASA 

:amo ya se mencionó con anterioridad, los aumentos en la liberación -

le material proteico total y actividad de acetilcolinesterasa en el 

1erfusado no resultaron ser inducidos específicamente por la ocurren­

:ia de lesión ~is~lai·~ ia preparación, ya que la liberación de ambos 

:ompuestos también fue facilitada a consecuencia de la aplicación lo­

:al de estímulo químico (SOmM K+) despolarizante en el núcleo caudado 

·, solo de proteína total, en el globus pallidus de nuestro modelo 

.nimal de estudio (rata)~ 

priori, estos resultados sugieren inmediatamente las siguientes 

nterrogantes: 

) . Por las implicaciones funcionales que la liberación proteica ten­

ría en el sistema nervioso, ¿ Realmente la iden:idad química del ma­

erial reactivo a Lowry es de naturaleza protéica? 

) . De ser así,¿ Los aumentos en la liberación de estos compuestos 

uímicos representa un evento fisiológico (y no artificial), esto es, 

en consecuencia directa del incremento de la actividad del tejido 
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1ervioso o, en otros términos, liberados específicamente por la desp2 

Larización del mismo? 
.. 

:). En tal instancia, lDependería su liberación de la presencia del 

:alcio en el medio extracelular, como ya se ha descrito para la libe­

~ación evocada por despolarización de mensajeros con función transmi­

iora en el sistema hervioso? 

t) .Si éste fuera el caso ,¿ eue población celular, al menos en las re 

riones estudiadas, sería la responsable de su liberación y cuales 

.os .mecanismos a través de los cuales se realiza? 

.). lEs posible que así como el tejido los libera bajo condiciones 

:ue lo despolarizan, también lo haga en forma ºespontánea", esto es , 

con~ecuencia d~ la actividad neural de base( no estimulaciónl, como 

n el caso de sustancias con función tr~nsmisora probada?. Si éste -

sel caso, lQue interpretación(es) experimental(es) tendrían nues--­

ros niveles de liberaciónº basal" control? ,lSeguirían siendo fide­

ignos también como parámetro que refleja lesión tisular por la ero-­

ió'n que ·el líquido de perfusión produce·en el tejido durante la per­

usión? 

) . Por Último, si la liberación de estos compuestos representa un e­

ento fisiológico probable implícito en el sistema nervioso (como ya 

o han postulado otros autores), lQue signif~cado(s) funcional(es) 

endría(n) en el mismo? 

on tal formato de preguntas en mente, a continuación trataré de dis 

utir por separado lo pertinente a cada una de ellas. 

). Existe· la posibilidad de que la presencia de material no protéico 

n el perfusado (ejemp.alta fuerza iónica de sales, catecolaminas, 

mino&cidos, etc.) contribuya a la reacción de Lowry (Chou y Goldstei~ 

960; Bensadoun y Weinstein, 1976) y, por lo consiguiente, nuestros -

alares de material protéico total estimados por el método no sean 

eales, sino más bien se encuent~en sobreestimados por un artificio -

106 



netodológico del ensayo. Sin embargo, dos hechos posibilitan afirmar 

~ue, aunque sin excluir la posibilidad de la injerencia del artifi--
.. 

:io del ensayo en nuestras determinaciones, la naturaleza protéica de 

-:1.l menos 1:1na _porción de nuestros valores de·-proteína total estimados en el perfusa-

io es. casi segura: detección poi: nosotros (dato no mostrado en 

.as publicaciones I y II) y por otros autores (Drucker-Colín y Col . 

. 975) de m6ltiples cbmponentes mediante procedimientos electroforéti­

:os en géles de poliacrilamida con métodos de tinción ~omGnmente em-­

,leados en la identificación de proteínas (ejemp. azul de comassieu 

• nitrato de plata) ; medición concomitante por el Lowry (Lowry y 

'.ol. -1951) y Bradford (1976), ensayos que ope~an a través de diferen­

:es principios químicos en la determinación de.proteínas, de niveles 

.e liberación "basales" (condiciones control) y , más aGn, de incre-­

.entos significativos de estos por la despolarización local del teji­

o con alto potasio ( ver nuestro resultado de la Fig. 2 en la cita 

I) • 

). Se ha puesto en duda la utilidad del empleo de altas concentraci~ 

es de potasio como procedimiento ex~erimental para estudiar la éspe­

ificidad de la liberación de transmisores en el sistema ·nervioso.Por 

n lado, algunos autores (Lorenzo y CoL. 1975). han sugerido que dicho 

rocedimiento puede favorecer el desarrollo de cambios importantes en 

a permeabilidad de la barrera hematoencefálica. En tal instancia, ya 

ue los niveles plasmáticos de la actividad de acetilcolinesterasa y 

a concentración de proteína total son significativamente mayores 

ue Los del líquido extracelular cerebral (Greenfield y Col. 1983a), 

odríamos plantea~ la posibilidad de que el incremento ( o al menos 

na porción del mismo) evocado en la liberación de ambos compuestos -

n el perfusado por la administración de la alta concentración de p~ 

asio( ejem. SO mM) se debiera, además de a la despolarización nervi~ 

a, a la contaminación plasmática inducida por un.posible cambio en -

a permeabilidad de la barrera hematoencefálica del tejido en perfu­

ión. Desde este punto de vista, en nuestros resultados no podemos e_! 

luir la posible participación de dicho fenómeno, fundamentalmente -

orque no se implementó la medición concomitante de la liberación de 

marcadores bioquímicos" mayoritariamente compartamentalizados en el 
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!Spacio intravascular durante las condiciones despolarizantes. No ob~ 

~ante esto, en apoyo a nuestras observaciones, Greenfield y colabora-.. 
lores (1980 y 1983a) que también han reportado incrementos paralelos 

!n la liberación in vivo de acetilcolinesterasa y proteína total~ 

·ocados por un procediemiento despolarizante análogo al nuestro (a! 

;o potasio) en la sustancia nigra del gato anestesiado, sugieren que, 

.unque el alto potaslo favorezca el desarrollo de una permeabilidad -

·ascular aumentada en el tejido perfundido, su contribución para ex--

1licar el incremento de los niveles d~ ambos compuestos en el perfus~ 

.o sería despreciable, ya que los niveles de liberación medidos 

.ambién durante la misma condición despolarizante) de la colinestera­

a inespecífica ( la cual representa el 50% del total de la pobla--­

ión de las colinesterasas plasmáticas y cuyos valores de actividad 

on 140 veces mayores que los determ·inados en el perfusado bajo candi 

iones de reposo) no sufren.cambios significativos durante la despo-

arización con el ión. En apoyo a esta propuesta, los mismos autores 

Greenfield.y Col. 1983a) demostraron que la actividad específica de 

a acetilcolinesterasa, cuyo valor es significativamente más alto en 

1 perfusado ~e condiciones "basales" que en el plasma, tampoco sufre 

lteración alguna p-or -la manipulac-ic5n despolarizante ( un decremento 
• ""' ,, 11 

e tal valor se esperaria si hubi~ra un escape de la enzima al espa--

' io intraváscular por una permeabilidad hematoencefálica aumentada). 

n nuestro laboratorio hemos obtenido evidencias experimentales adi-­

ionales que orientan a pensar también en el origen neural del mate-­

ial protéico liberado. Los resultados de Oksenberg y colaboradores -

Tesis, 1987) y Leff y colaboradores (Tesis,en preparación) demues--­

ran que al menos una porción de la proteína total liberada por la 

espolarización co~ alto potasio puede -ser sintetizada a partir de a­

inoácidos radiactivos precursores inyectados en el estriado de rata. 

in embargo, es evidente que otros procedimientos despolarizantes 

ejem. estimulación eléctrica, neurotoxinas como la veratrina que au­

enta la conductancia al sodio, etc.) deben ser utilizados colateral­

ente para valorar la especificidad fisiológica de la liberación neu­

al de estos compuestos.En adición a este último punto, nuestros re-­

ultados también demuestran incrementos en la liberación estriatal de 

roteína total evocados por la administración sistémica (intraperito-
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neal) de drogas que aumentan la actividad de disparo neuronal (metr~ 

zol) (ver en cita II, Fig.3). 

Por otro lado, y en extensión al cuerpo de información antes mencio-­

nado,algunos autores han planteado que la liberación evocada por la 

despolarización con alto potasio podría representar también un evento 

artificial más que fisiológico, en vista de que el aumento de los ni­

veles de concentración del catión en el medio extracelular de prepar~ 

ciones aisladas de tejido nervioso produce edema y probable lesión c~ 

lular ( Roberts y Col. 1979). Si bien es cierto que,en nuestros estu­

dios no se efectuaron controles histológicos sistemáticos del tejido 

perfundido para detectar la posible ocurrencia de este fenómeno, deb! 

do fundamentalmente a que sería pr~cticamente imposible de distinguir 

entre el grado de lesión edematosa que se produciría en el tejido por 

la circulación constante del líquido durante la perfusión a aquella 

que sería específicamente inducida por la elevación de la concentra-­

ción del catión. Sin embargo, nuestros resultados demuestran una au-­

sencia de incrementos significativos de la liberación de la activi-­

dad de la deshidrogenasa láctica durante la despolarización eón el 

alto potasio. Resultados similares han reportado Greenfield y colabo­

radores (1983a) también con el empleo de la medición de la misma acti . -
vidad enzimática liberada al perfusado en el control. de la especifi­

cidad fisiológica de la liberación evocada por el alto potasio de ac~ 

tilcolinesterasa y proteína total en la sustancia nigra del gato anes­

tesiado. Estas observaciones, aunque no excluyen la posible ocurren-­

cía de este tipo de daño celular ocasionado por el alto potasio en 

preparaciones de tejido de perfusión in vitre , si sugieren que al 

menos en nuestro modelo experimental in vivo, sus efectos sobre la 

participación en el aumento de la liberación evocada de acetilcolines 

terasa y proteína total serían de poca importancia. 

En apoyo a estas interpretaciones, nuestros resultados también mues-­

tran una diferencia en los perfiles de los cambios evocados en la li­

beración de proteína total y actividad de acetilcolinesterasa en el 

núcleo caudado y globus pallidus ( ver en citas: I, Tabla I; II, Ta-­

bla I), ya que en la última estructura no se obtuvieron incrementos 
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significativos en la liberación de la actividad enzimática asociados 

a los de proteína total por la aplicación local del alto potasio.Es--
~ 

tas observaciones sugieren la exclusión de un fenómeno artificial un! 

forme del ~lto potasio en la facilitación de la liberación de estos 

compuestos. 

' Así, todas las evidencias experimentales presentadas con anterioridad 

~rientar!an a pensar, en conjunto, que los incrementos en la libera-­

oión de la actividad de acetilcolinesterasa y proteína total son con­

secuencia, al menos en parte, del efecto despolarizante que la alta -

:oncentración de potasio produce en el tejido nervioso en perfusión. 

:). En nuestros estudios iniciales sobre la liberación de la activi-­

iad de acetilcolinesterasa y proteína total no investigamos el efecto 

¡ue la omisión de calcio en el medio de pérfusión produce sobre la 

:espuesta liberadora de ambos compuestos evocada por el alto potasio. 

:omo· justificante de tal situación debo mencionar que se debió fun-­

iamentalmente al hecho de que la medición de su liberación se enfocó 

?rimariamente como un parámetro de valoración experimental hipotéti--
-

:o de la ocurrencia de dafio tisular en ·la--preparación._ Sin embargo, 

~í se exploró ulteriormente la dependencia de calc~o de la liberación 

!vocada de proteína total por el alto potasio. Nuestros resultados in 

iican un decremento parcial (;:=:. 60%) en la magnitud de la respuesta 

:ontrol (alto potasio en presen~ia de calcio en el medio.de perfusión) 

:uando se omite la aplicación del catión durante la despolarización -

: ver en cita II, Fig.4). A priori, el resultado sugiere que al menos 

ína porción del material liberado en la condición control (TK+ Ca++) 

iependería de la existencia extracelular del catión en el tejido de 

>erfusión,lo cual refuerza aún más la especificidad de la liberación 

,rotéica que se evoca por este procedimiento despolarizante y permite 

~ilucidar el probabl~ origen celular de la proteína liberada (ver más 

idelante el inciso "d" ) . Sin embargo, algunos autores ( Van der Hey­

ien y Col. 1985) han objetado la omisión del calcio en el medio de -

,erfusión, como procedimiento confiable para lograr una depleción e-­

:iciente in vivo de los niveles extracelulares del catión en el teji 

~o de perfusión. Desde este punto de vista,se piantea que, a diferen-
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=ia de la perfusión de preparaciones in vitre ( en donde generalmente 

la respuesta liberadora evocada por la despolarización con alto pota-.. 
si9 es abolida en ausencia de calcio en el medio de perfusión), en la 

?erfusión de preparaciones in vivo siempre hay que contar con el trans 

?Orte contínuo del catión hacia el área de perfusión a partir del te­

jido circunvecino. En base a esto, con el objeto de minimizar en lo 

?asible la injerencia de dicho fenómeno sobre la evaluación de la de 

?endencia del calcio de nuestra respu~sta de liberación de proteína -

:atal, empleamos la administraci~n constante y simultánea de EGTA 

: agente quelante del catión) en .el líquido de perfusión durante las 

iespolarizaciones con el alto potasio en ausencia de calcio·. En apoyo 

t la po•ible utilidad de este procedimiento metodológico mixto ( ami~ 

;ión de calcio+EGTA en el medio de perfusión) para asegurar la depen-

(encía de calcio de nuestra respuesta liberadora ( al menos de una 

1ordión de la misma) de proteína total, otros autores ( Greenfield y 

:al. 1983a) que no emplearon agentes quelantes del catión reportan 

.na retención importante del incremento evocado en la misma por el al 

:o potasio en auiencia de calcio . 

. ) • Así, basados en la acepción general de que únicamente la libera-­

ión neuronal ( y no glial) evocada por despolarización de agentes 

euroactivos con función transmisora es dependiente de la presencia -

e calcio en el medio extracelular, nuestro resultado que muestra una 

iberación de proteína total parcialmente dependiente nos posibilita 

lantear la hipótesis de que existan cuando menos dos poblaciones de 

roteínas liberables in vivo , que se liberarían a partir de elemen­

os celulares distintos en el estriado de la rata: neuronas y glía.De 

echo,la demostración de la liberación protéica en preparaciones in 

itro de cultivos de células neuronales ( Sweadner y Col. 1981 y 

983) y gliales (Arenander y de Vellis, 1980 y 1981 a y b) apoyarían 

sta propuesta.In vivo , el modelo neural del sistema nigro-estriatal 

opaminérgico.de liberación de acetilcolinesterasa es el que más ha -

osibilitado el estudio dal origen y los mecanismos de liberación -­

rotéica. Con la le~ión química unilateral de esta vía con la neuro-­

oxina 6-hidroxidopamina, Greenfield y colaboradores (1983b) reporta­

en un decremento del 85% en la tasa ~e liberación "espontánea" de la 
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enzima en la sustancia nigra, el cual se correlaciona en paralelo con 

una depleción del contenido tisular de dopamina. CQJ'l dicho resultado, 

los autores sugieren que la acetilcolinesterasa liberada en esta es-­

tructura derivaría casi exclusivamente de las células nigroestriata-­

les dopaminérgicas. Esta propuesta se ve corroborada por los hallaz­

gos que demostraron una inhibición total de la respuesta liberadora 

de la.enzima evocada por el alto potasio bajo dos circunstancias exp~ 

rimentales: ausencia de calcio en el medio de perfusión; y lesión de 

la vía nigro-estriatal dopamin~rgica ( Greenfield y Col. 1983b). Me­

diante el mismo procedimiento de lesión este grupo ·de trabajo ha re-­

portado que en el núcleo caudado, la magnitud de la reducción de la 

tasa d·e liberación "espontánea" de la enzima es de cerca del 70%, el 

cual se corresp~nde con el dec;emento producido en la liberación de 

ella en la misma región neural por la aplicación nigral de alto pota­

sio. Estos resultados sugieren, entonces, que cerca del 70% d~ la a­

cetilcolinesterasa liberada en el caudado tendría un origen presinap­

tico, a partir de las terminales nigroestriatales dopaminérgicas. Los 

datos se ven ampliados por los estudios que demuestran la asociación 

de los incrementos de la liberación de la enzima con la activación 

del sistema nigro-estriatal dopaminérgico por el agonista dopaminérgi 

ca anfetamina (Greenfield y Shaw, 1982). Así, cuando se administra 

el fármaco en la sustancia nigra, la liberación "espontánea" de la 

enzima muestra un incremento local importante y una disminución en el 

núcleo caudado ipsilateral • De hecho, en base a que las modificacio­

nes inducidas en la liberación de la enzima por la activación del sis 

tema nigro-estriatal dopaminérgico son análogas a aquellas que se ob­

servan en la liberación de dopamina por la aplicación nigral de anfe­

tamina (Leviel y Col. 1979), se ha propuesto un estrecho paralelismo 

2ntre la liberación de estos dos compuestos. Tres observaciones pare­

=en corroborar este planteamiento al menos en la sustancia nigra: si­

tios de almacenamiento intracelular común en el retículo endoplásmico 

~ugoso de las dendritas de las células nigroestriatales dopaminérgi-­

:as (Mercer y Col. 1979; Liesli y Col. 1980) ;liberación "espontánea" 
'" 

1 partir de las mismas estructuras subcelulares que no es bloqueada 

,or tetrodotoxina (TTX) y; liberación estimulada por el alto potasio 

1ue es dependiente de la presencia de calcio en el medio de perfusión 
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(Greenfield y Col. 1984). 

Por otro lado, en cuanto a los mecanismos participantes en la libera­

ción del ma~erial protéico, poco es lo que se conoce aGn de ellos.Sin 

embargo, se podrían plantear formas alternativas hipotéticas a partir 

de las cuales las proteínas podrían ser liberadas en el sistema ner-­

vioso: 

l. Se puede pensar que al igual que para el material protéico secret~ 

do por las células endocrinas o neuroendocrinas, la proteína libera-­

ble en el tejido nervioso sería sintetizada y empacada ulteriormente 

en vesículas secretorias de las neuronas, a partir de las cuales se 

liberaría por el proceso de exocitosis en forma dependiente de calci~ 

En esta intancia cabrían dos posibilidades: sitio de almacenamiento 

vesicular común con agentes neurotransmisores y/o independientes. Co­

mo e.jemplo de la primera opción podemos citar el caso de las cromogr~ 

ninas y la dopamína-p-hidroxilasa, las cuales se almacenan y liberan 

junto con la norepinefrina a partir de los gránulos cromafines en foE 

ma dependiente de calcio en las sinapsis adrenérgicas de la médula a­

drenal ( De Potter y Col .. i969a) ~--

2. Existe también la posibilidad de que el material protéico libera-­

ble no se almacene en vesículas secretorias sino más bien se encuen-­

~re confinado en pozas solubles citoplásmicas ( como en el caso de 

~ransmisores como el GABA), a partir de las cuales se liberaría en 

~arma independiente, pero concomitante con transmisores vesiculados,o 

10, por la despolarización nerviosa en presencia de calcio. 

3. Como lo han demos·trado Henderson y Gr-eenfield (1984) para la libe­

:ación de acetilcolinesterasa y dopamina a partir del retículo endo-­

)lásmico de las dendritas de las células nigroestriatales dopaminér­

ricas de la sustancia nigra, es posible también que algunas proteínas 

, neurotransmisores sean coalmacenados y coliberados de compartimien­

;os subcelulares membranales no vesiculados en forma dependiente de -

:alcio. 
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l. En función de los reportes de algunos autores (Richter-Landsberg y 

:ol. 19841 Sweadner, 1981 y 1983 a y b), es factible~que exista una 

,oblación de proteínas que asociadas a la membrana plasm(tica neuro~­

tal sean liberadas al medio extracelular a través de un mecanismo de 

1roteólisis secuencial y limitada en forma dependiente de calcio . 

. ). De si los niveles de liberación "basal" (no estimulados por des--

1olarización) de acetilcolinesterasa y proteína total reflejan real-­

ente un proceso de secreción hespontánea", fisiológico, dependiente 

e la actividad neural de base, es difícil dilucidar con nuestro 

rocedimiento de perfusión in vivo, ya que siempre hay que contar 

on la liberación constante de estos compuestos inducida a partir de 

lesión tisular que la circulación del líquido de per~usión produce 

obre el tejido durante la perfusión. En estas condiciones, con un 

istema de perfusión intracerebral in vivo , Honchar y colaboradores 

1979) han estimado una tasa promedio de daño neural de 1.09 µgr de 

ejido húmedo/minuto de perfusión y una contaminación sérica de 2.0 

1/ minuto de perfusión en el (rea perfundida. Sin embargo, existen 

videncias experimentales que posibilitan afirmar que al menos una 

orción del material protéico y de acetilcolinesterasa son liberados 

n vivo como coniecuencia de la actividad nerviosa "espont(nea". 

reenfield y colab6radores (1983a) demostraron con un sistema de 

uatro c(nulas implantadas simultlneam~nte en el cerebro del gato 

nestesiado (dos en ambos núcleos caudados y otras ~os en las sustan­

ias nigra), que la aplicación nigral unilateral d~l alto potasio 

vaca como respuesta distal una reducción del 30-50% de los niveles 

e liberación basal de proteína total y de acetilcolinesterasa en la 

ustancia nigra contralateral. Así, los autores sugieren que al me­

~s un 30% de los niveles de liberación basal de los dos compuestos 

uede ser el resultado de la actividad neuronal "espontlnea" de esta 

structura. 

). En el momento actual, es aún desconocido con certeza el (los) -

ignificado (s) funcional (.es) de la liberación de material. protéi.c·a 

1 el sistema nervioso. No obstante la d~versidad y el ~úmero de 
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!Species protéicas que forman su composición (no publicado), con algu-

1as di ellas se ha logrado un nivel de caracterizaci~n bioquímica y -

Euncional que nos permiten vislumbrar la complejidad de las funciones 

¡ue probablemente ~jerzan en la homeostisis de la fisiología nerviosa. 

llgunas probables acciones "tipo" se describirin a continuación: 

.. Neuro~odulación de la transmisión nerviosa. Diversas líneas experi-

4entales parecen apoyar la idea de que las enzimas liberadas al espa­

:io extracelular podrían potencialmente ejercer, independientemente -

le su acción hidrolítica sobre su sustrato específico, acciones modu­

.atorias sobre la actividad nerviosa a través de distintos mecanismos. 

In ejemplo bien documentado de esta acción "tipo", lo ~ncontramos re-

1resentado por la acetilcolinesterasa la cua.l produce,/: por un lado, -

·espuestas modulatorias inhibitorias a largo plazo sobre la actividad 

.e disparo de las células nigroestriatales dopaminérgicas (Greenfield 

Col. 1983b); adicionalmente se le han asignado acciones modulatorias 

ndirectas, probablemente a través de la modificacióri de la transmi­

ión peptídica, ya que existen evidencias experimentales que indican 

ara ella, una clara actividad de peptidasa en la hidr6lisis de sus-
-

ratos peptídicos tales como sustancia P y encefalinas, o ~Gn en la -

eneración de estas Gltimas a partir de ~u precurjor (Chubb y Col. 

980 y 1983). Así, las proteínas, en adición a .facilitar varias for­

as de transmisión peptidérgica, también podrían desempeñar un papel 

rotagónico en la inactivación de neurotransmisores en el espacio 

xtracelular . 

. Acciones "tróficas" •. Otra posibilidad funcional ha sido revelada 

orlos trabajos de algunos autores, en el sentido de que las pro­

eínas liberables podrían funcionar como "material trófico" en el 

spacio extracelular, por ejemplo en la manutención de la integridad 

e las vainas de mielina (Greenfield y Col. 1983b; Hines y Garwood, 

977; Singer, 1969; Singer y Steinberg, 1972), o en la inducción del 

recimiento neurítico durante la ontogenia (Arenander y de Vellis, 

980 y 1981 a,b). 
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3. Conducta y plasticidad. También se ha reportado que la liberación 

ie ciertas proteínas pudiera guardar relación a la presentación de es­

:ados conductuales específicos en el animal (Drucker-Colín y Col. 

L975; Drucker-Colíh y Spanis, 1975¡ Drucker-Colín y Guiierrez, 1976} 

> en la adquisición y manutención de respuestas plásticas a estímulos 

~specíf ices ·e ejem. protenciación a largo plazo) ('ouf fy y Col. 1981) . 

>or todo lo anteriormente expuesto1 podemos concluir ~ue, sin lugar a 

ludas, el aislamiento, la identificación y caracterización química y 

!uncional de las proteínas liberadas es un paso obligado a seguir en 

1uestra línea de investigación. En este contexto, las técnicas 

:romatográficas (ejem. HPLC) y electroforéticas (ejem. en dos dimen­

:iones}, como herramientas de alta resolución para separar mezclas 

iomplejas de proteínas, serán de indiscutible utilidad. Una vez lo­

·rado esto, estaremos en posibilidad de implementar técnicas inmuno­

ógicas de gran especificidad y sensibilidad (ejem. con anticuerpos 

.onoclonales) que permitirán la detección e ident~ficación de campo­

.entes del material protéico en el perfusado y en el tejido. Estos 

vanees nos conducirán al estudio de los. mecanismos a través de los 

uales se liberan, y el correlato de este fenómeno con la liberación 

e las distintas sustancias con función transmisora conocidas. Con 

.icho cuerpo de información, iniciaremos finalmente el estudio de las 

ún desconocidas funciones y el significado fisiológico de las pro­

eínas liberables en el sistema nervioso. 

LIBERACION DE ENCEFALINA DURANTE. LA PERFUSION IN VIVO 

DEL GLOBUS PALLIDUS DE LA RATA. RELACIONES CON LOS 

SISTEMAS LIBERADORES GABAERGICOS Y RITMOS DIURNOS. 

tra de las líneas de experimentación a la que se abocó el presente -

rabajo de tesis se basó en el estudio y la comparación de las posi­

les variaciones diurnas de la liberación in vivo de encefalinas y -

ABA en la región del pallidurn de la rata en libertad de movimiento. 
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Tres hechos justificaron la implementación de este estudio:. a) La re­

gión es un modelo neural de estudio idóneo de la liberación de los dos 

transmisores 1 ya que exhibe uno de los más altos contenidos cerebrales 

de GABA y ·encefalina localizados en terminales nerviosas¡ b) La exis­

tencia de evidencias experimentales que sugieren interrelaciones fun­

cionales recíprocas ,entre los sistemas GABA~rgicos y encefalinérgicos 

a este nivel; c) La existencia de ritmos circádicos y cambios periódi­

cos en la producción o reconocimiento de opioides endógenos por diver­

sos sistemas biológicos. 

Nuestros resultados indican que la encefalina y el GABA siguen patro­

nes cir~ádicos diurnos de liberación en condiciones de reposo y esti­

mulación despolarizante (ver en citas~ II, Fig. Gr III, Fig. 1, 2, 3, 

y Tabla I) correlativamente inversos. A priori, dos probables facto­

res causales se consideraron para explicar e interpretar estos resul­

tados: 

!) Artificio metodológico. Ya que Cesselin y colab6rador~s· (1981) 

1abían reportado ~u~ el contenido y la liberación de encefalina del 

1lobus pallidus de la rata era significativamenge mayor en la porción 

,entral que en la caudal, existía la posibilidad de que· nuestros 

~ltos niveles de liberación de encefalina, hacia altas horas del día, 

!ueran el reflejo de una implantación sistemática de la cáriula de 

?erfusi6n en las regia~es ventrales del pallidum. Nuestro análisis 

1istol6gico de la localiza~ión de la cáriula excltiye esta posibilidad, 

raque no hubo correlación entre la localizaci6n del trayecto de ésta 

r la magni~ud de la liberación de encefalina o GABA (dato no mostrado 

~n la~ publicaciones). Por otro lado, también se consideró la posibi­

.idad de que las diferencias de la libeiación de GABA-H 3 entre lama­

iana y tarde estuvieran condicionadas a diferentes niveles de capta­

:ión del transmisor en esos horarios. Nuestros resultados también 

iescartan esta opción, ya que nos mostraron una diferencia en la cap­

;ación de GABA-H 3 (SS± 5% y 61 ! 4% del total de la radiactividad 

.nfundida en el tejido, respectivament~) y la fracción de trazador 
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d . t. . d 3 :a iac ivo asocia o a GABA-H en los perfusados (en condiciones de 

:eposo, a las tres horas de perfusión el 60% de la marca era GABA, 

,roporción que se ve reducida al 30% después de las 6 horas) entre 

.as sesiones de la mañana y tarde. No obstante esto, las diferencias 

:ítmicas diurnas observadas en la liberación de encefalina en el 

Jlobus pallidus también podían ser debidas a cambios en el contenido 
• 

tncefalinérgico en el caudado (donde se sintetizan) o en el pallidum 

donde se almacenan y liberan). En este sentido, Wesche y Frederick­

on (1981) habían reportado un incremento específico del contenido 

,alidal de encefalina entre las 7:30 am - 3:30 pm en ratones bajo 

stado de estrés. Nuestros resultados sobre la medición del conteni-

o paliaal de encefalina en nuestro modelo animal de estudio, exclu­

en esta posibilidad, ya que no hubo diferencias significativas en 

os valores estimados en diferentes horas del día (5 ± 1 x 10 3 unida­

es para el globus pallidus y 2 ± 0.2 x 10 3 unidades para el núcleo 

audado a las 8:00 am, 2:00 pm y 10:00 pm, indistintamente). 

). En vista de que el factor artificial no parece causar la forma de 

iberación rítmica diurna de encefalina_y GABA en el pallidum de la 

ata, y·en vista de que sigue patrones opuestos, es probable que este 

enómeno represente un evento fisiológico real en esta estructura, 

ebido probablemente a la existencia de mecanismos de control recípro­

os entre los sistemas neuronales que manejan a estas sustancias como 

ransmisores. Desde un punto de vista morfológico, no disponemos de 

uficientes evidencias estructurales que permitan establecer la 

nterrelación directa entre los dos sistemas transmisores mediante la 

~rmación de algGn tipo de contacto sin~ptico a nivel estriatal 

Jertel y Mugnaini, 1984). A pesar de esto, los resultados de estu­

ios farmacológicos con preparaciones in vitre e in vivo sugieren la 

~istencia de relaciones funcionales recíprocas complejas entre la 

cansmisión GABAérgica y encefalinérgica estriatal. Por una lado, poca 

s la información experimental de la que se dispone acerca de la in­

luencia de los sistemas neuronales que manejan péptidos opioides 

)bre la función GABAérgica a nivel estriatal. Moroni y colaboradores 
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(1978, 1979) han demostrado la existencia de un incremento en la tasa 

ie recambio de GABA en el pallidum después de la administración de .. 
>piáceos en el caudado. Este efecto parece ser debido a una inhibición 

nediada por estas sustancias sobre las neuronas GABAérgicas es~riata­

~es, lo cual daría la pauta a la activación de las neuronas GABAérgi­

:as de la vía caudado-palidal. Van der Heyden y colaboradores (1980c) 

1an demostrado una d'isminución de la liberación "espontánea" in vivo 

iel GABA endógeno en el estriado de la rata por la administración lo­

:al de morfina. El efecto parece ser mediado a través de sitios de 

7econocimiento específicos para los opioides localizados en las neuro-

1as GABAérgicas d.e esta estructura, ya que la administración simultánea 

Lel ant~gonista opioide naltrexona lo evita. En cuanto a la influen­

:ia de los sistemas GABAérgieos sobre la función encefalinérgica 

striatal, la información experimental orienta a pensar en la existen­

ia de. mecan:úsmos de control inhibitorios sobre la liberación de encefa­

ina (Bayón t Col. 198lc¡ Burgoin y Col. 1982; Herz y Col. 1980). Ya 

.ue a nivel palidal se ha demostrado que las encefalinas se encuen­

ran lozalizadas casi exclusivamente en las terminales nerviosas de 

a vía encefalinérgica caudado-palidal, Bayón y colaboradores (1981c) 

Burgoin y colaboradores (1982) proponen que estos efectos pueden 

er mediados a nivel presináptico, a través de sitios de reconocimien­

o específt'cos para GABA. 

or otro lado, las interacciones observadas entre los opiáceos y GABA 

nivel conductual parecen ser relevantes dentro del contexto de la 

nterpretación de nuestros resultados: la administración sistémica de 

rogas que promueven la transmisión GABAérgica reducen la actividad 

ocomotora de la rata, efecto que es potenciado por el antagonista 

pioide naloxona; la administración de naloxona sola, da origen a una 

edución en la locomoción, efecto que es bloqueado por antagonistas -

1 receptor de GABA (Agmo y Tarasco, 1985}. También existen reportes 

ue han documentado los efectos de la aplicación de encefalinas y 

ABA en el globus pallidus, los cuales muestran que estos transmiso­

es producen acciones opuestas sobre la actividad motora de la rata, 

onsistentes con aquellas observadas después de su administración 
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istémica: la inyección bilateral de análogos de encefalinas en el 

allidum da orígen a hiperactividad motriz, la cual es bloqueada por 

aloxona (Joyce y Col. 1981). En contraste, la administración bilate­

al en el pallidum.de drogas que promueven la transmisión GABAérgica 

reducen acinesia y catalepsia, mientras que el efecto opuesto es 

bservado con la adm~nistración de drogas que antagonizan las acciones 

e este ~ransmisor (Pycock y Col .. 1976; Scheel-Krüger y Col. 1981). 

asados en tal cuerpo de información, es factibe proponer que un au­

ento en la liberación de encefalina y una disminución en la del GABA 

n las horas de la noche en el pallidum podría dar origen a hiperac­

ividad. Ya que el pallidum es una estructura cerebral que participa 

1 los sistemas neurales de control y programación de la conducta 

Jtora de mamíferos (Garcia-Rill, 1986), y ya que la rata es un ani­

il que .exhibe hábitos predominantemente nocturnos de actividad, 

1gerímos que la transmisión encefalina-GABA en esta estructura puede 

~presentar un eslabón importante en· el control de sus ritmos diurnos 

~ actividad motora. 
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