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INTRODUCCION



La autoestimulacidn cerebral fué descrita por
0lds y Milner en 1954, y consiste en gue un animal es
capaz de aprender y ejecutar una respuesta operacional,
con objeto de obtener estimulacidn eléctrica de su pro-
pio cerebro a través de un electrodo intracerebral im--
plantado crdnicamente. A{in cuando, inicialmente se des-
cribid en una especie concreta, la rata (0lds y Milner,
1954), y en ella se han realizado la mayor parte de las
investigaciones, también se ha demostrado su existencia
en otras especies animales: mono (Brady, 1960), peces
(Boyd y Gardner, 1962), delfin (Lilly y Miller, 1962},
perro (Stark y Boyd, 1963}, aves (Goodman y Brown, 1966),
conejos (Bruner, 1966), gatos (Roberts, 1968) y en el -
hombre (Sem-Jacobsen y Torkildsen, 1960).



En un principio, las investigaciones se cen-
traron en el estudio de las &reas del cerebro que sopor
tan autoestimulacidn (estudios de mapeo). De forma para
lela, y tras conocer las conexiones anatdmicas existen-
tes entre dichas dreas, se estudid la influencia de le-
siones simples o de la inyeccidn de determinadas drogas
scbre la autocestimulaci®én {estudios neurocanatdmicos y -
neurofarmacolfgicos). Por dltimo, el conocimiento de la
localizacidn especifica de los diferentes sistemas neu-
rotransmisores y sus vias, asi como el desarrollo de --
técnicas electrofisiolbgicas (registro unitario) y neu-
roquimicas (perfusibn intracerebral, voltametria y HPLC)
ha permitido un avance considerable en el conocimiento
de los substratos neurcanatdémicos y neuroguimicos que

median la autcestimulaci®dn cerebral.

L.a investigacidn realizada en esta Tesis Doc-
toral trata de dilucidar la participacidn de los aminc-
dcidos acidicos, &cidos aspértico y gluté&mico, en el --
substrato neuroguimico de la autoestimulacién en la cor
teza prefrontal medial de la rata, empleando tanto té&c-

nicas neurofarmacoldgicas como neuroguimicas,



1.1.~ ESTRUCTURAS CEREBRALES QUE SOSTIENEN AUTOESTIMULA-
" CION: ESTUDIOS DE MAPEQ.

Los estudios de mapeo consisten en localizar
las estructuras cerebrales que sostienen autcestimula--
cidn. Estas dreas han sido muy bien definidas en la ra-
ta y enumeradas en un sentido cranec-caudal son las si-
guientes: bulbo olfatorio (Phillips y Mogehson, 1969},
corteza prefrontal (Routtenberg, 1971,1978; Routtenberg
y Sloan, 1972), nficleos septales (0lds y Milnexr, 1954),
nlicleo accumbens (Routtenberg y Huang, 1968), amigdala
(Wurtz y Olds, 1963; Hodos, 1965, hipocampo (Ursin et -
al., 1966), caudado (0Olds, 1960), cortezas entorinal, -
retroesplenial y cingular (Stein y Ray, 1959; Brady y -
Conrad, 1960; Collier et al.,1977). En el diencéfalo —--
ventral las &reas que sostienen autoestimulacidn se lo-
calizan en el hipotflamo lateral y a lo largo del fasci
culo proencefélico medial (FPM), extendiendose desde la
banda diagonal de Broca hasta el drea ventrotegmental -
de Tsai (Olds y 0Olds, 1963; Valenstein y Campbell,1966).
En el tronco del encéfalo se ha descrito autoestimula--
¢ifn en la sustancia gris central (Cooper y Taylor, —--
1967), sustancia negra (Routtenberg y Malsbury, 1969; -
Huang y Routtenberg, 1971), ntcleos del rafe (St.Laurent
et al., 1973; Miliaressis et al., 1975), locus coeruleus
(Ritter y Stein, 1973), nficlecs profundos del cerebelo
y regidn parabraqguial (Ball et al., 1974}, regibn para-
braguial del tegmento dorsal (Routtenberg, 1976) y en -
la regidn del nficleo trigé&mino (Van der Kooy y Phillips
1977).

Estos estudios han sido revisados sucesivamen
te por Olds y Olds (1965), Rolls (1974), 0lds (1976) --
Clds y Fobes (1981) y Phillips (1984).



Ma&s recientemente, se han realizado estudiocs
de mapec en diferentes nicleos talé&micos, obteniendose
autcestimulacidn en el niicleo dorsomedial (excepto en
su segmento central), ncleos intralaminares (centrome-
dial, parafascicular, paracentral y central lateral),
complejo nuclear ventromedial (excepto el nficlec gelati-
noso), nficleos de la linea media (romboides, paratenial
y paraventricular), nficleos ventrobasal y ventrolateral
y grupos nucleares anteriores y postericores (Clavier y
Gerfen, 1982).

Por otra parte, también se ha obtenido auto-
estimulacibn en ciertas estructuras cerebrales conside
radas aversivas como el hipot&lamo medial (Roberts, --
196¢8; Schmitt et al., 1977), parte dorsal de la sustan
cia gris central mesencefdlica (Cazala y Zielinski, =~-
1983; Cazala et al., 1985; Cazala, 1986), lemnisco me-
dial, tegmentum lateral y formacidn reticular (Cazala,
1986).

Alin cuando todas las dreas cerebrales ante--
riormente descritas soportan autoestimulacibn, la ma--
yor parte de los trabajos realizados en los iltimos --
afios se han centrado en tres estructuras: el fasciculo
prosencefilico medial-hipotilamo lateral (FPM-HL), area
ventrotegmental (AVT) y corteza prefrontal medial ( --

CPM) {Mcra y Cobo, 1990).



1.2.- TECNICAS HISTOLOGICAS..

Las técnicas histoldgicas permiten estudiar
las interconexiones anatdmicas (aferencias-eferencias)

existentes entre las &reas gue soportan SS.

En relacibn a las aferencias, la principal -
técnica empleada ha sido la técnica del transporte axo
nal retrb6grado de la peroxidasa del rabano. Esta enzi:
ma, inyectada en un area, es captada por las termina--
les axbnicas y transportada retrégradamente al soma —-
neuronal donde puede ser fiﬁada y‘fevelada (Graham y -
Karnovsky, 1966). De esta forma, tras administrar per-
oxidasa en &reas que sostienen SS se pueden describir
las aferencias a las mismas (Hopkins, 1976; Claviér, -
1979; Vives et al.,, 1983).

Mediante esta técnica, Hopkins (1976) mostrd
que las aferencias mesencefdlicas del fasciculo prosen
cefadlico medial (porcidn rostral} provienen en su ma--
yor parte del érea'ﬁentrotegmental y nicleos del rafe
dorsal aunque, en mencr proporcitn, también se origi--
nan en el locus coeruleus y sustancia negra. Clavier -
(1979}, por su parte, estudid las aferencias a nficleos
de la regidn pontina qgue soportan SS, incluyendo el lo
cus coeruleus. Estas aferencias provienen del complejo
trigeminal, regidn parabraquial, fasciculo prosencefé-
lico medial, nficleos profundos del cerebelo y nficleos
del rafe dorsal. En todas estas &reas cerebrales se ha
obtenido SS {0lds y Fobes, 1981).

Ma&s recientemente, Vives et al. (1983) han -
descrito las aferencias subcorticales a puntos de S§ -
en la corteza prefrontal medial. Estas aferencias pro-

vienen, en su mayor parte, de dreas que también sostie



nen SS como el rea ventrotegmental, sustancia negra,
rafe central y dorsal, locus coeruleus, amigdala, sus-
tancia gris periacueductal, hipotdlamo lateral, zona -
incerta, sustancia gris periventricular y diferentes -
niicleos talé&micos incluyendo al nicleoc dorsomedial del

tdlamo,

En relacidn a las efemncias, el primer méto-
do empleado fué la tincibn de Fink Heimer (1967). Esta
técnica permite identificar la degeneracidn axdnica --
originada tras la lesidn de un 4rea que previamente --
muestra auvotestimulacidn y, por tanto, permite conocer
las eferencias de dicha &rea (Routenberg, 1971; Huang
y Routenberg, 1971). Posteriormente, se ha empleado el
transporte axonal antérégrado de aminodcidos radiocacti
vOos (L—5—3H—prolina: 2,3~3H—prolina; 3H—leucina, etc..,)
.Estos aminodcidos marcados son injectades en dreas qgue
soportan'SS, vy posteriormente se localizan mediante --—
técnicas autorradiogrdficas las estructuras cerebrales
donde existen axones ¢ terminales axdnicas que conten-

gan aminofcidos radicactives (Dalssas et al,, 1981).

Empleando la técnica de tincidn de Fink-~Hei-
mer, Huang y Routenberg (1971} mostraron que lesiones
de puntos de SS del fasciculo prosencefilico medial --
dan lugar a terminales degeneradas en sustancia negra
o, si la lesidn se localiza en puntos mis mediales de
diche fasciculo, en el &rea ventrotegmental. Ambas es-
tructuras, sustancia negra y &rea ventrotegmental, so-
portan S8 (Routenberg y Malsbury, 1969; Crow, 1872). -
También mediante el método de Fink-Heimer se ha descri
to en la rata una via que, originandose en la corteza
prefrontal desciende atravesando neostriado, capsula -
interna y porcién lateral del fasciculo prosencefélico

medial {(Routenberg, 1971).



Con el empleo de técnicas autorradiogréaficas
de aminodcidos (35-S-metionina), Dalssas et al. (1981)
han corroborado parcialmente estos resultados estudian
do las eferencias originadas en puntos de autoestimula
cidén en la corteza'prefrontal. Concretamente, han mos-
trado qgue la corteza prefrontal envia eferencias a es-
tructuras gue, en su mayoria, también soportan SS como
son la corteza prefrontal sulcal, hipot&lamec, claustro,
zona incerta, amigdala, sustancia negra, 8rea ventro--
tegmental, nficleocs del rafe, niicleo caudado-putamen, -
septum, nficleo accumbens, sustancia gris periacueduc--
tal, locus coeruleus y varieos nficleos tal&micos entre
los cuales se encuentra el nficleoc dorsomedial del té&la

mo.

M&s recientemente, se ha aplicado otra técni
ca autorradiogridfica al estudio de la SS cerebral, 1la
técnica de la 2-deoxiglucosa descrita por Sokoloff et
al. (1977). Esta técnica permite detectar las estructu
' ras activadas durante la SS de un &rea cerebral concre
ta, basandose en el aumento de su actividad metab&lica
con el consiguiente mayor consumo de glucosa (Gallis--
tel et al., 1981, 1885; Porrino et al,, 1984},

Los estudios realizados con 2-deoxiglucosa -
han mostrado gue durante la SS del FPM-hipot&lamo late
ral se activa una proyeccidn bien definida que comien-
za en la banda diagonal de Broca y atraviesa el FPM la
teral al nficleo predptico para dirigirse caudalmente -
al Area ventrotegmental (Yadin et al,, 1983; Gallistel
et al,, 1985; Gallistel, 1986). Por el contrario, no -
se observa activacidn en niicleo caudado, nilicleo accum-
bens, amigdala ni corteza prefrontal (Gallistel et al.,
1985; Gallistel, 1986) (ver fig. 1).



Durante 1la SS en el &rea ventrotegmental tam-
bi&n se ha observado activacidén de las fibras que cru--
zando el FPM se dirigen a la banda diagonal de Broca --
(Porrino et al., 1984). Sin embarge, estos autcres han
observadec una elevada utilizacidn de glucosa en otras -
muchas &reas cerebrales tanto ipsi como contralaterales.
Asy, existe una activacidn bilateral en el nficleo ----
accumbens, septum lateral, nficleo rojo de la estria ter
minal, nficleo dorsomedial del t&lamo, hipocampo, locus
coeruleus, nficleo parabraquial y rafe dorsal. Tambi&n -
han observadc aumento ipsilateral de la utilizacidn de
glucosa marcada en amigdala y cortéza prefrontal (Porri
no et.-al., 1984).

Por otra parte, Yadin et al.'(1983) han obser
vado que durante la S8 en la coriteza prefrontal medial
existe un patr6n de activacidn muy diferente al del FPM,
existiendo una alta actividad metabflica en amigdala ba
solateral, claustro, nficleo dorsomedial del t&8lamo y &-
reas corticales como la corteza piriforme, rinal y ento
rrinal. La existencia de este patrdn diferencial ha su-
gerido gque durante la SS del FPM y la corteza prefron--
tal medial no se activan las mismas vias y, por tanto,
los sustratos neurales qgue subyacen a la SS son diferen

tes para cada uno de estos sistemas.

En resumen, los resultados obtenidos mediante
las diferentes té&cnicas histolégicas muestran la exis-
tencia de conexiones reciprocas entre las diferentes --
&reas que soportan 5SS y han servido de base para poste-
riores investigaciones realizadas utilizando té&cnicas -

electrofisiclbgicas, lesiones o técnicas neuroguimicas.



"FIGURA 1

Representacidn eséueméti&a, en secciones sagi
tales y horizontales, del sistema de proyecciones acti-
vado durante la estimulacifn de la parte posterior del
fasciculo prosencefilico medial (MFB) (tomada de Gallis-
tel et al., 1985). Abreviaturas: accum, nficleo accumbens;
b, compartimento "b" del fasciculo prosencefdlico medial
segiin el atlas de Niewenhuys {(1982); caud, caudado; ---
BNST, nficleo rojo de la estria terminal; cing, corteza
cingular; 41 MFB, porcibn dorsolateral del MFB; dm MF3,
porcifn dorsomedial del MFB; 1 amyg, mitad lateral del
complejo amigdalino; 1 hab, hab&nula lateral; 1 sep, ml
tad lateral del &rea septal; m amyg, mitad medial del -
complejo amigdalino; MFB, fasciculo prosencef&lico me--
dial segln el atlas de Niewenhuys et al.; MFBa, compar-
timento "a" del MFB segfin el atlas de Niewenhuys; MFBc,
compartimento "¢" del MFB segfin el atlas de Niewenhuys;
MFC, corteza prefrontal medial; MPO, &rea prebptica me-
dial; m sep, mitad medial del &rea septal; tub, tubercu
lo olfatorio; VDR, limite vertical de la banda diagonal

de Broca; v MFB, porcidn ventral del MFB.
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1.3.- ESTUDICS ELECTROPISIOQOLOGICOS.

Las investigaciones electrofisiclbgicas so--
bre autoestimulacidn cerebral han sido llevadas a cabo
mediante registros unitarios realizados durante la con
ducta operacional, o en animales anestesiados que pre-
viamente habfian sido testificados con electrodos para
avtoestimulacidn (Ito y 0Olds, 1971; Rolls, 1972}. Es--
tos estudios han mostrado gue durante la SS en un &rea
cerebral concreta se activan neuronas en otras estruc-
turas que, a su vez, también soportan SS (Rolls et al.,
1980). Adem&s, estos estudios han permitido conocer --
las caracteristicas electrofisiolégicas (periodo refrac
tario y velocidad de conduceci®dn) de las neuronas de =--
&reas gque soportan SS como el hipotilamo lateral-fasci
culo prosencefdlico medial, drea ventrotegmental y cor
teza prefrontal (Deutsch, 1964; Gallistel et al., 1969;
Bielajew y Shizgal, 1982; Bielajew et al., 1982; Schenk
y Shizgal, 1982, 13985} .

Los primeros en aplicar la técnica de regis-
tro unitario a la autoestimulacibébn fueron Deutsch ——
{1964} y Gallistel et al. (1969). Concretamente, estu-
diaron el periodo refractario de neuronas de &reas que
sopdrtan 88, tras la estimulaci®dn del fasciculo prosen
cefdlico medial, y demostraron que el registro unita—--
rio suponia una nueva aproximacidn experimental al es-

tudio de la autoestimulacidn.

Estudios posteriores realizados por Rolls --
(1972, 1974, 1975, 1976) analizaron la modificaci®dn --
del disparo espontdneo (activaci®n o inhibicidn) de --

neurcnas de diferentes &reas cerebrales durante la au-
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foestimulacién de un &rea cerebral concreta. Asi, mostrd
que durante la SS en el hipoté&lamo lateral se activan -
neuronas en amigdala, septum, nesencéfalo y puente. Pos
teriormente, Segal y Bloom (1974) cbservaron gque duran-
te la 88 en el locus coeruleus se produce una inhibicidn
de la actividad espontflnea en neurcnas de las &reas CAl
y CAB
esta inhibicidn es la responsable del mantenimiento de

del hipocampo. Sin embargo, es controvertido si -

la SS en dicha regidn pontina (Segal y Bloom, 1974) o -
est& relaciconada con ctros aspectos neurales (estimulos

sensoriales) (Hall et al., 1977).

Otros autores, por su parte, han mostrado que
durante la SS de estas dos Areas, hipotdlamo lateral y
locus coeruleus, se activan neurcnas en ambas subdivi--
sicnes de la corteza prefrontal (medial y sulcal) en la
rata (Ito y 0Olds, 1971; Rolls y Cooper, 1973). Esta ac-
tivacidn también ha sido descrita por Mora et al. (1980)
en la corteza orbitofrontal del primate, &rea que se co
rresponde con la corteza prefrontal sulcal de la rata -
(Leonard, 1969; Krettek y Price, 1977a). Estos mismos -
autores también mosﬁraron activacidn de la corteza orbi
tofrontal del primate durante la SS en amigdala, nficleo
accumbens y nficleo dorsomedial del tdlamo y, en menor -
grado, durante la SS en otras &Areas cerebrales como el
nficleo caudado y la sustancia negra (Mora et al., 1980;
Rolls et al., 1980). Esta activacidn parece ser, en par
te reciproca ya que durante la 88 en la corteza orbito-
frontal se activan neuronas en hipotdlamo lateral, amig
dala, globus pallidus y sustancia imnominata (Burton et
al., 1976; Rolls et al., 1980) (ver esquema 1).

Del mismo modo, durante la S$S en hipotédlamo -

lateral se activan neuronas en la corteza orbitofrontal,
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amigdala y sustancia imnominata (Burton et al., 1976; -
Rolls et al., 1980). Durante la SS en amigdala basolate
ral se observan modificaciones del disparo esponténeo -
en neuronas de la corteza orbitcfrontal, hipotdlamo la-
teral y sustancia imnominata {(Rolls et al., 1980). Por

iltimo, durante la SS en el nGcleo accumbens, sustancia
imnominata o nGcleo dorsomedial del t&lamo se activan -
neuronas en la corteza orbitofrontal, hipotfAlamo lateral

y amigdala (Rolls et al., 1980) {ver esquema 1).

AREAZ DE REGISTRO AREA DE AUTOESTIMULACION
Corteza €——mm————— Corteza orbitofrontal (OF)
orbitofrontal Hipot&lamo lateral (HL)

Amigdala basolateral (ABL)
NGcleo accumbens (NA)
Sustancia imnominata (SI})

Nficleo dorsomedial del
t&lamec (NDMT)

Segmento interno del globus

pallidus
Hipotélamo S OF, HL, ABL, NA, SI, NDMT
lateral
Amigdala Em——————— QF, HL, ABL, NA, S5I
basolateral
Globus
pallidus N OF
Sustancia
imneminata € OF, LH, ABL, NA

Esquema 1.- Tomado de Burton et al. (1976), Mora et al,
(1980) v Rolls et al. (1980).
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Es interesante gue una misma neurona, particu
larmente en hipotdlamo lateral, puede ser activada du--
rante la SS en varias estructuras como la corteza orbi-
tofrontal, amigdala, nficlec accumbens y nficleo dorsome-
dial del tilamo {(Burton et al., 1976; Mora et al., 1980;
Rolls et al., 1980). Esta covergencia, sin embargo, no
se observ®d en neurconas de la corteza orbitofrontal del
mone {Mora et al., 13%80) ni tampoco en la corteza fron-
tal de la rata (Rolls y Cooper, 1973). Mas recientemen-
te, Ferron et al, (1984} han mostrado convergencia en -
la misma neurona de los estimulos procedentes del &rea
ventrotegmental y del nficleo dorsomedial del tdlamo, --
alin cuando estos estudios no se haﬁ realizado durante -~

la autoestimulacidn.

En conclusidn, estos estudios electrofisiold-
gicos han mostrado que la SS en un &rea cerebral activa
a una poblacifn de neuronas en otras Areas cerebrales -
gque, en su mayor parte, también soportan SS. Del mismo
modo; durante la SS en cada una de estas (ltimas &dreas
cerebrales se activan, a su vez, neuronas en el Area --—
inicial, Estos datos sugieren que en el substrato neural
de la SS en un 4rea cerebral concreta pueden participar
‘mﬁltiples circuitos reciprocamente interconectadeos en--

tre si (Mdra y Ferrer, 1986; Mora y Cobo, 1990).

En cuanto a las caracteristicas electrofisio-
l6gicas de las neuronas de §reas que soportan SS, se ha
sugerido gue las neuronas responsables de la SS en él -
fasciculc prosencef8lico medial poseen axones mielini--
cos con una velocidad de conduccién de 1-8 m/seqg (Shiz-
gal et al., 1980; Bielajew y Shizgal, 1982} y un perio-
do refractario de 0.4-1.5 mseg (Yeomans, 1975, 1979; —--
Bielajew et al., 1982}). Estos axones relacionados con -

la SS DESCIENDEN caudalmente desde el hipot&lamo lateral
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hasta el &rea ventrotegmental (Bielajew y Shizgal, 1986;
Rompré y Miliaressis, 1987). Y parecen originarse, entre
otras estructuras, en el septum medial y la banda diago-
nal de Broca {(Rompré& y Shizgal, 1986). Por el contrario,
las fibras ASCENDENTES dopaminérgicas y/o serotoninérgi-
cas no parecen participar en la $S del fasciculc prosen-
cefdlico medial (FPM). Efectivamente, las proyecciones -

- dopaminérgicas ascendentes poseen una velocidad de conduc
cidn mds baja (0.4-0.6 m/seg) y un periodec refractario -
m&s large (2.0 mseg) (Takigawa y Mogenson, 1977; Deniau -
et al., 1980; German et al., 1980; Maeda y Mogenson, 1980;
Yin y Mogenson, 1980; Wang, 1981; Fouriezos et al.,, 1987},
Las proyecciones serotoninérdicas agcendentes, por su par
te, poseen una rango de velocidades de conduccidn entre
0.7-6 m/seqg (Park et al., 1982; Wessendorf et al., 1981)
y un periodo refractario entre 1.2-5 mseg {Wang y Aghaja

nian, 1977).

Estos datos no excluyen la participacién de --
las fibras ascendentes (dopaminérgicas y/o serotoninérgi
cas) en la SS del FPM pero sugieren, al igual gue los es
tudios histol6gicos c¢on 2-DG, que las fibras principal--
mente involucradas son las fibras DESCENDENTES gue origi
nandose en la banda diagonal de Broca terminan en el afea

ventrotegmental (Rompré y Miliaressis, 1987).

En relacidén a la corteza prefrontal, se ha mos
trado que las neuronas relacionadas con la 58S en este --
drea cortical poseen un periodo refractario comprendido
entre 1.5-6 mseg y, en general, presentan unas caracte--
risticas electrofisiolfgicas muy diferentes a los axocnes
del FPM ({Schenz y Shizgal, 1982, 1985). Estos datos sugie
ren, al igual gque los estudios histeclégicos, la existen-
cia de dos sistemas diferentes relacionados con la SS ce
rebral: el FPM y la corteza prefrontal ({(Schenz y Shizgal,
1985).
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1.4.~ LESIONES CEREBRALES Y AUTOESTIMULACION.

Los estudios que utilizan lesiones, se plan-
tean sobre la base de interrumpir conexiones aferentes
o eferentes al &rea donde estén situados los electro--
dos gue sostienen autoestimulacidn. Si las intercone--
xiones existentes entre dos estructuras participan en
la SS, su lesidn puede facilitar, atenuar o abolir di-

cho proceso.

En un pricipio se_emplearon los siguientes -
métodos de lesidn: lesidn electroi&tica, seccidn mecl-
nica de fibras o inyeccidn intracraneal de anestésicos
locales (Boyd y Gardner, 1967; 0lds y Olds, 1969; --—
Nakajima., 1976 ). Una vez conocida la distribucién -
de los somas que contienen monoaminas en el mesencéfalo
(Ddhlstrom y Fuxe, 1964) y la localizacidn de sus fi--
bras de proyeccibn (Ungersted, 1971; Lindvall et al.,
1974), se realizaron lesicnes de las estructuras y vias
que contienen estos neurotransmisores mediante neuroto
Xinas que las destruyen selectivamente. Entre ellas se
encuentra la 6-hidroxidopamina (6-OH-DA} gue destruye
selectivamente las neuronas que contienen catecolami--
nas (Kostrzewa y Jacobowitz, 1974} y la 5-7-dihidroxi-
triptamina gue lesiona especificamente las neuronas se
rotoninérgicas (Baumgarten et al., 1974). Las lesiones
realizadas con 6-OH-DA han permitido dilucidar la im--
plicacidn de los sistemas catecolaminérgicos en la SS
cerebral (German y Bowden, 1974:; Stein, 1978; Fibiger,
1978} .

Posteriormente, se describieron otros agen--

tes neurotdxicos como el &cido kKainico o el iboténico
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(neurcexcitotoxinas). Estos compuestos, independiente-
mente de la naturaleza quimica de las neuronas del &rea
inyectada, destruyen selectivamente los cuerpos neuro-
nales respetando tanto terminales ax®nicas como fibras
de paso (Hatteri y McGeer, 1977; Schwarz et al.,, 1980)}.
Las neuroexcitotoxinas han sido empleadas fundamental-
mente para discernir si son neurcnas intrinsecas o fi-
bras de paso a través de un &rea determinada las res--—
ponsables de la SS en dicha &rea cerebral (Gerfen y --
Clavier, 1981; Childs y Gale, 1983; Nassif et al., ---
1985; Ferrer et al., 1985; Takeichi et al., 1986).

Los trabajos realizados sobre lesiones y autoes-
timulacién cerebral han sido revisados sucesivamente -
por Valenstein (1969), Lorens (1976a), 0lds y Fobes --
{(1981), Phillips (1984), Mora y Ferrer (1986) y Mora vy
Cobo (1990). La mayor parte de estos trabajos se han -
centrado en la §5 del fascicule prosencef&lico medial-
hipot&dlamo lateral, &rea ventrotegmental y corteza pbre

frontal medial.

1.4.1.- FASCICULQO PROSENCEFALICO MEDIAL-HIPOTALAMO LA-

Los estudios realizados en el fasciculo pros
encefdlico medial-hipotdlamo lateral (FPM-HL), han mos
trado gue lesiones del FPM disrumpen la SS en hipotéla
mo lateral. Asi, Boyd y Gardner (1967) y 0Olds y 0lds -
(1969) observaron una atenuacién de la SS en hipotdla-
mo lateral tras pequenas lesiones del FPM en &reas pos
teriores (nficleo interpeduncular) vy anteriores (drea -

predptica) a la posicibn del electrodo estimulador. En
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las lesicnes caudales esta atenuacidn fué mayor y se -
recuperd mids tardiamente. Estos resultados han sido re
plicados por Nakajima et al. (1976) tras la inyeccidn
intracerebral de procaina y lidocaina y, posteriormen-
te, por Stellar y Neeley (1982) tras lesiones electro-
liticas afin cuando empleando una aproximacidn experi--
mental diferente. Del mismo modo, la inyeccidn unilate
ral de 6-0H-DA en el FPM produce un descenso de la 88
en hipotélamo lateral (Koob et al,, 1978). Este descen
so parece ser especifico puesto que la SS del hipotala
mo contralateral a la inyeccidn no se afectd. Sin em--
bargo, otros autores han observado un descenso de la -
S5 tanto en el hipot&lamo ipsilateral como en el con--
tralateral (Ornstein y Huston, 1975; Carey, 1982). Es-
te descenso bilateral ha sido explicado en base a que
las fibras dopaminérgicas ascendentes, presuntamente -
“implicadas en la SS del FPM, proyectan bilateralmente
y, por tanto, en la S5 del FPM pueden participar las -
conexiones a ambos hemisferios (Altar et al., 1983; --
Jaeger et al,, 1983; Pritzel et al., 1983).

Estudios mé&s recientes, sin embargo, cuestio
nan la participacién de las terminales dopaminérgicas
en la SS del FPM-hipotfllamo lateral. Estos estudios --
han mostrado que la seccidn mecénica unilateral del --
FPM a nivel de la comisura anterior, con la consiguien
te lesibn de las fibras dopaminérgicas , no modifican
la 8S en hipot&lamo lateral (Janas y Stellar, 1987). -
Por el contrario, las secciones a nivel del &rea prelp
tica o anteriores al area ventrotegmental si modifican
la SS en el hipot&lamc lateral {(Janas y Stellar, 1987;
Waraczynski, 19288). Estas Gltimas secciones interrum--
pen, entre otras, las fibras procedentes del area pre-

6ptica, handa diagonal de Broca y septum lateral.
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Estos dates coinciden con los obtenidos tras
los estudios electrofisiolbgicos anteriormente citados
gue muestran que los axones implicados en la SS del --
FPM descienden desde hipot&lamo lateral hasta el &rea
ventrotegmental (Bielajew y Shizgal, 1986) y se origi-
nan en el septum medial y la banda diagconal de Broca -
(Rompré y Shizgal, 1986). Adem&s, lesiones tanto elec-
troliticas como neurctdxicas (Acido iboténico} en el -
area predptica, otra de las estructuras de origen, pro
ducen un descenso de la §S en hipotdlamo lateral (Mu--—

noz et al., 1985; Huston et al., 1987).

Estos.resultados sugieren que las fibras fun
damentalmente implicadas en la SS del FPM son fibras -
descendentes que desde la banda diagohal de Broca, sep
tum medial y &rea prebptica se dirigen al érea ventro-

tegmental (Janas y Stellar, 1987}.

No obstante, todas las modificaciones produ-
cidas por las lesiones de estructuras limbicas sobre -
la SS del hipotélamo lateral se caracterizan por ser -
temporales, tanto las facilitatorias (lesibdn del sep--
tum: Keesey y Powley, 1968} como las inhibitorias (le-
5idn del FPM a varios niveles, lesibdn de amigdala, hi-
pocampc o &rea prebptica: 0lds y 018s, 1969; Kelly, ~--
1974; Lorens, 1%76a;Muticz et al., 1985; Janas y Stellar,
1987; Waraczynski, 1988), Estos datos sugieren que las
estructuras limbicas poseen un efecto modulador scbre
la 5SS en hipotdlamo lateral pero no son esenciales-pa-

ra dicho proceso.

Los trabajos de Buston y Boberly (1973) y --
Stellar et al. (1982) apoyan esta hipdtesis ya qgue ---
tras la lesibn tanto bilateral como unilateral del neo

cortex, estriado, hipocampo, amigdala, septum y parte
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del nficleo accumbens, al animal sigue siendo capaz de
antoestimularse en hipot&lamo lateral, afin cuando en -

condiciones experimentales especiales,

Recientemente, Colle y Wise (1987) han apor-
tado datos que también corroboran esta hipbtesis. Con-
-cretamente, han mostrado que la ablacidn unilateral de
la corteza frontal, estriado rostrdl, niicleo accumbens,
drea septal y tuberculo olfatorio s&lo produée un des-
éenso_de un 20-30% en la S8S del hipotélamd ipsilateral
recuperandose los niveles prelesidn tras un periodo de
varias semanas, Las &reas lesionadas incluyen la mayo-
ria de las terminales dopaminérgicas ascendentes (Co--

1lle v Wise, 1987).

' El hecho de gue el efecto de las lesiones, -
tanto de las fibras dopaminérgicas ascendentes como de
las fibras no-dopaminérgicas descendentes, sea transi-
torio ha sugeride la participacidén de las neuronas in-
trinsecas en la SS de dicha &rea (Velley et al., 1983;
Waraczynski, 1988). En consonancia con esta hipbtesis,
se ha mostrado que la administracidn de &cido iboténi-
co en hipotdlamo lateral produce una abolicién de la -
5SS en el hipotdlamo ipsilateral mientras que no produ-
ce ningln efecto en el hipot&lamo contralateral (Velley
et al., 1983; Nassif et al,, 1985; Velley, 1985; Les--
. tang et al., 1985), Estos datos sugiern que las neuro-
nas intrinsecas al hipotdlamec lateral son fundamenta--

les en la S5 de dicha &rea.

En resumen, los resultados obtenidos tras --
las lesiones electroliticas y neurotbxicas sugieren -~
que la SS en el FPM-~hipot&lamo lateral estd mediada --
fundamentalmente por las neuronas intrinsecas asi como

por las fibras descendentes que desde el hipotdlamo la



-21-

teral se dirigen hacia el &rea ventrotegmental y, en -

mencor medida, por fibras dopaminérgicas ascendentes.

1.4.2.- AREA VENTROTEGMENTAL.

En relaci®dn al drea ventrotegmental-sustancia
negra, se ha mostrado que lesiones neurotdxicas del sis
tema nigroestriatal dopaminérgico producen un descenso
de la S5 en estriado (Phillips et al., 1876). Este des
censo puede ser restaurado tras la implantacifn de sus
tancia negra fetal en el ncleo caudado (Fray et al.,
1983). Por otra parte, la lesifn de la corteza prefron
tal (sistema mesocortical dopaminéfgico) disminuve la
SS en la sustancia negra (Silverman y Corbett, 1989).
Estos resultados sugieren la participacidn de las neu-
ronas dopaminérgicas en la SS de estas &reas cerebra--
les afin cuando estudios anteriores cuestionaron esta -
conclusidn (Cooper et al., 1978; Phillips y Fibiger, -
1978). ' _
Con respecto al drea ventrotegmental, Takeichi
et al. (1986) han realizado una serie de experimentos
para dilucidar si son neurcnas dopaminérgicas las res-
ponsables de la 85 en dicha estructura o, por el con--
trario, son neuronas intrinsecas no-catecoclaminérgicas.
Para ello, han realizadc lesiones neurotdxicas tanto -
con 6-OH-DA como con &cido kainico. La inyeccidn unila
teral de 6-OH-DA en el 8rea ventrotegmental de ratas -
adultas no produce modificaciones de la S5 afin cuando
el estudio histoldgico mostrd la lesidn de las neuronas
catecolaminérgicas. Por el contrario, la inyeccién uni

lateral de &cido kainico en el &rea ventrotegmental pro
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duce una abolicién de la SS que se mantiene durante --

los 14 dias de duracibn del experimento.

Estos datos sugieren gue las neuronas intrin
secas no-dopaminérgicas son el principal factor respon
sable de la SS en el &rea ventrotegmental. Es intere--
sante, sin embargo, que lesiones neonatales del siste-
ma dopaminérgico con 6-0H-DA produce un leve, an cuan
do significativo, descenso de la SS en el &rea ventro-
tegmental. Estos Gltimos datos sugieren que las termi-
nales dopaminérgicas también pueden jugar un papel en
el mantenimiento de la SS aunque no son esenciales pa-
ra dicho proceso (Takeichi et al., 1986).

1.4, 3.~ CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL.

En relacién a la corteza prefrontal medial,
se han realizado lesiones tanto electroliticas como --
neurotdxicas de la mayoria de las &reas con las gue di
cha estructura mantiene conexiones reciprocas (Mora y
Ferrer, 1986). Concretamente, se han realizado lesio--
nes del locus coeruleus, nficleo accumbens, corteza pre
frontal sulcal, hipotdlamo lateral, zona incerta, cau-
dado—putamen, nicleo dorscmedial del tdlamo, amigdala
basolateral y &rea ventrotegmental asi como de la via
prefronto-cortical a nivel de cépsula externa y corte-

za entorrinal.

Los resultados obtenidos varian dependiendo
del &rea cerebral lesionada. Asi, lesiones del locus -
coeruleus, nficleo accumbens, zona incerta, FPM-hipot&-
lamo lateral o corteza prefrontal sulcal nc modifican

la SS en la corteza prefrontal medial (CPM) (Corbett y
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Wise, 1980; Corbett et al., 1982a; Ramirez et al., ---
1983; Ferrer, 1984; Robertscon et al., 1986a; Cobo et -
al., 1989). La lesidn del niicleo caudado-putamen, nii--
cleo dorsomedial del tdlamo o amigdala basolateral, --
produce un descenso de la S$S gue se mantiene durante 3-

6 dias (Vives et al., 1986; Ferrer et al., 1987).

La lesidn electrolitica del &rea ventroteg--
mental (Vives et al., 1986) o de sus proyecciones dopa
minérgicas hacia la CPM (Phillips y Fibiger, 1978) pPro
duce un descenso de la SS que persiste durante los 15-
21 dias de duracidn del experimento afin cuandc con una
tendencia a la recuperacidn. De igual forma, lesiones
de la via prefronto-cortical a nivel de cipsula exter-
na producen una abolicién de la SS que se mantiene du-
rante los 17 dias de duracidn del experimento (Cobo et
al., 1989). Lesiones de esta via corticofugal antes de
penetrar en cfpsula externa también producen un descen
so mantenido de la S5 (Corbett et al., 1982a). Este --
descenso, al igual que el obtenido tras la lesidn del
drea ventrotegmental, se recupera 22 dias tras la le--
sidn (Simon et al., 1979; Robertson et al., 1986a).

En base a estos resultados, se ha sugerido -
la existencia de tres categorias diferentes de vias re
lacionadas con la SS en la CPM (Vives et al., 1986): -
primera, vias gue no parecen estar funcionalmente rela
cionadas con la SS en la CPM: locus coeruleus, niicleo
accumbens, zona incerta, hipeté&lamo lateral y corteza
prefrontal sulcal. Segunda, vias cuya activacidn posee
una funcidn moduladora sobre la 5S: vias procedentes -
del nficleo dorsomedial del tilamo, amigdala y caudado-
putamen. Tercera, vias cuya activacidn es necesaria pa
ra el mantenimiento de la SS en la CPM: la via mesocor

tical dopaminérgica procedente del &rea ventrotegmen--
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tal y la via corticocortical que, originandose en la --
corteza prefrontal medial, se dirige hacia las cortezas

entorrinal y perirrinal atravesando c8psula externa.

Estas vias sinapsan, en (ltima instancia, con
las neurcnas intrinsecas a la CPM. Para dilucidar si es
tas neuronas que envian eferencias y reciben aferencias
de las diferentes &reas cerebrales, son un elemento pri
mordial para la SS en la CPM, se realizaron microinyec-
ciones unilaterales de &cido kainico (Ferrer et al., --
1985) © iboténico (Nassif et al., 1985) en la corteza -
prefrontal medial. En ambos casos, se obtuvo una aboli-
cién completa de la SS en la CPM ipsilateral mientras -
gque no se observaron modificaciones de la SS en la CPM
contralateral usada como control,. Estos datos sugieren
gque las neurcnas intrinsecas a la CPM son fundamentales

para la S8S en dicha &rea.

En conclusidn, los resultados obtenidos en --
los estudios de lesiones sugieren que en el substrato -
neural de la SS en el FPM-hipotdlamo lateral, &rea ven-
trotegmental y corteza prefrontal participan fundamental
mente las neuronas Intrinsecas a dichas 8reas cerebra--
les asi como ciertas vias tanto dopaminérgicas como no
dopaminérgicas. Adem&s, el hecho de gque ninguna de las
lesiones, salvo la lesidn de las meuronas intrinsecas,
disminuya permanentemente la SS apoya la hipbtesis suge
rida por Mora y Ferrer (1986). Esta hipdtesis propone -
que durante la S8 de un &rea cerebral concreta se acti-
van mltiples circuitos de forma que, tras la lesién de
uno de ellos, el resto de los circuitos no danades pue-

den compensar el déficit producido sobre la SS.
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1.5.- ESTUDIOS NEURCFARMACOLOGICOS Y NEUROQUIMICOS. .

Los estudios neurofarmacoldgicos y neurogqui-
micos tratan de dilucidar los posibles neurotransmiso-
res que participan en la 85 de un drea cerebral concre

ta,

En un principio se utilizaron exclusivamente
técnicas farmacolégicas. Concretamente, se observaron
las modificaciones de la SS producidas tras inyecciones
subcutdneas o intraperitoneales de diferentes agonistas
o antagonistas de los neurotransmisores clfsicos (dopa
mina, noradrenalina, serotonina y acetilcolina). Poste
riormente, se realizaron inyecciones tanto intraventri
culares como intracerebrales en la estructura objeto -
de estudio, y se amplid el espectro de sustancias pre-
suntamente neurotransmisoras a péptidos (sustancia P,

colecistokinina y péptidos opidceos).y amino&cidos.

Las t&cnicas neuroquimicas han sido menos am
pliamente utilizadas y su empleo es mis reciente. Es--
tas técnicas incluyen la perfusibn intracerebral de NT-
radicactivos, mediante la té&cnica de perfusidn intrace
rebral "in vivo""push-pull", y posterior anélisis de -
los perfundidos mediante contador de centelleo (Hollo-
way, 1975) y mediante cromatografia en capa fina (Mora
-y Myers, 1977). En segundo lugar, incluye la diseccidn
del &rea objeto de estudio y su posterior anlisis me-
diante HPLC (Phillips et al., 1987) y, por dltimo, in-
cluye el estudio de la liberacidn de NT "in vivo" me—-—
diante voltametria (Stamford et al., 1988). Todas estas
técnicas permiten detectar y cuantificar los NT libera

dos durante la S5, y han sido aplicadas fundamentalmen
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te al estudio de la liberacidn de catecolaminas y sus

metabolitos.

Los estudios neurofarmaceldgiceos y neurogui-
micos han sugerido qgue en la SS cerebral no participa
un finico neurotransmisor sino varios sistemas neuro---
transmisores interrelacionados entre si {(Mora y Ferrer
1986) . Concretamente, los sistemas catecolaminérgicos
(dopamina y hofédrenalina), la serotonina, la acetilco
lina y,“més recientemente, dentro del grupo de los pép
tidos neurotransmisores, la colecistokinina, la sustan
cia P y los péptidos opifceos han sido involucrados -
en la SS de diferentes &reas cerebrales. No obstante,
los neurctransmisores implicados en la S5 de un &rea -~
cerebral concreta varian dependiendo del &rea cerebral

considerada (ver a continuacién}.
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1.5.1.- NORADRENALINA.

El primer neurotransmisor presuntamente im--
‘plicado en la SS cerebral fué la noradrenalina. Esta -
hipbtesis noradrenérgica fué inicialmente propuesta --
por Stein (1968) basandose en la coincidencia de la lo
calizacidn de las estructuras que soportan S5 y las --

vias noradrenérgicas centrales.

La noradrenalina cerebral tiene su origen en
el locus coeruleus (nficleo 36), niicleos Al' Az, AS ¥y A7
asi como en determinadas &reas de la regidn de los nfi-
cleos del rafe (Dd&hlstrom y Fuxe, 1964; Ungerstedt, --
1971; Lindvall y Bjd®rklund, 1974; Jonés y More, 1974;
‘Jones et al., 1977). Partiendo de estas estructuras se
originan tres vias ncoradrenérgicas (ver figura 2). Dos
de ellas, el fasciculo noradrenérgico dorsal vy el fas-
ciculo noradrenérgico ventral, atraviesan el FPM y han
sido implicados en la SS. Asi, se ha obtenido SS tanto
en el origen de estas vias como en las terminales: cor
teza cingular, entorrinal y piriforme, hipocampo, sep-
tum, amigdala, hipot&lamo, nficleo paraventricular y --
frea preBptica (Stein, 1968, 1978; 0lds y Fobes, 1981;
Phillips, 1984). Sin embargo, no todas las estructuras
que reciben terminales noradrenérgicas procedentes del

locus coeruleus poseen SS (0lds y Fobes, 1881).

El segundo argumento empleado a favor de la
participacidén de la NA en la SS cerebral estd basado -
en estudios neurofarmacoldgicos. Estos estudios mostra
rcen que drogas que actfian sobre los sistemas catecol--
aminérgicos (DA y NA} como los neurolépticos o la d-an
fetamina modifican la 5SS {Stein, 1962, 1964). Ademés,_
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bulbo
olfatorio

cortex
ventral
ulbo
dorsal
FIGURA 2

Vias noradrenérgicas ascendentes y sus nficleos

de origen (tomada de Ungerstedt, 1971).
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drogas que inhiben la sintesis de catecolaminas como -
la d—metil-paratirosina-producen una supresién de la -
55 (Wise y Stein, 1969). Este mismo efecto también se

observd tras la inyeccidn de drogas que inhiben selec-
tivamente la sintesis de noradrenalina (como el disul-
firdn y el dietilditioccarbamate), inhibiendo la accidn
de la PB-hidroxilasa enzima que convierte la DA en NA ~
(Wise y Stein, 1969; Ritter y Stein, 1973). Esta supre
sién puede ser restaurada mediante la administracién -
intraventricular de NA, Estos datos fueron interpreta-
dos como una evidencia de la participaci®dn de la nor--

adrenalina en la 55 cerebral. -

La hipdtesis noradrenérgica, sin embargo, -
ha sido ampliamente rebatida ajudicandose los efectos
obtenidos sobre la SS a una sedacidn o a un impedimen-
to motor del animal (Roll, 1970; Clavier y Routenberg,
‘1975; Clavier et al., 1976; Clavier y Fibiger, 1977; -
Fibiger, 1978). Adem&s, se ha observado que otras dro-
gas que tambidn inhiben la sintesis de NA como FLa-63
y U-14,625 no tienen efectos sobre la S$S afin cuando re
ducen sustancialmente los niveles de NA (Lippa et al.,
1973; Fuxe et al,, 1974; 0Olds 'y Fobes, 1981), No obs--
tante, esta falta de efectos puede explicarse segfin --
0lds y Fobes (1881) en base a la utilizacidn del pool™
de almacenamiento de NA ya gque, tratando a los anima-—-
les previamente con reserpina, si se produce una dismi
nucidn de la SS. Este hecho junto con la observacién -
de gue tanto la clonidina (agonista.&z) como la yohim-
bina (antagonistae{z) producen un descensc de la S8 en
el FPM, apoya la involucracidn de la NA en la SS cere-
bral (Hunt et al., 1978; Gallistel y Frevd, 1987).

El tercer argumento empleadoc a favor de la -
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participacifn de la NA estd basado en estudios neuroqui-
micos que mostraron un aumento de la utilizacidn de este
NT durante la SS (Stein y Wise, 1969). Estos autores, --
tras inyectar NA marcada a través de una cé&nula "push-
pull" vy obtener muestras de perfundido durante la SS del
FPM, observarcon un aumento de NE-marcada en hipotdlamo y
amigdala. Este aumento fué posteriormente confirmado por
Holloway (1975). Este tercer argumeénto fué criticado por
Fibiger (1978). Este autor sugiere que la liberacién de
NA indica la presencia de neuronas ¢ fibras noradrenérgl
cas activadas cerca del lugar de estimulacibén pero no in

dica que estas neuronas sean las responsables de la SS.

Por filtimo, estudios realizados con 6-0H-DA --
han mostrado que la inyeccién intraventricular de dicha
droga produce un descenso de la SS en el FPM pero no en
los nficleos del rafe o el locus coeruleus origen de las
vias noradrenérgicas (0lds, 1975; 0lds y Fobes, 1981). -
Del mismo modo, la inyeccidn de 6-OH-DA en el locus coe-
ruleus no abole la SS en dicho nGcleo {(0lds y Fobes, ---
1981). Estos datos junte con el hecho de gue la elimina-
cibn casi completa de las proyecciones noradren&rgicas -
no modifica la SS (Cooper et al., 1974; Clavier y Routen
berg, 1975; Clavier y Fibiger, 1977; Corbett et al., ---
1977; Ramirez et al., 1983) han desplazado la hip&tesis
noradrenérgica y han sugerido la participaci6n de otros
NT como la dopamina en la SS cerebral. No bbstante, la -
mediacién de la noradrenalina en la SS no se puede des--
cartar totalmente (Wise, 1978; Fibiger, 19%78; Unemoto y
Olds, 1981; ©lds y Fobes, 1981l; Gallistel et al., 1987).
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1.5.2.~ DOPAMINA,

En 1974, German y Boyden sugieren la participa
cidén de la dopamina en la S§S cerebral basandose en la --
coincidencia de la localizacién de los sistemas dopami--
nérgicos centrales (Ungerstedt, 1971; Berger et al., ---
1974; Lindvall, 1974).y las estructuras cerebrales que -
soportan 8S5. Asi, se ha obtenido S8S tanto en la sustan--
cia negra (origen del sistema nigroestriatal) y el &rea
ventrotegmental (origen del sistema mesolimbico y meso--
cortical) como en &reas terminales de dichos sistemas: -
caudado-putamen, nficleo amigdalino central, septum, n--
cleo accumbens, tuberculo olfatorio y corteza prefrontal

(01ds y Fobes, 1981; Phillips, 1984) (ver figura 3).

Los estudios neurofarmacolégicos han apoyado -
esta hipfStesis dopaminérgica mostrando que drogas gue ac
tGan sobre el metabolismo de las catecolaminas modifican
la SS cerebral (0lds y Travis, 1960; Stein, 1968; Mora et
al,, 1975; Ferrer et-al., 1983; Gallistel y Freyd, 1987).
En este sentido, se ha mostrado que la administracitn --
tanto sist&mica como intracerebral de neurclépticos (blo
queantes de los receptores dopaminérgicos) produce una -
atenuacidén de la autoestimulacién en FPM-hipotdlamo late
ral, &rea ventrotegmental, corteza prefrontal medial y -
sustancia gris central (Mora et al., 1975, 1976b; Fourie
zos y Wise, 1976; Mora et al., 1977; Franklin, 1978; Ro-
bertson et al., 1981; Gallistel et al., 1982; Ferrer et
al., 1983; Hand y Franklin, 1983; Gallistel y Karras, —--
1984; Gallistel et al., 1985; Nakajima et al., 1986; Mi-
liaressis et al., 1986; Fantie y Nakajima, 1987; Etteén--
berg y Duvauchelle, 1988; Van Wolfswinkel et al., 1988:
Stellar y Corbett, 1989).
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Corteza prefrontal

tub. olfatorio N~ /%
n. caudado

n, amigdalino eminencia
central media

FIGURA 3

Vias dopaminérgicas ascendentes y sus nficleos
de origen., 1; via mesocortical. 2: via nigroestriatal.
3: via mesolimbica (modificada de Ungerstedt, 1971).
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La atenuacidén de la SS observada.en estas &reas
cerebrales tras la inveccitn de neurolépticos, parece --—
ser especifica y no debida a un impedimento motor del -~
animal (Rolls, 1974; Mora et al., 1975, 1976bh; Fouriezos
y Wise, 1976; Fouriezos et al., 1978; Franklin, 1978; Wi
se, 1978, 1982; Ferrer et al., 1983; Stellar et al., ---
1983; Gallistel y Freyd, 1987). Recientemente, Fantie y
Nakajima (1987) han corrochorade la especificidad de los
efectos obtenidos sobre la SS en hipotdlamo lateral usan
do un nuevo método experimental: las ondas hipocampales

teta.

Actualmente, se conoce la existencia de varios
tipos de receptores dopaminérgicos, sin embargo atin no -
estd claro cual de éllos participa en la SS cerebral. -~
Inicialmente, Gallistel y Davis (1983) sugirieron la par
ticipacién de los receptores D, en la SS del FPM. No obs
tante, posteriormente se ha implicado a los receptores -
D, en la SS tanto del FPM-hipot&lamo lateral (Nakajima -
et-al., 1986) como del &drea ventrotegmental, corteza pre
frental medial y nicleo dorsal del rafe (Ferrer et al.,
1983; Nakajima et al., 1986; Sabater et al., 1989). Re-—-
cientemente, Nakajima y Baker (1989) han involucrado a -
ambos tipos de receptores (Dl y D2) en la SS del &rea --

ventrotegmental.

.Otro farmaco empleado en los estudios farmaco-
16gicos es la d-anfetamina, droga que aumenta la libera-
cibén y bloguea la recaptacidén de dopamina. Asi, se ha --
mostrado gue la administracidén de d-anfetamina facilita
la 55 en &reas gue contienen dopamina. Concretamente, se
ha descrito una facilitacidn de la SS en FPM-hipotdlamo
lateral, &rea ventrotegmental, sustancia negra, corteza

prefrontal medial y nficleo accumbens (Phillips y Pibiger,
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1973; EspBsito et al., 1980; Robertson et al., 1981; --
Hand y Franklin, 1983; Keith y Vaccarino, 1983; Predy y
Rokkinidis, 1984; Gallistel y Freyd, 1987). Esta facili
tacién tambi&n se ha chservado en &reas que no contienen
dopamina como el tegmento dorsal y el hipocampo (Fran--
klin y Robertson, 1982). Por otra parte, la d-anfetami-
na antagoniza los efectos de los neurolépticos en el FPM

(Gallistel y Karras, 1984; Gallistel y Freyd, 1987).

El efecto de la inyeccidn de d-anfetamina es -
mayor en el hipotdlamo lateral y en el drea ventrotegmen
tal-sustancia negra que en la corteza prefrontal medial
(Robertson et al., 1981; Hand y Franklin, 1983). Esta ob
-servacidn junto con los datos electrofisiolfgicos y de -
lesién (Corbett y Wise, 1980; Corbett et al., 1982a) han
sugerido la existencia de dos sistemas diferentes en la
SS cerebral (Hand y Franklin, 1983; Schenk y Shizgal, --
1985). Un sistema que incluye el FPM, hipotdlamo lateral
y drea ventrotegmental y un segundo sistema que incluye

la corteza prefrontal.

Recientemente, Gallistel y Freyd (1987) han --
confirmado tanto el descenso de la SS en el FPM tras la
inyeccifn de neurolépticos como la facilitacidn de la SS
tras la inyeccién de anfetamina. Ademds, han sugerido --
gue los efectos de los neurolépticos no son debidos a su
actuacidn directa en receptores postsinipticos de vias -
relacionadas con la S8 sino indirectos, actuando sobre -
variables cuyos valores deben mantenerse dentro de mirge
nes estrictos. Esta hip&tesis ha sido sugerida en base a
estudios farmacolBgicos, electrofisiolbgicos y autorradio
gréficos (2-DG) (Bielajew y Shizgal, 1986; Gallistel, ---
1986; Gallistel y Freyd, 1987; Rompré y Miliaressis, ---
1987).
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El tercer argumento empleado a favor de la par
ticipacifn de la dopamina en la S5 cerebral es el hecho
de que el dé&ficit de la SS observado tras la depleccidn
dopaminérgica del nficleo caudado con 6-OH-DA, puede ser
restaurado tras realizar un implante de sustancia negra

fetal en el nficleo caudade (Fray et al., 1983).

Los estudios neuroquimicos realizados también
apovan la participacifn de 1la dopamina en la 8S cerebral.
Asf, los primeros en mostrar un aumento de la liberacibn
de dopamina durante la SS fueron Mora y Myers (1977). --
Concretamente, estos autores observaron gue durante la -
SS en la corteza prefrontal medial Se produce un aumento

de la liberacién de dopamina em dicha &rea cortical.

Posteriormente, PHillips et al. (1987) observa
ron que durante la SS del &rea ventrotegmental existe un
aumento de DOPA, precursor de la dopamina, en el nficleo
accumbens, estriado y tuberculo olfatorio. Este estudio
se realiz6 previa inhibicifn de la descarboxilasa de ami
nodcidos aromdticos coén NSD-1015 (m-hidroxibenzil-hidra-
zina dihidrocloride). Este aumento de DOPA tras la inhi-
bicidn de la decarboxilasa parece ser debido a un aumen- -
to de la actividad de la tiroxina hidroxilasa, enzima 11
mitante de la sintesis de dopamina (Murrin y Roth, 1976&;
Westerink y Wirix, 1983; Phillips et al., 1987). Estos -
resultados permiten sugerir que la dopamina juega un pa-
pel en la SS del drea ventrotegmental (Phillips et al.,
1987).

Por {iltimo, Stamford et al. (1986, 1988) utili
zando técnicas de veoltametria "in vivo", han mostrado --
que tras la estimulacién eléctrica de otro &rea, el FPM-
hipotdlamo lateral, se produce una liberacidn de dopami-

na en el nficleo accumbens y caudado-putamen. Dado gque el
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potencial de oxidacién-reduccifn de DA y NA es indistin-
guible mediante voltametria, para identificar el compues
to liberado se utilizaron bloguenates selectivos de am--
bos neurotransmisores. El blogueante dopaminérgico aumen
td la liberacifn de dopamina mientras que el bloqueante

noradrenérgico no produjo ninglin efecto. Estos datos con
firmaron que el compuesto liberado tras la estimulacibn

eléctrica del FPM es la dopamina (Stamford et al., 1988).

En conjunto, los estudios neurofarmacoldgicos

y neurogquimicos apoyan la participacidn de la dopamina -

en la SS cerebral afin cuando el papel de dicho neurotrang
misor es diferente segfin el ‘drea cerebral estudiada., No

obstante, el papel de la dopamina no parece ser exclusi-

vo pues no sblo se ha obtenido SS en dreas exentas de di

cho neurotransmisor sino que la depléccién de dopamina -

en &reas gue soportan. SS no produce un descenso permanen

te de la S5 en dichas estructuras (Simon et al., 1979; -

Unemoto et al., 1984; Takeichi et al., 1986).
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1.5.3.- SEROTONINA.

La via serotoninérgica cerebral se origina en
los nficleos del rafe dorsal vy ventral y, ascendiendc por
el fasciculo prosencefdlico medial, inerva a estructuras
diencefdlicas, limbicas y corticales como la corteza pre
frontal, el nficleo caudado-putamen y el hipotélamo (Un--
~gerstedt, 1971; Breese y Cooper, 1975) (ver figura 4). To
das estas estructuras soportan SS (0lds y Fobes, 1981).

La posible participacidn de la serotonina en -
la SS fué sugerida en base a estudios tanto farmacoldgi-
cos como neurogquimicos. Asi, estudios farmacolégicos ini
ciales mostraron que la serotonina tenfia un efecto inhi-
bidor sobre la SS cerebral (Stein, 1971; Wise et al., --
1973; Pradhan, 1976). Concretamente; Stein (1971) v Wise
et al. (1973) observaron una inhibicibn de la SS en hipo
tdlamo lateral tras inyecciones intraventriculares de se
rotonina (5-CH-triptamina). Los estudios neuroquimicos,
por su parte, mostraron la liberacidn de serotonina du--
rante la SS del fasciculo prosencefdlico medial (Holloway,
1975} . Sin embargo, al igual gue ocurre en el caso de la
NA, esta liberacifn puede ser también debida a la activa
cidn de terminales o neuronas serotoninérgicas cercanas
al lugar de estimulacidn pero gue no participan en la SS
cerebral (Fibiger, 1978).

Estudios farmacolBgicos mis recientes, han su-
~gerido una participacidn diferencial de la serotonina se
glin el &rea objeto de estudio. En este sentido, la inyec
cidn de paraclorofenilalanina, f4rmaco que  bloguea la —-
sintesis de serotonina inhibiendo a la enzima triptdfano

hidroxilasa, puede producir un incremento, un descenso -
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de la autoestimulacidn o no producir efectos dependiendo
de la estructura cerebral. Asi, se ha observado una fa-
cilitacidn de la S8 en el FPM, hipotalamo lateral y area
ventrotegmental (Poschel y Ninteman, 1971; Van der Kooy
et al,, 1977a). Por el contrario, similares inyecciones
de paraclorofenilalanina producen una disminucidn de la
SS en caudado (Phillips et al., 1976a), nficleos del rafe
(Milizaressis et al., 1975; Simon et al., 1976; Van der
Kooy et al., 19775) e hipocampo (Van der Kooy et al., -
1977a). Por filtimo, Ramirez et al. (1983) no han obser-
vado modificaciones de la 8S en la corteza prefrontal -

medial tras la administracidn de paraclcorofenilalanina.

De igual forma, los efectos del metergoline -
(blogueante de los receptores serotoninérgicos) varian
seglin la estructura cerebral considerada. Asif, inhibe -
la SS en la habé&nula y rafe medial (Nakajima, 1984) mien
tras que no produce modificaciones en la SS de hipotdla
mo lateral, &rea ventrotegmental o nficleo dorsal de ra-

fe (Nakajima y McKenzie, 1986).

Estos datos indican que an cuandc la seroto-
nina puede participar en la SS de algunas &reas cerebra
les como el nficleo caudado, hipocampo, habé&nula y rafe
medial, no participa en la S5 de otras dreas como el hi
pot&lamo lateral, &rea ventrotegmental, nficlec dorsal -
del rafe o corteza prefrontal medial (Van der Kooy et -
al,, 1977a,b; Ramirez et al., 1983; Nakajima, 1984; Na-
kajima v McKénzie, 1586) .
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FIGURA 4

Representacidn esquemdtica de las vias seroto
ninérgicas y de sus nficleos de origen (tomada de Breese
y Cooper, 1975). Abreviaturas: dr, rafe dorsal. mr, ra-
fe medial. FPM, fasciculo prosencef8lico medial. H, hi-

potdlamo. NC, nficleo caudado. CP, corteza prefrontal.
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1.5.4.- ACETILCOLINA.

La acetilcolina es un neurotransmisor amplia-
mente distribuido por el sistema nervioso central. Ac--
tualmente es bien conocida la localizacidn de los cuer-
pPos neuronales acetilcolinérgicos y sus vias de proyec-
¢idn en el cerebro (Shute y Lewis, 1967; Cuello y Sofro

niew, 1984)(ver figura 5).

Los primeros en relacionar los sistemas acetil
colinérgicos con la SS cerebral fueron Stark y Boyd ( -
1963) . Posteriormente, Jung y Boyd (1966) sugirieron —-
que la acetilcolina ejefce una accidn inhibitoria sobre
la SS cerebral basf&ndose en el hecho de que la fisostig
mina, un inhibidor de la acetilcolinesterasa, inhibe &i
cho proceso. Este efecto inhibitorio de la fisostigmina
sobre la S8 en hipot&lamo lateral fué posteriormente con
firmado pdr Domino y Olds (1968) y Newman (1972). Recien
temente, tambi&n se ha observado este efecto inhibitorio
sobre la 8S del érea'ventrotegmental (Druhan et al., --
1989). Sin embargo, Vives y Mora (1986) tras estudiar -
el efecto de esta droga sobre la SS de la corteza pre--
frontal medial, han sugerido que, al menos en lo gque se
refiere a este &rea del cerebro, el descenso de la S5 -
producido por la fisostigmina es secundario a una alte-

racidn motora del animal.

En relacidn a los receptores acetilcolinérgi-
cos involucrados, se ha mostrado que la inyeccidn de ni
cotina facilita la SS en hipotdlamo y &rea ventrotegmen
tal (Pradhan y Bowling, 1971; Newman, 1972; Druhan et -
al,, 1989). Sin embargo, similares invecciones de nico-

tina o mecamilamina (antagonista nicotinico) no producen
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ninglin efecto sobre la SS de la corteza prefrontal me--
dial (Vives y Mora, 1986).

En relacidn a los receptores muscarinicos, se
ha observado gue la administracidn de agonistas produce
un descensc dosis-relacionado de la SS tanto en hipoté-
lamc lateral y &rea ventrotegmental (Pradhan y Dutta, -
1971; Newman, 1972; Wishart y Herberg, 1979; Druhan et
al,, 1989} como en la corteza prefrontal (Vives y Mora,
1986). En contraste, tras la inyeccidn de antagonistas
muscarinicos se observa una facilitacidn de la $S tanto
en hipotdlamo lateral como en el irea ventrotegmental -
{Newman, 1972; Pradhan y Kaméta, 1973; Druhan et al., -
1989) y una inhibicidn de la SS en la corteza prefrontal
medial (Mora et al., 1980b; Vives y Mora, 1986).

Estos datos sugieren que la acetilcolina jue-
ga un papel diferente en el substrato neuroguimico de ~
la SS en hipotdlamo lateral, &rea ventrotegmental y cor
teza prefrontal medial. Ademd&s, mientras en la corteza
prefrontal medial parece implicar selectivamente a los
receptores muscarinicos, en el hipot&lamo lateral y &rea
ventrotegmental parece involucrar a ambos tipos de re--

ceptores (nicotinicos y muscarinicos).
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FIGURA 5

Representécién esquemdtica de algunas proyec-
ciones del cerebro de la rata que utilizan acetilcolina
como neurotransmisor {Tomada de Cuello y Sofroniew, --=-
1984). Abreviaturas: A, amigdala; AON, nficleo olfatorio
anterior; Ar, nficleo arcuato; BN, nficleo baéal; C, cor-
teza cerebral; CP, caudado-putamen; DB, nficlec de la --
banda diagonal; FR, fasciculo retrpflexo:; H, hipocampo;
IP, nficlec interpeduncular; LAT, nficleo tegmental latero
dorsal; MH, hab&nula medial; OT, tubercule clfatorio; -
RF, formacifn reticular del tronco cerebral; S, septum;

SM, estria medular y TR, sistema reticular tegmental.
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1.5.5.- PEPTIDOS NEUROTRANSMISORES.

El hallazgo en el sistema nervioso central de
una serie de pé&ptidos neurotransmisores, fundamentalmen
te endorfinas y encefalinas, asi como de colecistokini-
na y sustancia P (Pert y Snyder, 1973; Vanderhaegen et
al., 1975; Brownstein et al., 1976; Simantov et al., --
1977; Dockray, 1980; Cuello, 1983; Krieger, 1983; Saka-
naka et al., 1983), ha abierto un nuevo campo en rela--
cién a los substratos neurcguimicos de la SS cerebral.

1.5.5.1.~ PEPTIDOS OPIACEOQOS.

Los péptidos opificeos estdn ampliamente distri
buidos en el sistema nervioso central, habiendose encon
trado una alta densidad en hipotdlamo, nficleo accumbens,
sustancia gris central y locus coeruleus (Simatov et al.,
1976, 1977; Belluzi v Stein, 1977; Cuello, 1983). Ade--
mis, existen tanto receptores opi&ce0s COmMO neuronas en
dorfinérgicas en muchas de las dreas cerebrales que so-
portan SS (0lds y Fobes, 1981; Cuello, 1983).

Estos datos sugieren la posible participacidn
de los péptidos opi&ceos en la SS cerebral. Ademds, es-
tudios farmacolégicos han mostrado gue la administracidn
de agcnistas y antagdnistas de los receptores opidceos
modifica la 55 en diferentes Areas cerebrales como el -
rea ventrotegmental, sustancia negra, sustancia gris -
central, nficleo paratenial, globus pallidus, fasciculo
prosencefdlico medial, hipotaélamo lateral y corteza pre
frontal (Lorens, 1976; Esp&sito y Kornetsky, 1977; Lieb
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man y Segal, 1977; Broekkhamp et al., 1972; Stein y Be-

lluzi, 1979:; Nazzaro et al., 1981l; Nelson et al.,, 1981;

Schenk et él., 1981; Franklin y Robertson, 1982; Shaw et
al.,, 1984; Ichitani et al., 1985; Stein, 1985; Ichitani

e Iwasaki, 1986; Bendani y Cazala, 1988; Carr y Bak, -~

1988; West v Wise, 1988; De Witte et al., 1989).

Concretamente, en relacidn a la administracidn
de agonistas opidceos, se ha descrito un efecto biffisi-
COo con un deséenso inicial seguido de una facilitacidn
de la SS en hipot&lamo lateral, corteza prefrontal y --
sustancia gris central, tras la inyeccidn intraperito--
neal de morfina (Leorens y Mitchell,-1973; Bush et al.,
1976; Esposito y Kornetsky, 1978; Shaw et al,, 1984; --
Ichitani e Iwasaki, 1986; Copeland y Pradhan, 1988). E1
descenso Inicial ha side atribuido a un impedimento mo-
tor del animal (Goodall et al., 1976) ya gque tras la in
yeccidn intracerebral de morfina en el adrea ventroteg--
mental se produce exclusivamente un efecto  facilitatorio
sobre la S5 que se inicia a los pocos minutos de la in-
yeccidn (Broekkamp et al., 1979). Del mismo modo, la in
yeccidn intraventricular de kelatorfafi, un inhibidor de
las encefalinasas (Bouboutou et al,, 1984),facilita la
SS en hipotdlamo lateral inmediatamente tras la inyec--
cidn afin cuando el mayor efecto se observa a los 25 min.
(Heidbreder et al., 1988). Este efecto facilitatorio de
morfina y encefalinas socbre la SS\puede ser revertido -
tras la administracidn de naloxona, un antagonista espe
cifico de los receptores opidceos, lo gue apoyva la par-
ticipacifn especifica de estos péptidos en la SS cere--
bral {(0lds y Fobes, 1981l; Shaw et al., 1984).

Otros estudios han mostrado que tanto la mor-
fina como las encefalinas presentan propiedades de re--

fuerzo, Asi, se ha descrito autoadministracidn cerebral
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de estas sustancias en &reas subcorticales especificas -
entre las gque se encuentran el hipotdlamo lateral (Olds
y Willians, 1980), &rea ventrotegmental (Bozart y Wise,
1981) y nficleo accumbens {(0lds, 1982). También se ha des
crito autoadministracidn cerebral de morfina y encefali-
nas en ventriculos laterales fBelluzi y Stein, 1977; Van

der Kooy et al., 1977c; Smith et al., 1982).

En relacibn a los antagonistas de los recepto-
res opiéceos; los resultados obtenidos son contradicto--
rios. Asi, algunos autores han mostrado que la adminis--
tracidn de naloxona no modifica la SS en el FPM-hipotdla
mo lateral, nficlec caudado, corteza-prefrontal medial ni
en la sustancia gris periacueductal {(Wauguier et al., =--
1974; Holtzman, 1976; Goldstein y Malick,1977; Van der -
Kooy et al.,, 1977c¢; Lorens y Sainati, 1978; Weibel y ---
wWolf, 1978; StilWell et al., 1980; Esposito et al., 1980,
1981; Perry et al., 1981; Shaw et al., 1984). Sin embar-
go, otros autores observan un leve descenso de la tasa -
de S5 o un aumento del umbral de SS en el hipotdlamo la-
teral, sustancia negra, nficleo accumbens y sustancia ---
gris periacueductal (Stapleton et al., 1979; Schaefer y
Michael, 1981; Bermudez-Rattoni et al., 1983; Freedman y
Pangborn, 1984; Ichitani et al., 1985; West y Wise, —-——-—
1988). Por Q1ltimo, otros autores han mostrade un descen-
so muy significativo de la 5§ en hipot&lamo lateral, cor
teza prefrontal, nfcleo accumbens, hipocampo, tegmentc -
dorsal y sustancia gris periacueductal, tras la inyeccidn
de naloxcna (Belluzi y Stein, 1877; Stein y Belluzi, ---
1978; Franklin y Robertson, 1982; Trujillo et al., 1983;
West et al,, 1983; Collier y Routenkerg, 1984; Kelsey -
et al,, 1984; Stein, 1985; West y Wise, 1888; Trujillo
et al., 1989).

Estas diferencias entre los diferentes grupos



46—

investigadores pueden ser explicadas seglin West y Wise
(1988) en base a tres factores: el &area de estimulacidn,
el tiempo transcurrido desde la inyeccidn y los par&me-
tros de la estimulacidn eléctrica. En relaci®n al &rea
de estimulacidn, las finicas &4reas en las que se ha obte
nido un descenso incuestionable de la 85 tras la adminis
tracibn de naloxona o naltrexona han sido el nficleo ac-
cumbens y ei gifo dentado del hipocampo (Stapleton et -
al., 1979; Trujillo et al., 1983; Collier y Routenberg,
1984; Heidbreder et al., 1988). En este mismo sentido,
recientemente, West y Wise (1988) han realizado un estu
dio comparativo de los descensos obtenidos en tres Sreas
cerebrales (hipotdlamo lateral, &rea ventrotegmental y
nlicleo accumbens) para valorar la importancia del &rea
de estimulacidn. Estos autores han observado gque afin —--
cuando en las tres &dreas existe un descenso significati
vo de la S8, los mayores efectos de la naltrexona se --
producen durante la SS del nficleo accumbens y los meno-

res durante la SS del &rea ventrotegmental.

En relacibn al tiempo de duracibn de la expe-
rimentacibdn, se ha observado que los estudios realizados
durante la primera media hora tras la inyeccidn de nalo
xona generalmente no obtienen efectos sobre la SS (Golds
tein y Malick, 1977; Lorens y Sainati, 1978) o los efec
tes son leves (Stapleton et al., 1979). Sin embargo, en
los estudios realizados 1 hora tras la inyeccidn de na-
loxona se observa una disminuci®n significativa de 1la -
S8 (Belluzi y Stein, 1977; Franklin y Robertson, 1982;
Kelsey et al., 1984; Trujillo et al., 1984). lLa dependen
cia del tiempo transcurrido desde la inyeccidn ha sido
recientemente confirmada por West y Wise (1988). Concre
tamente, estos autores han observado mayores efectos en

la 2° sesidn de experimentacidn (45 min. post-inyeccidn)
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que en la 1° sesidn de experimentacidn (15 min. post-in
yeccibn) afin cuando el descenso de la SS se observa des
de el comienzo de la experimentacidn. Por filtime, los -
resultados obtenidos por West y Wise (1988) muestran --
gue los efectos de la naltrexona son independientes de

leos para@metros de la estimulacidn el&ctrica.

Actualmente se conoce la existencia de varios
tipos de receptores opidceos, sin embargo, todavia no -
estd claro cual de estos receptores es el fundamental--
mente implicado en la SS. Asi, sé ha mostrado que tanto
los opioides con actividad M-agonista (Hubner y Kornets
ky, 1984) como los que poseen accidh mixta f—agonista——
antagonista (Unterwald y Kornetsky, 1984, 1986) o los —
agonistas K ¥y 5 (Reid et al., 1985) facilitan la SS en
el FPM, Sin embarge, un estudio reciente ha mostrado --
que la inyeccidn intrataldmica de DAGO { p-agonista) in
hibe la S8S en hipot&lamo lateral mientras gue el U50,488
(l‘~agonista) la facilita (Carr y Bak, 1988). En base a
estos datos, han sugerido que alin cuando ambos tipos de
regptores participan en la SS del hipot&lamo lateral --
ejercen sobre ella efectos opuestos. Resultados simila-
res han sido obtenidos por De Witte et al. (1989) tras
la administracidn de DAGO (inhibici®n) y kelatorfan o -
DTLET (5-~agonista)(facilitacién) en los ventriculos la

terales y niicleo accumbens.

Todos estos datos apoyan la participacidn de
los péptidos opidceos en la SS de determinadas Aareas ég
rebrales como el FPM-hipotdlamo lateral, &rea ventroteg
mental, corteza prefrontal, tegmento dorsal, sustancia
gris periacueductal, hipocampo y nficleco accumbens. Sin
embargo, una serie de estudios han sugerido que el efec
to de los péptidos opidceos sobre la S8 no es directo.—

s8ino indirecto actuando sobre los sistemas dopaminérgi-
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Yy sus proyecciones (Stein y Belluzi, 1979; Phillips et
al., 1981; sShaw et al,, 1984; Stein, 1985; Rompré y Wi-
se, 1989a,b).

1,5.5.2.- COLECISTOKININA Y SUSTANCIA P.

Tanto la colecistokinina (CCK) como la sustan
cia P (SP) se han localizado en estructuras gue sostie-
nen SS como la:corteza prefrontal medial, &drea ventroteg
mental, hipotdlamo.y amigdala (Krieger, 1983). No obstan
te, existen pocos trabajos correlac&onando estos pépti-

dos con la S8 en dichas'éreas.

En relacibn a la sustancia P, Goldstein y Ma- "
1ik (1977) mostraron una atenuacién de la SS en hipotd
lamo lateral tras la administraci®n intracerebral de --
sust. P en esta misma drea. Igualmente, Ferrer et al. -
(1988) han observado un descenso de la SS en otra &rea
diferente, la corteza prefrontal medial, tras la admi--
nistracidn tanto intraventricular como intracortical de

sust. P.

Estudios realizados tanto "in vivo" como "in
vitro™ han mostrado que la sustancia P interactia con -
la dopamina en estructuras cerebrales donde ambos neuro
transmisores estén presentes (Cheramy et al., 1977; Ei-
son et al., 1978; Starr, 1982; Elliot et al., 1986). Es
ta interaccidn DA-sust, P, ha sugerido que la participa
cidn de la sust P, en la SS de hipot&lamo lateral y cor
teza prefrontal medial puede estar mediada, al menos en
parte, a través de su actuacidn sobre los sistemas dopa
minérgicos (Mora y Ferrer, 1986; Ferrer et al., 1988; -
Mora y Cobo, 1990).
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En relacibn a la colecistikinina, Kornblith -
et al. (1978) han mostrado que la administraci®n intra-
peritoneal de dicho péptido inhibe la SS en hipotdlamo
lateral y locus coeruleus. Posteriormente, Fekete et al
{1983, 1987) han observado un descenso de la SS en ---
FPM—hipotélamo lateral pero, en este caso, tras inyec--
ciones intracerebrales de CCK-8 en dicha &rea cerebral.
Mis recientemente, otros autores han corroborado estos
resultados indicando que no todas las formas de CCK po-
seen efecto (Balazs et al., 1988; Heidbreger et al., —-
1989). Asi, mientras la CCK-8, la CCK-5-8 y su an&logo
BDNL-CCK7 (CCK-17-33)} inhiben la SS en hipot&lamo late-

ral, la CCK-2-4 es inefectiva.

En contraste, inyecciones taﬁto intraventricu
lares como intracorticales de CCK-8 realizadas en otra
&rea cerebral, la corteza prefrontal medial, no modifi-~
can la 8S en dicha &rea cortical (Ferrer et al., 1988).

Estos resultados sugieren gue la CCK partici-
pa en la S8 de ciertas estructuras como el FPM-hipotala
mo lateral y nficleo accumbens, pero no est& envuelta en
los substratos neuroguimicos de la SS de otras dreas ce

rebrales como la corteza prefrontal medial.



-50-

1.5.6.- AMINCACIDOS NEUROTRANSMISORES.

Los aminc&cidos presuntamente neurotransmiso-
res como el &cido asplrtico (Asp), &cido glutémico (Glu),
GABR, glicina, taurina y P-alanina, adem&s de su papel
neurotransmisor {(Fagg y Lane, 1979), poseen funcicnes -
metabblicas y estructurales (Matsumoto et al., 1982; ==
Ottersen y Storm-Mathisen, 1984}. Asi, todos ellos for-
man parte del metabolismo intermediario y, a excepcibn

del GABA, forman parte de proteinas.

Entre los aminoéciéos presuntamente neurotrans
misores, los amino&cidos acidicos (asplrtico y glutémi-
co) v el GABA han sido los ﬁés estudiados. Estos amino-
Gcidos estén ampliamente distribuidos por el sistema --
nerviosolcentrall(Iversen, 1982; Walker, 1983; Ottersen
y Storm-Mattisen, 1984), No obstante, existen variacio-
nes apreciables de unas &reas cerebrales con respecto a
otras (De Feudis et 'al., 1970; Johnson y Aprison, 1971;
Okada et al,, 1971; Davison, 1981; Ottersen y Storm-Ma-
thisen, 1984). Asi, el hipot&lamo, la sustancia negra y
el nficleo pidlido son las &reas con mayor contenido endd
genc de GABA (De Feudis et z2l., 1970; Okada et al., =--
1971; Davison, 1981; QOttersen y Storm-Mathisen, 1984) -
mientras que los niveles miximos de glut@mico se locali
zan en el 16bulo piriforme y la corteza que rodea a la
cisura de Silvio (Johnson y Aprison, 1971) fundamental-
mente en las células piramidales (Ottersen y Storm-Mathi
sen, 1984). Tambi&n se han encontrado altos niveles de
glut@mico en estriado y corteza somatosensorial (Johnson

y Apriscn, 1971).

Mas recientemente, se han estudiado las vias
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cerebrales probablemente mediadas tanto por GABA (Fagg
y Foster, 1983) como por asplrtico y glutémico (Fagg y
Foster, 1983; Cotman et al., 1987). Estas vias pueden -

observarse en las figuras 6 v 7.

Ne obstante, a pesar de la localizacidn de am
bos neurotransmisores en estructuras que socportan S8S, -
en la revisidn bibliogré&fica realizada péra esta Tesis
Doctorél, sb6lo hemos encontrado dos trabajos relacionan
do amino&cidos y SS (Willians y Herberg, 1987; Backus -
et al., 19881.,Ambos estudios han mostrado un descenso
de la 5SS en hipot&lamo lateral tras la administracidn -
de agonistas gabdrgicos. No ébstantg, dado gue los ago-
nistas gabé&rgicos producen modificaciones de la activi-
dad motora de los animales, seria necesaria més informa
cibn para demostrar la especificidad de los efectos ob-

tenidos sobre la SS (Willians y Herberg, 1987).
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FIGURA 6

Representacidn esquemdtica de algunas proyec-
ciones del cerebro de la rata que emplean GABA como neu
rotransmisor (tomada de Fagg y Foster, 1983). Abreviatu
ras: CB, cerebelo; GP, globus pallidus; LVN, n. vestibu
lar lateral; Na, nficleo accumbens; S, estriado; SC, co-

liculo superior; SN, sustancia negra; T, t&lamo.
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FIGURA 7

Representacifn esquemftica de algunas vias --
del SNC de la rata en las que se ha propuesto como neuro
transmisores a amino&cidos acidicos. (A) Vias corticofu-
gales. (B) Vias subcorticales (tomada de Cotman et al.,
1987). Abreviaturas: 0B, bulbo olfatorio; AON, n. olfatorio ante-
rior; NA, n. accumbens; OT, tuberculo clfatorio; AMG, amigdala; PC,
corteza piriforme; C/P: caudado-putamen; LS, septum lateral; BN, n.
rojo de la estria terminal; HT, hipotdlamo; M, cuerpos mamilares;
TH, t&lamo; H, hipocampo; LGN, n. geniculado lateral; SN, sustancia
negra; R, n. rojo; SC, coliculo superior; IC, coliculo inferior; P,
n. pontinos; CB, cerehelo; IO, complejc olivar inferior.
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Z.- CORTEZA PREFRONTAL Y AUTOESTIMULACION.

La corteza frontal es el &rea del neccortex de
mds reciente adquisicidn, tanto filogendtica como ontogé
nicamente, y tiene su mayor grado de desarrollo-en el ~-

ser humano (Fuster, 1980).

Dentro de ella, se localiza la corteza prefron
tal gue ha sido definida come el &rea del polo frontal -
que recibe las proyecciones del nficleo dorsomedial del -
tédlamo (Rose y Wolsey, 1948; Leonard, 1969, 1972). En la
corteza prefrontal de la rata, Leonard (1969) distinguid
dos regiones perfectamente diferenciadas: la corteza pre
frontal medial y la corteza prefrontal sulcal. Posterior
mente Krettek y Price (1977a) ampliaron los estudios ini
ciales de Leonard y observaron gque las proyecciones del
nficleo dorsomedial del t&lamo a la corteza prefrontal --
presentan una estricta sistematizaci®n topogrdfica. Estas
proyecciones terminan preferentemente en la capa III vy,
en menor proporcidn, en las capas corticales I y VI ( --
Krettek y Price, 1977a).

La corteza prefrontal es un drea de creciente
interés en Neurobiologia dada su participacidn en funcio
nes cognitivas, mnésicas y motivacionales (Fuster, 1980;
Kolb et al., 1982; Kolb, 1984). Asi, se ha descrito gue
la lesidn de este 4rea cortical origina alteraciones de
la orientacibn temporo-espacial y de la memoria a corto
plazo (Fuster, 1380; Xolb et al., 1982). Igualmente, se
ha involucrado en procesos patoldgicos como las demen-~=-
cias preseniles (Candy et al., 1983) y la esquizofrenia
(Weinberger y Wyatt, 1981; Cohen et al., 1988; Weinber-
ger, 1988).
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Ademés de las aferencias procedentes del niicleo
dorscmedial del tdlamo utilizadas para definir la corte-
za prefrontal, este &rea cortical establece conexiones -
tanto aferentes como eferentes con otras muchas estructu
ras situadas en corteza, prosencéfalo basal, tdlamo, hi-
potélamc y mesencéfaleo (Divac et al., 1978; Beckstead, -
1979; Dalssas et al., 1981; Szkanaka et al., 1983; SsSarter
y Markowitsch, 19%83; Vives et al., 1983). Un esquema sim
plificadc de estas cconexicnes se muestra en las fiquras
8, 9 v 10 (Xolb, 1984).

En lé corteza prefreontal se han localizade la
mayoria de los neurotransmisores cchocidos en la actuali
dad. Concretamente, se ha demostrado la localizacidn en
este &rea cortical de dopamina, noradrenalina, serotoni-
na, acetilcolina, péptidos neurotransmisores {(colecisto-
kinina, sustancia P, encefalinas, neurotensina, neurofi-
sina, somatostatina, bombesina y neuropéptido Y) vy amino
8cidos neurotransmisores (GABA, &dcido aspdrtico y gluté-
mico) {Ungerstedt, 1971; Berger et al., 1974; Lindvall
et al., 1974:;: Emson, 1978; Emson y Lindvall, 1979; Emson
et al., 1979; Fonnum et al., 1981b; Willians y Zieglgans
berger, 1981; Quirion et al., 1982; Krieger, 1983; Melu-
sam et al,, 1983; Phillipson y Gonzalez, 1983; De Quidt
v Emson, 1986; Lewis et al., 1986; Esclapez et al., 1987;
Kritzer et al., 1987; Schwartz et al., 1988; Kalsbeek, -
1889).

Routenberg (1971) en un estudic de mapeo siste
‘mi&tico demostrd que, en la corteza frontal, sdlo aguellas
dos Areas definidas como corteza prefrontal (medial y sul
cal de Leonard) soportan SS cerebral. Ademés, la corteza
prefrontal en sus dos subdivisiones, es la Ginica drea --
del neocortex gue sostiene SS en la rata (Routenberg, --
1971, 1978; Routenberg vy Sloan, 1872).
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La autoestimulacidn dé la CPM presenta caracte
risticas claramente diferentes de la SS en otras &reas -
cerebrales como FPM-hipotdlamo lateral, &rea ventroteg--
mental, hipocampo, septum o caudado (Rolls, 1975; RoberE
son et al., 1981; Corbett et al., 1982b; Hand y Franklin,
1983; Yadin et al., 1983; Schenk y Shizgal, 1985; Robert
son et al., 1986b). Para dilucidar los substratos neuro-
anatdmicos y neuroquimicos gue subyacen a la SS de la --
corteza prefrontal medial se han realizado un gran nime-
ro de trabajos. Asi, los estudios neurcanat®micos han --
mostrado la participacidn de las neuronas intrinsecas y
de ciertas vAs tanto aferentes como.eferentes en la S8
de la CPM (Mora y Ferrer, 1986; Mora y Cocbo, 1990). Los
estudios neuroguimicos, por su parte, han sugerido la --
participacién de varios de los neurotransmisores presen-—
tes en la corteza prefrontal medial. Concretamente, la -
dopamina, la acetilcolina, los pé&ptidos copifcecs y la --
sustancia P (Mora y Ferrer, 1986; Mora y Cobo, 1990).
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2.1.= SUBSTRATOS NEURCANATOMICQOS Y ELECTROFISIQOLOGICOS.

Tras los estudios iniciales de Routenberg ( ~
1971) mostrando que ambas subdivisiones de la corteza -
prefrontal sopeortan 58S, una serie de investigaciones ~-
han tratado de dilucidar la participacidn de este &rea

cortical en los substratos neurales de la 5SS cerebral.

Los estudios electrofisioldgicos realizados =~
en rata y primate, han mostrado la activacidn de neuro-
nas en ambas subdivisiones de 1la corteza prefrontal du-
rante la SS de diferentes &reas cerebrales (Ito y 0lds,
1971; Rolls y Cooper, 1973; Rolls, 1975; Mora et al., =-
1980; Rolls et al., 1980). Concretamente, durante la SS
del hipot&lamo lateral, locus coeruleus, nficleo accum--—
bens, amigdala y nlcleo dorsomedial del tédlamo. Esta ac
tivacidn es, en parte, reciproca yva que durante la SS -
en la corteza orbitofrontal del primate se activan neu-
ronas en hipotélamo lateral, amigdala, nficleo caudado y
sustancia imnominata- {Burton et al., 1976; Rolls et al.,
1980} .

Los estudios histolbdgicos han confirmado esta
activacidn reciproca mostrando la existencia de conexio
nes tanto aferentes como eferentes entre las diferentes
dreas que soportan S§S. Asi, Vives et al. {(1983), utili-
zando la técnica del transporte axonal retrdgrado de la
peroxidasa del r&bano, mostraron que las neuronas de la
corteza prefrontal reciben aferencias procedentes de nu
merosas areas tal@micas, hipotal&micas, mesencefdlicas
¥y pontinas. Reciprccamente, Dalssas et al. (1981) mediar
te la técnica del transporte axonal anterdgrado con 35-

S-metionina, mostraron que las neuronas existentes en -
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puntos de SS de la corteza prefrontal envian eferencias
a estas mismas Areas. Concretamente, se han descrito co
nexiones reciprocas entre la CPM y las siguientes estruc
turas gque, en su mayoria, tambi&n soportan SS8: corteza
prefrontal sulcal, hipotdlamo, zona incerta, amigdala,
sustancia negra, &rea ventrotegmental, nficleos del rafe,
sustancia gris periacueductal, locus coeruleus y diver-
sos nlicleos taldmicos incluyendo al nficleo dorsomedial
del t&lamo. No obstante, existen excepciones entre las
gue cabe destacar las conexiones con los niiclecs cauda-
do-putamen, claustro, septum y nicleo accumbens, estruc
turas con las que la corteza.prefrontal s6lo parece es-

tablecer conexiones eferentes.

_ Desde un punto de vista tedrico, estos estu--
dios han sugerido la existencia de tres elementos impor
tantes en la SS de la corteza prefrontal medial'(Mora y
Ferrer, 1986; Mora y Cobo, 1990). En primer lugar, las
neuronas intrinsecas a dicha Aarea cortical. En segundo
lugar, las eferencias que originandose en dichas neuro-
nas intrinsecas sinapsan con neuronas localizadas en di
ferentes nficleos cerebrales. Y tercero, las terminales
que, originandeose en las neuronas localizadas en estos
Gltimos nlicleos sinapsan con neuronas intrinsecas a la
CPM,

Las neuronas intrinsecas a la CPM, por tanto,
envian aferencias y reciben las aferencias de las dife-
rentes &reas cerebrales con las cuales esta estructura
mantiene conexiones reciprocas. En consecuencia, estas
neuronas podrian ser el elemento fundamental en la SS -
de la CPM. Efectivamente, dos estudios recientes han de
mostrado esta hipdtesis mostrando que la destruccidn de

las neuronas intrinsecas, mediante la microinyeccidn de
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dcido kainico o.iboténico, abole casi completamente la
55 en este &rea cortical (Ferrer et al., 1985; Nassif -
et al., 1985). La abolicidn de la S5 se mantiene tanto
tras la inyeccidn de anfetamina comc tras el incremento
de la intensidad de la estimnlacidn {(Ferrer et al., ---
1985; Mora y Ferrer, 1986} . Los estudios histoldgicos -
realizados mostraron la degeneracidn de los cuerpos neu
ronales con una clara pignosis e invasidn glial del es-
pacic extracelular (Ferrer et al., 1985; Nassif et al.,
- 1985). De igual fdrma, la inyecci®dn de &cido kainico en
la otra subdivisidn de la corteza prefrontal, la corte-
za prefrontal sulecal, también.abole_la S5 en esta Gltima
&rea cortical (Gerfen y Clavier, 1981). Por tanto, las
neurconas intrinsecas a ambas subdivisiones de la corte-
za prefrontal son fundamentales para la SS en dichas --

&reas corticales.

Siguiendo el mismo tipo de razonamiento, se -
podria esperar que la lesifn de cada uno de los nficleos
gue mantienen conexiones reciprocas con la corteza pre-
frontal debérian modificar la S8. Sin embargo, los efec
tos obtenidos dependén del area cerebral lesionada como
ha sido expuesto en el apartado 1.4. Asi, la lesibn del
lqcus coeruleus, nficleo accumbens, zona incerta, FPM-hi
potdlamo lateral, claustro o corteza prefrontal sulcal
no modifican la SS en la corteza prefrontal medial (Cor
bett et al., 198B2a; Ramirez et al., 1983; Ferrer, 1984;
Robertscn et al., 1986a; Cobo et al., 1989}).

La lesidn del nficleo caudado-putamen, nficleo
dorsomedial del tilamo o amigdala basolateral, produce
un descenso de la SS que se mantiene durante 3-6 dias -
dependiendo de la estructura (Vives et al., 1986; Ferrer
et al,, 1987). Asi, mientras la lesidn del nficleo cauda

do se recupera 4 dias tras la lesi®én (Vives et al., ---
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1986); la lesidn de la amigdala basolateral o del nicleo
dorsomedial del tdlamo se recupera 7 dias tras la lesidn
{(Vives et al., 1986; Ferrer et al., 1987). Estudios ante
riores, sin embargo, mostraron que la lesidn del nlcleo
dorsomedial del tdlamo, mayor aferencia subcortical no-
dopaminérgica de la CPM, no modifica la 5SS en la CPM --
(Corbett et al., 1982a). Estas diferencias pueden expli
carse, al menos en parte, en base a la diferente locali
zacidn de los electrodos de estimulacidn en la CPM (Mo-
ra y Ferrer, 1986). Asi, mientras en el estudio de Cor-
bett et al. (1982) los electrodos parecen localizarse =
en las capas superficiales de la CPM, en el de Vives et

al. {1986) se localizan en las capas profundas.

La lesibdn del &rea ventrotegmental o de sus -
proyecciones dopaminérgicas produce un descenso de la -
SS que se mantiene durante los 15-21 dias de duracidn -
del experimento afin cuando existe una tendencia a la re
cuperacidn (Phillips y Fibiger, 1978; Vives et al., ---
1986} . Efectivamente, Simon et al. (1979} observaron --
una recuperacién de la tasa de SS transcurridas cuatro
semanas desde la lesifn. Sin embargo, persiste cierto -
déficit de la SS que puede observarse en la alteracidn
de la curva de intensidad-frecuencia. Por otra parte, -
la depleccidn neonatal de dopamina con 6—-0H-DA no modi-
fica la SS en la CPM de animales adultos (Unemoto et al.,
1984). De igual manera, la inyveccidn de 6-0H-DA en la -
corteza prefrontal sulcal no modifica la SS en esta 1l-
tima &rea cortical (Gerfen y Clavier, 1981). Estos re--
sultados sugieren que alin cuandoc las terminales dopami-
nérgicas juegan un papel en la SS de la corteza prefron
tal, este papel no es exclusivo pudiendo otras vias con
sus respectivos neurotransmisores compensar el déficit

de dopamina (Mora y Ferrer, 1986).
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Por Gltimo, la lesidn de la via prefrontocor=-
tical a nivel de cdpsula externa produce una abolicibn
de la S8 gue persiste durante los 17 dias de duracidn -
del experimento (Cobo et al., 1989). Es interesante que
la lesidn de esta via corticofugal, antes de penetrar -
en cépsula externa, produce un descenso de la SS que se
recupera 22 dias después de la lesidn (Corbett et al.,
1982a; Robertson et al., 1982a). Extrapolando estos {l-
timos resultados, seria posible especular que las lesioc
nes realizadas a nivel de cépsula externa tambi&n po---
drian recuperafse 4 semanas después de la lesidn (Mora

y Cobo, 1%90). _ ’ =

Basandose en el hecho de que ninguna de las -
lesiones produce un descenso permanente de la SS, Mora
y Ferrer (1986) han prépuesto que la activacidn de va--
rios nficleos interconectados entre si (circuito comple-
jo) puede ser la responsable de la SS en la CPM de la -
rata. De esta forma, tras la lesidn de un finico compo--
nente del circuito, el resto de las estructuras no dana
das pueden compensar.el déficit producido sobre la S5 -
(Mora y Ferrer, 1986). Concretamente, estos autores han
sugerido la participacidn de varios circuitos complejos
en la SS de la CPM (ver figura 11}, destacando la impor

tancia de dos de ellos:

1.- Corteza prefrontal medial-amigdala basolateral-
nficleo dorsomedial de tdlamo-corteza prefrontal medial.
2.- Corteza prefrontal medial-corteza entorrinal--

drea ventrotegmental-corteza prefrontal medial.

La participacidn del primer circuito en la SS
de la CPM ha sido propuesta en base a tres hechos: pri-
mexo, la corteza prefrontal medial, la amigdala basola-

teral y el nficlec dorsomedial del tdlamo est&n recipro-
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camente interconectados (Krettek y Price, 1977a,b; Divac
et al., 1978; Beckstead, 1979; Dalssas et al.,, 1981; --
Sarter y Markowitsch, 1983a; Vives et al., 1983). Segun
do, las tres estructuras sopertan SS (Wurtz vy 0lds, ---
1963; Routenberqg, 1971; Clavier y Gerfen, 1982). Terce-
ro, mediante la té&cnica de la 2-deoxiglucesa, se ha de-
tectado una elevada actividad metabdlica en. amigdala y
niicleo dorsomedial del t&lamo durante la SS en la CPM -
(Yadin et al., 1983). El circuito formado por estas tres
estructuras fué denominado por Livingston y Esbobar ( -
1971) "eircuito limbico basolateral" y ha sido involu--
crado en aprendizaje y memoria (Livingstone y Escobar,
1971; Sarter y Markowitsch, 1983b). Para dilucidar la -
participacidn de dicho circuito en la SS, se realizaron
lesiones simulténeas de amigdala basolateral y niicleo -
dorsomedial del t&lamo. Tras la lesidn se observd un --
descensc de la SS mayor que el obtenido tras la lesidn
simple de cada una de diéhas estructuras (Ferrer et al.,
1987). Estos datos han sugerido que este circuito podria
jugar un papel modulador en la SS de la CPM (Ferrer et
al., 1987). '

En relaci®én al segundo circuito, se ha obser-
vado la existencia de una interconexién reciproca entre
las tres estructuras (corteza prefrontal medial, corte-
za entorrinal y &rea véntrotegmental), y todas ellas so
portan'SS (Rdutenberg, 1971; Collier et al., 1977; Becks
tead, 1979; Dalssas et al., 1981; vives et al., 1983).
Igualmente, se ha observadc una alta actividad metabdli
ca en la corteza entorrinal, una de las dreas termina--
les de 1la via prefronto-cortical, durante la SS en la -
corteza prefrontal medial (Yadin et al., 1983). Ademas,

tanto la lesidn de esta via cortico-cortical a varios -
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niveles {cépsula externa y corteza entorrinal) como la
lesidn de las proyecciones dopaminérgicas procedentes -
del &rea ventrotegmental producen un descenso de la SS
{Corbett et al., 1982a; Robertson et al., 1986a; Vives
et al,, 1986; Cobo et al., 1989). Todos estos datos su-
girieron la participacidn de este circuito en la $S de

la CPM.

No obstante, tampoco tras la lesidn combinada
de las estructuras de un circuito complejo (ej: el cir-
cuito limbico basolateral) se prbduce.un descenso perma
nente de la S5 (Ferrer et al., 1987). Esta observacidn
ha sugefido que durante la Sé de la corteza prefrontal
no se activa un finico circuito complejo sino varios {Mo
ra y'Cobo, 1990). De esta forma, tras la lesidn de uno
o varios nficleos, el resto de los circuitos no dahados
con sus respectivos neurotransmisores pueden compensar
el déficit (Mora y Ferrer, 1986; Mora y Cobo, 1990).
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FIGURA 11 .- Circuitos presuntamente envueltcos en la 88

de la corteza prefrontal medial (Tomadc de Mora y Cobo,
1990)., Abreviaturas: BLA, amigdala basclateral; CP, cau-
dado-putamen; EC, corteza entorrinal; LH, hipotédlamo la-
teral; MD, nficleo dorsomedial del t&lamo; MPC, corteza -
prefrontal medial; VTA, &rea ventrotegmental.
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2.2.~ SUBSTRATOS NEUROQUIMICOS Y NEUROFARMACOLDGICOS.

La corteza prefrontal contiene la mayoria de -
los neurotransmisores localizados en el sistema nervioso
central, incluyendo monoaminas,'péptidos y amino&cidos -
(Mora y Ferrer,_lBBG). Igualmente, se ha demostrado la -
existencia de mlltiples receptores opidceos y de recepto
res para neurotensina (Willians y Zieglgansberger, 1981;
Quirion et al., 1982) asi como de receptores glutamérgi-
cos NMDA (Cotman et al., 198?}. Adem&s, se ha descritoc -
coexistencia de varios neurotransmisores en las mismas -
terminales sindpticas corticales (Docherty et al., 1987)
y la interaccién de péptidos con dopamina, acetilcolina
y aminofcidos (Bunney, 1987; Docherty et al., 1987; Lin-
defors et al., 1987).

En los Gltimos afios, se ha mostrado que algunos
de los neurcotransmisores presentes en la corteza préfroa
tal participan en la SS de este drea del cerébro_(Mora Yy
Ferrer, 1986). En concreto, evidencias neurofarmacolsgi-
cas y neuroquimicas sugieren gque la dopamina, la acetil-
colina, los péptidos opifceos y la sustancia P forman --
parte del sustrato neuroquimico de la SS en la CPM (Mora,
1978; Mora et al., 1980; Ferrer et al., 1983; Vives y Mo
ra, 1986; Ferrer et al., 1987). Por el contrario, otros
neurotransmisores como la noradrenalina, serotonina y co
lecistokinina no parecen participar en la SS de esta &rea
cortical afin cuando participan en la SS de otras &reas -
cerebrales (Ramirez et al., '1983; Shaw et al., 1984; Fe-
rrer et al., 1988). Estos estudios han side revisados por
Mora y Ferrer (1986) y recientemente por Mora y Cobo -~--
(1990).
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2.2.1,- DOPAMINA Y NORADRENALINA.

La corteza prefrontal en sus dos subdivisiones
(medial y sulcal) recibe terminales dopaminérgicas y nor
.adrenérgicas procedentes del &rea ventrotegmental y del
locus ceoeruleus respectivamente (Ungerstedt, 1971; Thie-
rry et al., 1973; Bergexr et al., 1976; Thierry et al., -
1976; Kalsbeek, 1989). Las fibras originadas en estas --
‘dreas constituyen el sistema mesoccrtical dopaminérgico
y el sistema noradrenérgico dorsal {Ungerstedt, 1971). -~
Las terminales de estas fibras en la corteza prefrental
medial presentan una sistematizaci6n topogr&fica defini-
da alin cuando, en general, todas las capas reciben tanto
terminales dopaminérgicas como noradrenérgicas (Fuxe et
al., 1974; Lindvall et al., 1974; Berger et al., 1976;
Thierry et al., 1976). Asi, las terminales dopaminérgi--
cas se localizan fundamentalmente en las capas profundas
vV y VI)Ia diferencia de las noradrenérgicas gue se con-
centran en las capas mis superficiales (I-III) (Berger et
al., 197s6). Recienteméhte, se han realizado estudios in-
munocitoguimicos y autbrradiogréficos para describir el
brigen y terminacibn de las vias catecolaminérgicas, par
ticularmente en relacifn a la dopamina (Van Eden et al.,
1987; Doucet et al., 1988; Kalsbeek, 1989).

Estudios neurofarmacoldgicos iniciales sugirie
ron la posibilidad de que la dopamina estuviese involu--
crada en la 8S de-la corteza prefrontal (Mora et al., --
1976b) . Estos estudios mostraron gue antagonistas de los
receptores dopaminérgicos, tales como el spiroperidel, -
haloperidol y pimozide, producen una inhibicién dosis-re
lacionada de la SS en la corteza orbitofrontal del mono

rhesus., Efectos similares se obtuvieron por los mismos -
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autores en la corteza prefrontal medial de la rata (Mora,
1978). La administarcidn subcuténea de apomorfina, un --

agonista de los receptores dopamin&rgicos, también produ

ce un descenso dosis relacionado de la SS tanto en la cor
teza prefrontal de la rata (Mora et al., 1976a) como en

la corteza orbitofrontal del mono rhesus (Phillips et al.,
1879).

Otro farmaco empleadoc en los estudios farmaco-
légicos es la d-anfetamina, droga que'produce liberacién
y bloguea la recaptacidn de dopamina. Concretamente, se
ha mostrado gue la administracién de anfefamina produce
una facilitacién de la SS en la corteza prefrontal medial,
aln cuando esta facilitacidn es menor gue en otras freas
cerebrales como el hipotdlamo lateral (Goodall y Carey,
1975; Robertson y Mogenson, 1973; Robertson et al., 1981;
Franklin y Robertson, 1982; Hand y Franklin, 1983).

En segundo Jlugar, se ha observado que los ago-
nistas dopaminérgicos (apomorfina) asi como la L-dopa y
la anfetamina, inhiben la tasa de disparc espontaneo en
neuronas localizadas en dreas de la corteza prefrontal -
que soportan 83 (Mora et al., 1976c; Phillips y Fibiger,
1978). Esta inhibicifn puede ser blogueada inyectando --
previamente un antagqnista dopaminérgico (Mora et'al., -
1976c). Estos resultados fueron confirmados por Bunney y
Aghajanian 11976} mediante la aplicacifn iontoforética -
de dopamina y apomorfina en la corteza prefrontal de la
rata. M&s recientemente, Ferron et al. (1984) han mostra
do.que la estimulacibén "in vivo" del &rea ventrotegmen--
tal, origen de las terminales dopamin&rgicas de la CPM,
también disminuye la tasa de disparo espont&neo de las -
neuronas de la corteza prefrontal. Este efecto es inhibi
do por el sulpiride, un antagonista dopaminérgico (Thie-

rry et al,, 1986).
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La evidencia definitiva mostrando que la dopa-
mina juega un papel en la SS de la CPM fu& obtenida por
Mora y Myers {1977) mediante técnicas neuroguimicas. Es-
tos autores han mostrade que la liberacidn de dopamina -
endbgena aumenta mis del 100% durante la SS en la corte-
za prefrontal medial (Mora y Myers, 1977; Myers y Mora,
i977; Mora, 1978).

Estudics farmacolSgicos més recientes apoyan -
la participaci6n de la dopamina en la SS y sugieren gue
los receptores envueltos en la mediacifn dopamin€rgica -
son los receptores Dl pero no_los refeptores D2 (Ferrer
et al., 1983) afin cuando ambos tipos de receptores estén
presentes en esta frea cortical {(Tassin et al., 1978; --
Iversen et al., 1980). Asi, la administracidn. tanto in--
traperitoneal como intracortical de agonistas y antagonis
tas D2 no modifica la SS en la CPM. S$in embarge, la mi--
croinyeccidn de farmacos que actfian frente a los dos ti-
pos de receptores (Dl-D2) produce una atenuacifn selecti
va de la SS (Ferrer et al., 1983). Estos estudios han si
do confirmados recientemente empleando un blogueante es-
pecifico de los receptores Dl’ SCH-23390 (Iorio, 1981; -

Hyttel, 1983; Sabater et al., 1989).

Los resultados obtenidos tras los estudics far
macol6gicos y neurogquimicos sugieren la participacidn de
la dopamina en la SS de la CPM. Estos resultados, ademés,
apoyan los datos obtenidos tras los estudios neuroanatt-
micos (Phillips y Fibiger, 1978; Vives et al., 1%86). --
Efectivamente, estos filtimos estudios han mostrade gue -
tanto la lesidn del &rea ventrotegmental, origen del sis
tema mesocortical dopaminérgico, comc la depleccidn de -
dopamina producida tras la lesifn neurctdxica de dicho -
sistema, producen un descenso de la 85 gue se mantiene -

durante 21 dias.



-72-

Es interesante destacar, sin embargo, que trang
curridas 4 semanas tras la lesidn se observa una total -
recuperacién de la tasa de auntoestimulacidn (Simon et al.,
1979). Igualmente, la depleccibn neonatal de dopamina =--
con 6-0OH-DA no modifica la S5 en la CPM de animales adul
tos (2-3 meses tras la lesidn) (Unemoto et al., 1984}, Es
tos datos sugieren gue alin cuvando la dopamina participa
en los substratos neuroquimicos de la S5 en la CPM, no -
juega un papel exclusivo pudiendo otros neurotransmiso—=
res compensar el dé€ficit de dopamina transcurrido cierto
tiempo tras la lesi6n (Mora y Ferrer, 1986; Mora y Cobo,
1990). . -

En relacifn a la noradrenalina, se ha mostrado
que la administracién tantc de agonistas como de antago-
nistas «y ﬁ>adrenérgicos (clonidina, isoproterenol, feno
xibenzamina y propanclol) no produce ningin efecto sobre
la SS en la CPM (Ramirez et al., 1983). Igualmente, la -
lesidn del locus coeruleus, origen de la via noradrenér-
gica dorsal, no modifica la SS en dicha &rea cortical --
(Ramirez et al., 1983). Estos datos han sugerido que la
noradrenalina no participa en el substrato neuroquimico

de la SS en este &rea del cerebro.
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2,2.2.,- SEROTONINA Y ACETILCOLINA,

En la corteza prefrontal también se ha descri-
to la existencia de terminales serotoninérgicas y acetil
colinérgicas (Ungerstedt, 1971; Emson, 1978; Melusam et
al,, 1983; Mayo et al., 1984; Wainer et al., 1984). El -
origen de las terminales serotoninérgicas son los nficleos
del rafe dorsal y ventral (Breese y Cooper, 1975}). La --
inervacifn acetilcolinérgica, por su parte, procede del
nficleo basal de Meynert (Cuello y Sofroniew, 1984) funda
mentalmente del &rea Ch, que ;nCluy?_parte de la sustan-

cia imnominata (Melusam et al., 1983; Mayc et al., 1984;
Wainer et al., 1984). La acetilcolina se localiza prefe-
rentemente en las capas profundas de la corteza prefron-
tal coincidiendo con las terminales dopaminérgicas (Em--
son, 1978). La interaccién dopamina-acetilcolina, ademds,
ha sido involucrada en la SS de otras &reas del cerebro

(Stephens y Herberg, 1979; Wishart y Herberg, 1978).

Los estudios farmacolb8gicos realizados han su-
gerido que la serotonina no participa en la SS de la cor
teza prefrontal medial, afin cuando forma parte de los --
substratos neuroquimicos de la SS en otras Areas cerebra
les. Concretamente, Ramirez et al. (1983) han mostrado -
que la depleccibn cerebral de serotonina, producida por

la paraclorofenilalanina, no modifica la SS en la CPM.

La acetilcolina, por el contrario, si ha sido
involucrada en la 8S de la corteza prefrontal medial (Mo
ra et al., 1980b; Vives y Mora, 1986). Asi, la adminis--
tracibén de escopolamina, blogueante de los receptores --
muscarinicos, produce un descenso dosis-relacionado de -

la S5 en este Area cortical (Mora et al., 1980b)., Este -
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descenso no se acompana de alteraciones motoras del ani-
mal. Este mismo efecto también se observd tras la admi--
nistraciftn de otro antagonista muscarinico, el dexetimi-~
de, y tras la inyeccifin de un agonista muscarinico, la -
pilocarpina (Mora et al., 1980b; Vives y Mora, 1986). In
teresantemente, no se encontrarcn efectos tras la inyec-
cibn de agonistas o antageonistas nicotinicos (Vives y Mo
ra, 1986). Estos datos han sugerido que la participacidn
de la acetilcolina en la SS de la CPM estd mediada por -

los receptores muscarinicos.

No obstante, a pesar de la especificidad de --
los efectos obtenidos, es posible quie este neurctransmi-
sor no participe de forma directa en la 88 de la corteza
prefrontal ya que las inyecciones se realizaron a nivel
periférico {(Mcra y Cobo, 1990}. De esta manera, la droga
puede actuar en otras muchas estructuras cerebrales ade-
mis de la corteza prefrontal y ejercer sus efectos de --
forma indirecta. Por ello, tras estos estudios s8lo es -
posible inferii un papel indirecto péra la acetilcolina,
concretamente a través de receptores muscarinicos, en la

SS de la corteza prefrontal medial (Mora Y Cobo, 1990).
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2.2.3.- PEPTIDOS NEURQTRANSMISORES,

Estudios recientes han mostrado la existencia
en la corteza prefrontal de neuronas y terminales que --
contienen péptidos como la sustancia P, colecistokinina,
neurofisina, encefalinas, somatostatina, bombesina, VIP
y neuropéptido Y (Cuello y Kanasawa, 1978; Emson, 1978;
Emson et al., 1979; Stengaard-Pedersen y Larson, 1981; -
Inagaki et al., 1982; McGregor et al., 1982; Phillipson
y Gonzalez, 1983; Sakanaka et al., 1983; Foster y Shulz-
berg, 1984; De Quidt y Emson,-1986; Lewis et al., 1986;
Kritzer et al., 1987). Igualmente, se ha descrito la pre
sencia de mfiltiples receptores opidceos asi como de re--
ceptores para neurotensina (Willians y Zieglgansberger,
1981; Quirion et al,, 1982). No bbstante, el origen de -
los diferentes sistemas peptidérgicos teodavia no estsd --

bien definido.

El hallazgo en la corteza prefrontal de estos -
péptidos neurotransmisores, abrid un nuevo campo en rela
cifén a los substratos neuroquimicos de la SS en este &rea
cortical. Concretamente, los estudios neurofarmacolégicos
realizados se han centrado en tres péptidos: Colecistoki
nina, sustancia P y péptidos opi&ceos. Estos estudios han
mostrado que la colecistokinina no participa en la S8 de
la CPM. Los péptidos opifceos pueden jugar un papel, aun
gue indirecto, mientras que la sustancia P si estfd invo-
lucrada en la SS de la corteza prefrontal medial (Shaw -
et al., 1984; Ferrer et al., 19288).
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2.2.3.1,- PEPTIDOS OPIACEQS,:

El primer estudio sobre los efectos de los pép
tidos opidceos en relacifbn a la SS en la corteza prefron
tal fué realizado por -Lorens {1976b). Este estudio mos--
tré que la inyeccibn sistémica de morfina posee un efec-
to bifdsico con un componente inicial inhibitorio no es-
pecifico (impedimento motor) seguido de una facilitacidn
especifica de la SS. Estudios posteriocres realizados por
Shaw et al. (1984), utilizando inyecciones intraventricu
lares de morfina, confirman estos resultados. Este efec-
to facilitatorio puede ser revertido tras la administra-
cién de naloxona, antagonista de los receptores opiiceos
(Shaw et al., 1984). Sin embargo, la microinyeccifn in--
tracerebral de morfina en la propia corteza p?efrontal -

no tiene efectos sdbre la SS de dicha &rea cortical {Shaw

et al., 1984).

Igualmente, mientras la administracibn sist&mi
ca de naloxona produce un descenso significativo de la -
58S en la CPM (Franklin Yy Rdbertson, 1982), la microinyec
cién intracerebral de dicha droga no modifica la SS en -

este drea cerebral (Shaw et al., 1984}.

Estos resultados sugieren que los efectos pro-
ducidos tanto por la meorfina como por la naloxona, no se
deben a su actuacibtn directa a nivel de la corteza pre--
frontal sino, posiblemente, a su actuacidn sobfe las neu
ronas de otras dreas cerebrales (Shaw et al., 1984). El
&rea ventrotegmental provee de dopamina a la corteza pre
frontal y en ella se ha descriteo una interaccién dopami-
na péptidos opifceos (Broekkamp et al., 197%9; Kelley et

al., 1980). Ademds, la microinyeccidn de morfina en AVT
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facilita la SS en dicha &rea cerebral (Rompre y Wise, --
1989a,b). En base a estecs datos se ha sugerido que los -
efectos de los péptidos opidceos pueden ser debidos a su
actuacifn sobre las neuronas del &rea ventrotegmental --
(Shaw et al., 1984; Mora y Cobo, 1990).

2.2.3.2.~- COLECISTOKININA Y SUSTANCIA P,

La corteza prefrontal es posiblemente el &rea
cortical que pesee la m&s alta concentraci®n de sustan--
cia P (Cuello y Kanazawa, 1978). Este péptido se locali-
za, al igual que la dopamina y la acetilcolina, en las -
capas corticales profundas (V y VI) (Emson, 1978; Sakana-
ka et al., 1983; Shults et al., 1984).

Estos datos sugirieron la posible participacién
de la sustancia P en la SS de este &rea cortical. Intere
santemente, la microinyeccién tanto intraventricular co-
mo intracortical de dicho pé&ptido preoduce un descenso de
la S5 en la CPM (Ferrer et al., 1988). Este descenso pa-
rece ser selectivo ya que similares inyecciones no modi-
ficaron la actividad motora esponténea de los animales -
ni la SS en la corteza prefrontal contralateral a la in-
yeccidn. Estos datos indfcan que la sustancia P partici-

pa en la SS de esta frea cortical (Ferrer et al., 1988).

Actualmente, es conocida la interaccidn de sus
tancia P y dopamina en estructuras cerebrales donde es--
té&n presentes ambos neurotransmisores (Cheramy et al., -
1978; Eison et al., 1982; Starr, 1982) vy se ha sugerido
que la sustancia P juega un papel modulador -sobre las neu
ronas del sistema mesocortical dopaminérgico (Elliot et
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al., 1986). Ademds, como se ha mencionado anteriormente,
ambos neurctransmisores coexisten en las mismas capas ~-
corticales (Emson, 1978; Sakanaka et al., 1983). Estos -
datos han sugerido la existencia de una posible interac-
cifn sustancia P-dopamina en relacibn a la SS en la CPM

(Mora y Ferrer, 1986; Ferrer et al., 1988},

La corteza prefrontal posee una alta densidad
de colecistokinina que se localiza fundamentalmente en -
las capas III y IV, alin cuando se distribuye por todas -
las capas corticales yva gque se ha descrito su localiza--
cidn en interneuronas (Stengaard-Pedersen y Larson, 1981;
Kritzer et al., 1987). Ademés; se ha descrito una inter-
accifn CCK-dopamina tanto a nivel subcortical (HOkfelt -
et al., 1980; Govoni et al., 1982) como en la propia cor

teza prefrontal (Fukamanchi y Takahashi, 1988).

Sin embargo, la microinyeccién tanto intraven-
tricular como intracortical de CCK-8 no modifica la.SS -
en la CPM (Ferrer et al., 1988). Las dosis empleadas en
éste estudio producen tanto efectos bioquimicos como con
ductuales (Myers y McCaleb, 1981; Crawley et al., 1985).
Igualmente, dosis similares producen efectos sobre la S5S
de otras 8reas del cerebro (Fekete et al., 1983). Todos
estos datos sugieren que la CCK no participa en la SS de

la corteza prefrontal medial.

Es interesante destacar gque, afin cuando se ha
sugerido un papel modulador para la CCK en conductas re-
lacionadas con la dopamina (Crawley et al., 1985), este
papel sdlo se observa en &reas donde ambos neurotransmi-
sores coexisten en la misma neurona. Precisamente, el'sig
tema mesocortical dopaminérgico que provee de dopamina a
la corteza prefrontal no posee este tipo de coexistencia
(H8kfelt et al., 1980; Marley et al., 1982). Estudios re
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cientes, adem&s, han mostrado que la CCK actfia sobre los

receptores dopaminérgicos D, pero no sobre los D, {(Mashal
et al., 1983) y, como hemos mencionado con anterioridad,

los efectos de la dopamina sobre la S$S de la CPM estdn -
mediados por los reamptores Dl (Ferrer et al., 1983). To-

dos estos datos apoyan la no participacién de la colecis
tokinina en la SS de la CPM (Ferrer et al., 1988).
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2.2.4,~ AMINOACIDOS NEURODTRANSMISORES.

Los aminofcidos presuntamente neurotransmiso-
res (fundamentalmente GABA, aspartico y glutlmico)} tam-
bién est&n presentes en la corteza prefrontal (Fonnum -
et al., 198la,b; Peinado et al., 1984; Esclapez et al.,
1987; Cotman et al., 1987; Schwartz et al., 1988). E1 -
GABA se ha localizado en interneurcnas inhibitorias (Es
clapez et al., 1987; Schwartz et.al., 1989) mientras --
que los amincdcidos excitatorios (aspdrtico y glutimico)
parecen localizarse fundamentalmente en las neuronas -
piramidales de mediano y gran tamafio (Dinopoulus et al.,
1989; Dori et.al.,1989). Actualmente se conoce la exis-
tencia de una gran cantidad de vias corticofugales posi
blemente mediadas 'por aminodcidos acidicos (Cotman et -
al., 1987). 8in embargo, el origen de las terminales --
glutamérgicas de la corteza prefrontal no es bien cono
cido. En este sentido, sb6lo se ha descrito la existen--
cia de terminales procedentes de la corteza contralate-
ral y del t&lamo(Fonnum et al., 198la,b; Fonnum, 1984;
Peinado y Mora,l1986; Cotman et al., 1987} (ver fig., 7 --
pag. 53 ).

En cuanto a la distribucibn por capas, se ha
mostrado gue las neuronas gab&rgicas se localizan funda
mentalmente en las capas II y VI (Esclapez et al,, 1987)
mientras que las neuronas glutamérgicas se localizan --—
fundamentalmente en la capé V (Dinopoulus et al., 1989).
Precisamente, las terminales que contiene dopamina, ace
tilcelina y sustancia P asi como receptores glutamérgi-
cos NMDA poseen una distribucién similar concentrandose

en las capas profundas de la corteza prefrontal (Emsony
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1978; Tassin et al., 1978; Sakanaka et al., 1983; Cot--
man et al., 1987; Dinopoulus et al., 1989; Dori et al.,
1989}, Por otra parte, la corteza prefrontal es una de
las &reas corticales con mayor densidad de receptores -
NMDA (Cotman et al., 1987) y, estos receptores han sido
implicados en conducta, aprendizaje y memoria {Koek et

al., 1986; Morris et al., 1986).

Todos estos datos sugirieron la hipbtesis de
gue los amino&cidos acidicos podrian jugar un papel en
la S5 de la CPM. El objetc de la presente Tesgis es, por
tanto, investigar si los aminodcidos acidicos (particu-
larmente el &cido glutdmico) participan en el sustrato
neuroguimico de la SS en la corteza prefrontal medial -
de la rata. Pa;a ello, se han empleado tanto té&cnicas -
neurofarmacoldgicas (microinyeccidn intraventricular e
~ intracerebral de antagonistas de los receptores de los
aminodcidos acidicos: NMDA,kafnico y quisquilico) como
té&cnicas neuroguimicas (perfusién intracerebral "in vi-
vo" "push-pull" y cromatografia liquida de alta presidn),
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3.- RESUMEN Y PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION PRESEN-

TADA

EN ESTa TESIS DOCTORAL.

El propdsito de la presente investigacidn --

fué dilucidar la participaci®n de los amino&cidos aci-

dicos en

el substrato neuroguimico de la SS en la cor-

teza prefrontal medial de la rata.

neas que

Con este fin, se escogieron las técnicas idb-

permitieron llevar a cabo la investigacidn ---

propuesta. Estas técnicas, descritas ampliamente en la

seccibn de Material y Mé&todos incld}en:

lo_
2-_
3._

Técnicas de estimulacibn eléctrica del cerebro,
Registro de la actividad motora esponténea.
Técnica de microinyeccidn intraventricular e -
intracortical.

Técnicas de perfusidn intracerebral "in vivo"
"push-pull”.

An&lisis de amino&cidos mediante cromatografia
l1iquida de alta presidn (HPLC) aclopada a de--
tector de fluorescencia.

Técnicas histolbgicas.

Para llevar a cabo el objetive propuesto se -

han realizado dos blogues de experimentos:

1._

2.-

Estudic dosis—efecto de la administracidn -
de antagonistas de los receptores de los amino
Gcidos acidicos sobre la autoestimulacién en -
la corteza prefrontal medial.

Estudio de los perfiles de aminolcidos libera-
dos en la corteza prefrontal medial durante 1la

autoestimulacidn.
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En los Gltimos anos, un gran nfimero de estu-
dios han investigado los substratos neuroguimicos de -
la autoestimulacidn en la corteza prefrontal (Mora y
Ferrer, 1986), un &rea cortical relacionada con memoria,

motivacidn y aprendizaje (Kolb, 1984) .

Asi, afin cuandoc se ha demostrado la localiza-
cidn en este &drea cortical de dopamina, noradrenalina,
acetilcolina, serotonina y péptidos neurotransmisores
{colecistokinina, péptidos opifdceos y sustancia P), es-
tudios neurofarmacoldgicos y neuroquimicos sugieren que
solo la dopamina, la acetilcolina, los péptidos opi&ce-
0os y la sustancia P participan en la SS de la corteza
prefrontal medial (Mora y Ferrer, 1986) .

El estudio de los aminodcidos neurotransmiso-
res es mis reciente. Asi, se ha demostrado que la corte
za prefrontal medial es un 8rea muy rica en terminales
glutamérgicas (Fonnum, 1984;Esclapez et al., 1987} y se
ha'sugerido la existencia de vias prefronto-corticales
mediadas por aminodcidos acidicos (Fonnum, 1984; Fonnum
et al.; 198la; Peinado y Mora, 1986). Del mismo modo,
se ha mostrado gue la corteza prefrontal, junto con las
cortezas cingular y piriforme, es el &rea cortical con
mayor densidad de receptores NMDA (Cotman et al., 1987).

' Es interesante destacar, ademés, la coexisten
cia de dopamina, acetilcelina, sustancia P y receptores
glutamérgicos (NMDA, kainico y quisgudlico) en las mis
mas capas corticales (Emson, 1978; Tassin et al., 1978;
Sakanaka et al., 1983; Cotman et al., 1987). Asi como
la implicacidn de los receptores glutamérgicos en apren
dizaje, memoria y conducta (Koek et al., 1986; Morris
et al., 1986; Cotman e Iversen, 1987).
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Estos datos sugirieron la posibilidad de que
los aminodcidos acidicos (acidos aspértico y gluté@mico)
estuvieran envueltos en la SS de la corteza prefrontal
medial. Con objeto de confirmar o descartar esta hipdte
sis se realizaron microinyecciones tanto intraventricu-
lares como intracorticales de §-D- glutamilglicina, --
blogqueante de tres de los cuatro tipos conocidos de re-
ceptores de los amino&cidos acidicos (NMDA, Kainico y
quisqualico} (McGeer y McGeer, 1981; Davies et al., ---
1981; Watkins y Olverman, 1%87). La microinyeccibn tan-
to intraventricular como intracortical de dicho férmaco
produce un descenso dosis~relacionado de la SS en la -
corteza prefrontal medial. Similares microinyecciones -
no producen alteracicnes significativas de la actividad
motora esponténea de los animales ni de la §S en la coxr
teza prefrontal contralateral a la inyeccion. Estos da-
tos sugieren que los amimp &cidos acidicos participan en
la 8SS de la CPM.

Actualmente, se sabe que las acciones de los
aminodcidos acidicos pueden estar mediadas, al menos, -
por cuatro tipos diferentes de receptores (Watkins, --
1981; Surtees y Collins, "1985; Cotman e Iversen, 1987):

~ Receptores N-metil-D-aspartato (NMDA}.

Receptores Kainato (KA}.

Receptores quisqualato (QA).

Receptores L-2-aminofosfonobutirato (L-AP-4).

Los tres primeros tipos de receptores (NMDA,
KA y QA) han sido localizados en la corteza prefrontal
(Cotman et al,, 1987). Dado que la {-D-glutamilglicina
actlia frente a estos tres tipos de receptores, los si-

guientes experimentos trataron de dilucidar si el efecto
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obtenido estaba mediado por uno, dos o los tres tipos -
de receptores. Para ellos, se emplearon antagonistas es

pecificos frente a cada tipo de receptor.

Los antagonistas especificos de los recepto--
res NMDA han sido ampliamente estudiados en lgs Gltimos
afhos (Cotman e Iversen, 1987; Kemp et al.,1987). Asy, -
se ha descrito que sobre los receptores NMDA actfian ---
gran cantidad de sustancias existiendo tanto antagonis-
tas competitivos como no competitivos. Entre los antago
nistas competitivos se encuentra el 2-amino-5-fosfonova
lerato que ha sido muy utilizado en los filtimos afios --
(Moxrris et al., 1986; Cotman'e Ivef;en, 1987; Rothman y
Olney, 1987). La microinyeccifn tanto intraventricular
como intracortical de 2-amino-5-fosfonovalerato produce
un descenso significativo de la SS en la corteza pre---
frontal medial de la rata. Similares inyecciones no pro
ducen modificaciones significativas de la actividad mo—.
tora de los animales ni de la S5 en la corteza contrala
teral no inyectada. Estos datos sugieren la participa--
cibén de los receptbres NMDA en los substratos neuroqui-
micos de la SS en la CPM.

Los antagonistas de los receptores de KA y QA
son menos conocidos. Asf, aln cuando se sabe que tanto
el K—D—glutamilaminometilsulfonato (GAMS) como la ----
¥-D-glutamiltaurina (Glu-Tau) ejercen su accién prefe--
rentemente frente a los receptores KA y QA, no existen
antagonistas selectivos que permitan distinguir entre -
si ambos tipos de receptores (Watkins vy Clverman, 1987;
Cotman e Iversen, 1987). El antagonista KA-QA empleado
en estos experimentos ha side la (—D—glutamiltaurina. -
La administracifn intraventricular de Y-D-glutamiltauri

na produce un descenso dosis-relacionado de la SS en la
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CPM. No obstante, este descenso se acompaha de modifica
ciones significativas de la actividad motora esponténea
de los animales. Ademfs la microinyeccidn intracortical
de ¥-D-glutamiltaurina no produce efectos sobre la S5 -
en dicha &rea cortical. Estos datos sugieren que los re
ceptores de kainico y guisgualico no estf&n envueltos en
los substratos neuroquimicos de la SS en la CPM de la -
rata. Por tanto, la participacién de los aminodcidos -~
acidicos en la SS de este drea cortical parece estar me

dida exclusivamente por los receptores NMDA.

Una vez dilucidada mediante té&cnicas neurofar
macolbBgicas la participacibén de los amino&cidos acidi--
cos en la SS de la CPM, se disend el siguiente grupo de
experimentos cuyo objetivo fué€ estudiar los perfiles -
de amino&cidos liberados en la corteza prefrontal me--—-
dial durante la S$S de dicha &rea cortical. Ello hizo -~
preciso el montaje previo de las técnicas de perfusibn
intracerebral "in vivo" "push-pull" y de andlisis de --
aminodcidos, mediante cromatografia ligquida de alta pre

si6én acoplada a detector de fluorescencia.

Los estudios neuroguimicos han mostrado que -
la estimulacibn eléctrica de la CPM a igual intensidad
y frecuencia que la de autoestimulacifén (0.3 mA de in--
tensidad y 100 Hz de frecuencia) produce un descenso de
los niveles endbgenos de glutémico. Similares resulta--
dos han sido obtenidos tras la estimulacibn el&ctrica -
de la CPM a la misma frecuencia y doble intensidad ----
(0.6 mA), Sin embargo, no se obtuvieron modificaciones
de los niveles enddgenos de aminodcidos a la intensidad
de 0.15 mA, A esta filtima intensidad el animal no se =--

autocestimula.
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Estos resultados apoyvan la hipdtesis de gue -
los aminofcidos acidicos, particularmente el dcido glu-
t&mico, forman parte de los substratos neuroquimicos de

la 55 en la corteza prefrontal medial de la rata.



MATERIAL Y METODOS
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1.- ANIMALES.

Los animales empleados son ratas adultas machos
de la raza Wistar, de un pesc comprendido entre 250 y 320
grs., suministradas por el Servicioc de Animales de Experi-
mentacidn de la Universidad de Granada. Dichas ratas se -
mantuvieron aisladas, durante toda la experimentacidn, en
jaulas individuales situadas en el interior de una habita-
cidn con un fotoperiodo de 12 horas y una temperatura de -
20-25°C. Tanto la comida como la bebida se suministran "ad

libitum.
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2.- MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS.

2.1.- REALIZACION DE IMPLANTES CEREBRALES.

Todos los implantes empleados en la realizacidn
de la presente Tesis Doctoral constan de electrodos para

estimulacibn eléctrica y c&nulas guia.

El tamafio y localizacidn de las cénulas guia --
varia seglin se utilizen para estimulacibén guimica (estu-
dios neurofarmacoldgicos) o para obtencidn de perfundidos
intracerebrales "in vivo" (estudios neuroguimicos). Por -
ello, se detallan en primer lugar los implantes empleados
para estimulacidn eléctrica y posteriormente se describe
el acoplamiento de clnulas para estimulacién quimica o pa

ra perfusidn "in vivo".

2.1.1.- TMPLANTES PARA ESTIMULACION ELECTRICA.

La estimulacibn eléctrica del cerebro se realiza
mediante electrodos monopolares. E1 material utilizado en
la construccidn de los implantes con electrodos monopola-

res es el siguiente:

-alfileres entomoldgicos inoxidables de 0.25 mm
de didmetro.

-armazbdn de polivinile aislante Amphencl,
-barniz tixotrdpico. ‘Blundell-Permoglaze 1ltd.
-ccnectores hembra Amphencol 220-502.

-resina Araldit. Ciba-Geigy.

El procedimiento de construccidn es el siguiente:
Tras doblar en &ngulo recto dos alfileres entomolbgicos -

por dos veces consecutivas, se introducen en ambos conecte-
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res hembra y se unen a ellos por presidn. Un tercer conec-
tor se suelda con estano a un cable fino de acero inoxida-
ble y se utiliza como polo de referencia (tierra). Poste--
riormente, los tres conectores se introducen en un armazdn

de polivinilo aislante (ver fig, 12).

i

La longitud y la distancia existente entre los
electrodos no es fija sino que depende del &rea cerebral -
en la QUe_éstos se implantan. Los electrodos implantados -
-en la corteza prefrontal medial poseen una longitud de 5 -
mm. Yy una separabién de 1,6 mm, Una vez regquladas estas me
didas, Se aseguran colocando Araldit en.la parte del arma-

zon de polivinilo en contacto con los electrodos.

Una vez solidificado el Argldit y fija la separa
cidn, los electrodos se recubren con dos capas de bharniz -
tixotrdpico aislante. N

Previamente a la intervencién quirfirgica, se des
cubre la punta de los electrodos en una longitud de 0,3 mm..
Y se comprueba su correcto aislamiento utilizandolos como
c&todo en una cuba electrolitica. El electrodo se conside-
ra adecuadamente aislado cuando la formacién de hidr&geno
ocurre exclusivamente .en la porcidn descubierta del elec--
trodo'y, por tanto, sdlo_permite el paso de corriente eléc

trica al tejido cerebral en su extremo..

2.1.2,~- IMPLANTES PARA ESTIMULACION QUIMICA .

Los implantes empleados para estimulacidn quimi-
ca constan de un sistema de electrodos para estimulacidn -
eléctrica y dos cénulas gufa de acero inoxidable de 10 mm.
de longitud que permiten la microinyeccién de fdrmacos.

El tamafio y separacidn de las cdnulas gufa es di

ferente para los grupos intraventriculares y para los gru-



~91-

FIGURA 12

IMPLANTE DE ELECTRODOS (mitad superior). A:
Electrodo y conector. B: Conector unido a tierra, C: -
Electrodos ¥ tierra introducidos en el soporte aislan-
te. Los electrodos van unidos a los conectores de los
extremos, El conector central va unido a tierra (polo
positivo)}. La seccifn muestra la localizacibdn de uno -
de los conectores en el interior del armazén de polivi

nilo aislante.

IMPLANTE DE ELECTRODOS ¥ CANULAS (mitad infe
rior)., D: Fiadores. E: Cinulas unidas a una distancia
de 1.6 mm. F: Cdnulas con sus respectivos fiadores ado
sadas mediante cemento plé&stico dental a un implante -

de electreodoes.



ey

o

o

o OO
Q
NN

5/

e

o

/4

- A )




-93-

pos intracorticales. En la realizacidn de los implantes
intraventriculares, se utilizan dos cénulas gufa de 23 ga.
de dm. externo y 28 ga. de dm. interno. Dichas cé&nulas se
sitian en paralelo y se sueldan con estano a una distancia
de 3.5 mm. En el interior de cada cénula se introduce un
fiador de acero inoxidable de 28 ga. de dm. y 10,3 mm de

longitud. .

En la construccidn de los implantes intracorti-
cales, se utilizan dos cénulas guia de 23 ga. y 31 ga. de
dm. externo e interno respectivamente. E1l difmetro inter-
no, por tanto, es menor que el de las canulas intraventri-
culares. Las cdnulas , en este caso, se sueldan a una dis-
tancia de 1.6 mm. y poseen en su interior un fiador de 31
ga. de dm. y 10.3 mm de longitud. Previamente a la inter-
vencidn quirfirgica, dichas c&nulas se aplican al implante
de electrodos mediante resina pléstica Perfex de forma --
que se sitfien paralelas a é&stos, 0.7 mm anteriores y 2.5
mm por encima de la punta de los electrodos. Esta prepara
cidn de cflnulas y electrodos que permite la estimulacidn
eléctrica y quimica cerebral separada o simultineamente -

se denomina quemitrodo (ver fig. 12},

2.1.3.~ IMPLANTES PARA PERFUSION "IN VIVQ".

Los implantes empleados para perfusién intrace-
rebral "in vivo" constan, al igual que los empleados para
estimulacién gquimica, de dlectrodos para estimulacidn elé&c
trica y cénulas guia de acero inoxidable de 10 mm. de lon
gitud. También en este tipo de implantes, las cénulas se
acoplan a los electrocdos mediante resina pléstica de for-
ma que guedan paralelas a éstos, 0.8 mm anteriores y 2.5
mm por encima de la punta del electrodo. Sin embargo, el

difmetro internoc de la cdnula guia es mayor (20 ga. ) --
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para permitir la entrada del sistema de c&nulas concéntri-
cas ( cafiulas "push-pull”) empleado para perfusibn intrace
rebral. Cada cé&nula posee en su interior un fiador de 23

ga. de dm., y 10.2 mm de longitud.

2.2,- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO: ESTEREOTAXIA,

Una vez construidos los electrodos y las c&nulas,
son implantados esterectdxicamente en el cerebro del ani-

mal mediante una intervencidn guirtirgica.

El material empleado en dicha intervencibn es -

el siguiente:

- Bisturi (1}.

- Destornillador de relocjero (1).

~ Espatula recta (1).

- Estereotéxico para roedores, David Kopf ins-
truments 900,

- Fresas de corona esférica de 1.7 mm de difmetro.

- Lupa de relojero (1).

- Motor portafresas. Casali DSE-47.

- Pinzas hemostéticas (4).

- Pinzas rectas (1).

~ Resina pléstica Perfex. International Dental
Produts.

- Spongostam Film., Ferrosan Danmark.

- Tornilles. de tapa Micro-57.

El instrumental quirfirgico se esteriliz® antes

de su uso en una cdmara pupinel o en autoclave.

Previamente a la intervencidén quirfirgica,las ra
tas son anestesiadas con Equithesin. Dicho compuesto se -
prepara de la siguiente forma: Se disuelven 21.25 grs. de
hidrato de cloral en 49,4 ml de etanol abscluto. Tras ob-
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tener dicha disclucién se anden de forma secuencial las si-
gulentes soluciones:
17 4.86 gr de pentobarbital s&dico disueltos en 21 ml
de agua bidestilada.
27 198 ml de 1,2-propilenglicol.
37 10,63 gr de sulfato magnésico disueltos en 50 ml -
de agua bidestilada.
47 agua bidestilada c.s.p. 500 ml.
La solucidn obtenida no debe introducirse en el

frigorifico porgque precipita.

Una vez preparado el Equithesin y esterilizado -
el material, se inicia la intervencibn quirfirgica. El pro-

cedimiento detallado es el siguientes

_ Tras pesar los animales, se administra Equithesin
via intraperitoneal a dosis de 2 ml/kg de peso. Cuando el
animal ests profundameﬁte anestesiado, se coloca en el es-
tereoté@xico introduciendo sendos ejes en ambos conductos -
auditivos externos, y pinzando el maxilar superior en posi
cibén adecuada. Estas maniobras, consigquen fijar el créaneo

en los tres planos del espacio. (ver fotograffa 1).

Posteriormente, se realiza una incisi®n longitu-
dinal de la piel y se separan ambas mitades cutfneas con -
cuatro pinzas hemostédticas. Una vez retirada la piel, se -
despega el periostic con el bisturi y se hemostasian con -
spongosté&n los puntos hemorr&gicos guedando expuesta la ca
lota.-

Una vez abierto el campo quirfirgico, el siguien-
te paso consiste en la introduccién de las cinulas y elec-
. trodos en las estructuras correspendientes teniendo en ---
cuenta sus coordenadas esterect@xicas. Las coordenadas de
la corteza prefrontal medial, segfin el atlas de K8ning y -
Klippel (1967), son las siguientes: 3.7 mm anterior a breg
ma, 0.8 mm lateral a la linea media y 2.8 mm de profundi--

dad por debajo de la duramadre. El punto bregma, por tanto,
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se emplea como coordenada estereotixica anteroposterior y
se sefiala en la superficie de la calota con un 1l&piz (ver
fotografia 2). Una vez senaladeo bregma, se sitfia el extre
mo del electrodo derecho sobre dicho punto. Seguidamente,
se desplaza 0.8 mm en el plano lateral y 3.7 mm hacia ade
lante sefialandose con un 1l&piz los puntos donde deben in-
troducirse los electrodos. Posteriormente, se senalan so-
bre la calota tres puntos que no interfieran con el lugar

donde se localizard el implante,.

Con una fresa de corona esférica aplicada a un
motor portafresas Casali DSE-47, se abren los cinco orifi
cios marcados anteriormente qhedandd"expuesta la durama--
dre. En los-tres orificios de los tornillos, se emplaza--
ron tornillos de fijacibn micro-57 (ver fotografia 3}. So
bre loé otros dos orificios trepanados, y tras tomar de =
nuevo las coordenadas estereotixicas anteroposterior y la
teral, se sitfia el implante de cénulas y electrodos. Se--
guidamente, se introduce el implante hasta que la punta -
de los electrodds toca la duramadre, punto de referencia
para la coordenada de profundidad, y se introduce el elec
- trodo 2.8 mm. El cable de acero inoxidable utilizado como

tierra se enrosca a los tornillos de fijacifbn.

Una vez situado el implante en el frea deseada
(corteza prefrontal medial}, se fija a la calota con resi:
na pléstica Perfex. Dicha resina es liguida pero poste--=
ricrmente se solidifica englobando en un blogue al implan
te, la tierra y los tornillos de fijacifn. Fraguada la re
‘ sina, se retiran las cuatro pinzas hemostdticas y la piel
cubre la parte inferior del implante. En las fotografias
4 y 5 se observa un implante de electrodos y c&nulas trans

curridas 2 semanas desde la intervencidn quirtrgica.
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Cuando se implantan cé&nulas intraventriculares,
el proceso es idéntico al descrito para el implante de -~
electrodos y clnulas en la corteza prefrontal medial., --
Con la particularidad de que, antes de implantar los elec
trodos, se seflalan con un 14piz las coordenadas estereo-
tixicas de los ventriculos laterales (1.5 mm posterior a
bregma y 1.75 lateral a la linea media). Seguidamente, -
se abren los orificios con la fresa y se introducen las
cdnulas 2 mm por debajo de la duramadre fijandose a la -
calota con resina pl&stica. Una vez solidificada la resi
na, se implantan estereotdxicamente los electrodos y se
fijan a la calota con resina gquedando tddo el implante -

como un s8lo bloque.

. Para proteger las c&nulas y evitar que el ani-
mal se quite los fiadores, se coloca alrededor de ellas
un anillo plistico que les sirve de proteccibén (ver foto

grafias 4 y 5).

Finalizada la intervencidn, al animal se devuel
ve a su jaula vigilandose la ingesta de comida y bebida
asi como el peso durante los 4 dias siguientes. A partir
del 3°-4° dia despuds de la operacifén, se movilizan dia-
riamente los fiadores y se limpian con etanol al 70% con
el fin de mantener permeables las cénulas durante toda -

la experimentacifn,
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- FOTOGRAFIAS 1,2,3,4 vy 5

Las fotografias 1, 2 y 3 muestran tres momen-
tos de la intervencibn quirGrgica. En la primera de ellas,
se puede observar la fijacifn de la rata en el estereotd
xico mediante dos barras auriculares y la sujeccibn del
maxilar superior. La segunda fotografia muestra el punto
bregma, usado como referencia en las coordenadas estereo
tdxicas, y la localizacifn de los electrodos sobre la ca
lota. La fotografia 3, muestra los orificios de penetra-
cidn de los electrodos y la localizacidn de los tornillos

de fijacibn.

Las fotografias 4 v 5 muestran, en una visién
craneal y lateral respectivamente, un implante de elec-

trodos (E) y cdnulas (C).



FOTOGRAFIA 1

FOTOGRAFIA 2
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FOTOGRAFIA 3
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FOTOGRAFIA 4

FOTOGRAFIA 5
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3.- METODOS EXPERIMENTALES,

3.1.- ESTIMULACION ELECTRICA CEREBRAL.,

Una semana despué€s de la intervencidn quirfirgica
y tras su completa recuperacién, el animal aprende a obte-
ner estimulacidn eléctrica de su cerebro (autoestimulacibn)
La estimulacifn eléctrica consiste en un tren de ondas cua
dradas monofdsicas negativas de 0.3 segundos de duracidn, -
6.5 mseg. de duracifn del pulso y una frecuencia de 100 -
Hz. La intensidad del estimulo varia de un animal a otro,
aungque es constante para cada rata, y se obtiene tras la -

realizacidn de una curva de intensidad-respuesta..

El material empleado para la estimulacibn elé&c--
trica cerebral es el siguiente:

- Cajas de experimentacifn..Letica 26x29x36 cm.

LTI 830 (2).

- Contador eléctrico (4)..
Estimulador Cibertec. Mod. (CS-220 A,
Mbdulo digital. Letica LI 2.300 (2).
Osciloscopio. Telequipment D 61A.

‘ . Esquem&ticamente, el circuito funciona de la si-
guiente manera (ver fig. 13): La caja de experimentacién
posee en su interior una palanca y un cable bipolar que --
conduce el estimulo eléctrico al implante de la rata. E1 -
polo positivo de dicho cable se introduce en el conector -
central gue estd unido a tierra a través de los tornillos
de fijacifn. El polo negativo se introduce en el conector
derecho si queremos estimular la corteza prefrontal dere--
cha o en el conector izguierdo para estimular la corteza -
izquierda. Al apretar la palanca de la jaula de experimen-

tacidn, se cierra el circuito y el temporizador adosado --
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FIGURA 13

Representacibn esquemdtica del circuito de -
estimulacifn eléctrica. 1: Palanca de autoestimulacifn.
2: MBdulo digital y temporizador. 3: Estimulador. 4: -
Pistribuidor de mercurio. 5: Conexicnes (tierra y elec
trodo de estimulacidn}. 6: Osciloscopio. 7: Caja de ex

perimentacibn.
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al médulo digital envia al estimulador una senal de 0.3 --
seg, de duracifn. Como consecuencia, el estimulador origi-
na una corriente pulsante de las caracteristicas antes men
cionadas y de intensidad regulable, Dicha corriente es con
ducida por el cable bipblar hasta el implante. Las caracte
risticas del estimulo el&ctrico se observan en el oscilos-
copio. La tasa de autoestimulacibn es registrada numérica-

mente por un contador aplicado al sistema.

3.1.1.- CBTENCION DE AUTOESTIMULACION CEREBRAL.

Tras conectar el cable bipolar al implante de la
forma indicada anteriormente, la rata se introduce en la -
caja de experimentacifn durante 30 minutos. Cada vez gue -
el animal se aproxima a la palanca, el experimentador cie-
rra el circuito y la rata recibe el estimulo eléctrico. Es
tas sesiones de 30 min. de duracibn, se repiten diariamen-
te hasta que el animal aprieta espontfneamente la palanca

para obtener estimulacién eléctrica de su cerebro.

Una vez que el animal se autoestimula de una for
ma constante y reproducible, se realiza una curva de inten
sidad-respuesta con el fin de obtener la intensidad idbnea
para cada animal. Dicha curva se obtiene determinando la -
variaci86n de la tasa { frecuencia) de autcestimulacibn, en
funcién de la intensidad del estimulo. El rango de intensi
dades empleado estd comprendido entre 100 y 600 uA. Para -
cada intensidad se mide la tasa de autoestimulacién duran-
te dos minutos. La curva de intensidad-respuesta se reali-
za en 1* lugar variando las intensidades en sentido cre-—-
ciente {(de 100 a 600 uA). Transcurridos 20 minutos, se re-
pite la curva en sentido decreciente {(intensidades de 600

ulk a 100 ud).
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Una vez realizadas las dos curvas, se determina -
la intensidad umbral, la intensidad con mayor tasa de auto-
estimulacidn y la intensidad en la que el animal presenta -
componente motor. La intensidad elegida para los eﬁperimen-
tos debe cumplir los siguientes requisitos: ser més alta --
‘gue la intensidad umbral, no originar la mayor tasa de res-
Puesta y permitir una reproducibilidad de la autoestimula--
cidn sin producir efectos motores (ver ejemplo en gréfica

1 ). La intensidad idénea para la mayoria de los animales

estd comprendida entre 200 y 350 uA.

Elegida la intensidad iddénea, el animal se intro-
duce diariamente en la caja de experimentacidn y se contro-
la su tasa de autoestimulacién. Durante los primeros dias,
dicha tasa muestra una gran fluctuacién estadfstica. En los
dias sucesivos, la fluctuacidn decrece hasta dejar de ser -
estadisticamente significativa ( ver grifica 2 ). En este
momento la tasa de autoestimulacidn se considera estabiliza

da y se inician los experimentos.
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GRAFICA 1

Ejemplo de curva de intensidad-respuesta reali
za en sentido creciente {circulos abiertos) vy decrecien-
te (circulos cerrados). El rango de intensidades emplea-
do fué de 0.1-0.6 mA. La intensidad elegida en este caso
fué de 0.3 mA (flecha).
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" GRAFICA 2

Estabilizaciédn de la tasa de autoestimulacidn
(§S) y actividad motora espontinea (AMS) durante la pri

mera semana.,.
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3.2.- REGISTRO DE LA ACTIVIDAD MOTORA ESPONTANEA,

El material empleado en el estudioc de la motili-

- dad esponté&nea es el siguiente:

-aActimetro. Letica LI 300 (2).

- Caja de experimentacidn. Letica 26 % 29 x 36
cm. LI 830 (2).

- Contador eléctrico. Letica (2).

El registro de la actividad motora se realiza de
la siguiente forma: El suelo de la caja de experimentacidn
posee una serie de barras metilicas conectadas individual-
mente a un actimetro de cuatro canales. Entre cada dos ba-
rras conectadas a diferentes canales, existe una barra me-
tdlica conectada a tierra. De esta forma; al desplazarse -
1a rata cierra el circuito entre tierra y une o varios ca-
nales (1,2,3 & 4). Cada cierre da lugar a un pulso gque se

registra por un contador adaptadce al actimetro.

En los primeros registros, la actividad motora -
espontéinea muestra una elevada tasa y una gran fluctuacibn
estadistica. Posteriormente, la motilidad disminuye y la -
fldctuacién en los resultados decrece hasta ser estadisti-
camente no significativa. Es en este momento,cuando se con
sidera que la motilidad est8 estabilizada y se inician los

experimentos (grafica 2).

Una vez estabilizada la tasa de motilidad, las -~
ratas se introducen diariamente y a la misma hora en la ca
ja de experimentacidn durante 15 minutos, controlandose la

tasa de motilidad cada 5 min.
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3.3.- ESTIMULACION QUIMICA CEREBRAL.

La estimulacidn guimica del cerebro se realiza
mediante la microinyeccidn de fArmacos. Estos f&rmacos -
han sido administrados a dos niveles: intraventricular o
intracortical. El mé&todo experimental seguido para cada
via de administracitn es diferente. Por ello, se detallan

por separado.

3.3.1.- ADMINISTRACION TINTRAVENTRICULAR,

Para la microinyeccidén de f&rmacos en ventricu

los laterales se utiliza el siguiente material:

- Cédnulas de acero inoxidable de 28 ga de dm.
externo.

- Tubo flexible de polietilenoc PE-20. Intrame-
dic Clay Adams.

El sistema de microinyeccibn consta de una céng
la inyectora de 28 ga de dm. externo y 12 mm de longitud.
Dicha cé&nula se conecta a uno de los extremos de un tubo
flexible de polietileno de 60 cm de longitud que esté se

nalizado en cada ul de voclumen.

La microinyeccibfn intraventricular se ha reali
zado mediante dos procedimientos: '

1.- Microinyeccifn por presién hidrost&tica. -
Tras retirar el fiador, se introduce la cdnula inyectora
en el interior de la c&nula guia. Previamente, el extremo
distal del polietileno ha sido pinzado y se mantiene 50
cm. sobre el nivel de la inyectora con ayuda de un cola-
borador. Una vez introducida la inyectora, se gquita la -
pinza del polietileno y el liguido desciende por pre---
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sidn hidrostdtica. E1 volumen de solucidn inyectado en ca-
da ventriculo es de 5 ul. Antes de retirar la inyectora, -
se espera un tiempo de un minuto para permitir la correcta
difusidn de la droga. Por ltimo, se coleoca el fiador y se
introduce el animal en la caja de experimentacidn testifi-

candose inmediatamente la autoestimulacidn o la actividad

motora esponténea.

2.- Microinveccidn mediante bomba de infusién. -
El procedimiento de microinyeccidn es similar al anterior
pero la inyeccibn de Yquido se realiza conectando el extre
mo distal del tubc de polietilenc a una bomba de infusidn
Harward 940A. El1l volumen de solucidn inyectado es idéntico
al anterior ( 5 ul de disolucidn en tada ventriculo). La -
velocidad de infusidn es similar a la velocidad de entrada

de liguido por presibn hidrosté&tica.

Independientemente del mé&todo empleado, se com--
probhd la correcta canulacidn de los ventriculos laterales
en dos momentos del desarrcollo experimental: E1 1¥ control
se realiz® antes de iniciar la inyeccidn de los flrmacos -
mediante la administracidn intraventricular de angiotensi-
na II. Dicho f&rmaco inyectado intraventricularmente a do-
sis de 0.05-4 ug. induce una ingesta mantenida de agua en
un animal previamente saciado (Epstein et al., 1970). S&élo
los animales que respondieron positivamente con ingesta -~

mantenida de agua se emplearon en los experimentos.

El segundo control se realiza al terminar la ex-
perimentacidn mediante la administracibn intracanular de -
1 ul de tinta china y la posterior verificacidn histolégi-

ca de la impregnacidn de los ventriculos laterales,
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3.3.2,- ADMINISTRACION INTRACEREBRAL.

Para la administraci®n de f&rmacos en la corteza

prefrontal medial se emplea el siguiente material:

- Bomba de infusibn. Hardward apparatus 940-A.

- Cé&nulas de acero inoxidable de 31 ga de dm. ex
terno.

- Jeringa Hamilton de 10 ul,

- Tubo flexible de polietilenc PE-10. Intamedic
Clay Adams,

El sistema de microinyeccidn intracortical cons-
ta de una cé&nula inyectora de ‘31 ga de dm. externo y 12 mm
de longitud. Dicha cdnula se conecta por medio de un tubo
flexible de polietileno a una jeringa de 10 ul..La jeringa
se coloca en una bomba de infusi®n Harward (ver figura 14).

El procedimiento de microinyeccifin intracortical
es el siguiente: Tras retirar el fiador de la cé&nula guia,
se Introduce la cénula inyectora en toda su longitud. Pos-
teriormenfe, se inyecta 1 ul., de disolucifn del farmaco en
un tiempo de 1 minuto., Terminada la inyeccidn, la cé&nula -
inyectora se mantiene en su posicifn durante un tiempo de
1 min. para permitir una adecuada difusidn de la droga (My
ers, 1974). Por dltimo, se retira la ihyectora ¥, tras co=
locar el fiador se introduce el animal en la caja de expe=-
rimentacifn testificandose la autoestimulacibn o la activi

dad motora esponténea.

Tanto en las microinyecciones intraventriculares
como en las intracorticales, los farmacos fueron disueltos
en NaOH 1 M vy NaH2P04 1M (2/3) (v/v) (modificado de Simon -
et al., 1984). Una vez disueltos, se realizaron alicucotas
de 25 ul que se congelaron a -40°. Previamente a la admi--
nistracién, las aliaotas fueron descongeladas y disueltas
en LCRs en mayor o menor cantidad (v) dependiendo de la do

sis a inyectar. El pH de la solucidn oscild entre 6-7.
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1

FIGURA 14

' Representacifn esquemdtica del sistema de mi-
croinyeccibn intracortical (1 y 5) y de los quemitrodos
(2,3 y 4) implantados en la calota de la rata (6).

1: Cé&nula inyectora. 2: C&nula guia. 3: Elec-
trodo de estimulacidn, 4: Fiador de la cdnula guia. 5:
Tubo de polietileno unidc a la cé&nula inyectora por su

extremo proximal. 6: Calota.
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3.4.- PERFUSION INTRACEREBRAL "IN VIVO".

La perfusidn intracerebral "in vivo" se realiza
mediante un sistema de cénulas concentricas o cdnulas "push
-pull”, Dicho sistema permite la infusidn de liguido cefa-
lorragquideo sintético en una estructura determinada a tra-
vés de la cénula "push" y su posterior recogida, junto con
las sustancias quimicas (NT} liberadas, a través de otra -

cdnula: la c&nula " pull".

En la construccidn de las c8nulas "push-pull"” se

emplea el siguiente material:-

- Cénulas de acero inoxidable de 18 ga, 23 ga y
30 ga de dm. externo. '

- Tubo flexible de polietileno PE-10, PE-50 y PE
60. Intramedic Clay Adams.

El sistema de clnulas concéntricas se construye
de la siguiente forma (ver fig..1l5 }:

Se Introduce una cénula de 30 ga o c&nula "push"
en el interior de una cénula de 23%ga o cdnula "pull"”. En-
tre los extremos proximales de ambas cinulas debe existir
una distancia de 0.3 mm (fig.l5a). Este sistema concéntri
co se introduce, a su vez, en el interior de una cénula de
18 ga de difmetro. Dicha cé&nula posee un gran difmetro pe-
ro poca longitud. Como consecuencia, por uno de sus extre-
mos sobresale el sistema de cénulas concéntricas y por el
otro scbresale la c8nula "push" (fig.15b). En este filtimo
extremo, se introduce otra c&nula "pull” biselada de 23 ga
(fig. 15¢). Ambog extremos se sueldan con estafio., De esta
forma, la c&nula de 18 ga se convierte en una cfmara per—-
fectamente cerrada en la que el liguido penetra a través -
de la c&nula "pull" concéntrica vy es recogido por la cdnu-
la "pull" biselada (fig. 15c¢). El extremo distal de la ci-
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" FIGURA 15

Representacifn esquemdtica de la construccibn
de las cédnulas "push-pull". a: Cé&nula "push" eﬁ el inte
rior de la c&nula "pull" concéntrica. b: Sistema concé&n
trico de c&nulas "push~pull" introducido en la célmara -

de 18 ga. c¢: Introduccién de la c&nula "pulli" biselada.
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" FOTOGRAFIAS 6 y 7

La fotografia 6 muestra dos sistemas de c&nulas
"push-pull" introducidos en las cédnulas guia y conectados
a la bomba de infusiBn-succién. Un detalle de los dos sis
temas de perfusidn "push-pull" puede observarse en la fo-

tografia 7.



FOTOGRAFIA 6

FOTOGRAFIA 7
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‘nula "pull” se une a un tubo flexible de polietilenc PE-50
y el de la c&nula "push" a otro tubo de polietileno PE-10,
Estos tubos permiten conectar la cénula "push-pull" a dos
jeringas Hamilton acopladas a una bomba de infusifn-suc---

cién Harward 940-3A {ver fotografias 6 y 7).
El procedimiento de perfusifn es el siguiente:

Tras retirar el fiador de la cénula guia, se in-
troduce el sistema de c&nulas concéntricas en toda su lon-
gitud. Este sistema es mbvil permitiendo perfundir diferen
tes puntos de una estructura cerebral estereotlxicamente -
determinada. FEn la presente Tesis Doctoral, se perfundid
un solo punto de la corteza prefreontal medial. Por ello,
se coloca un tope de polietileno PE-60 - que permite gue la
clnula iInyectora tenga una longitud fija de 11.5 mm. La ~--
perfusién se realiza 1 mm por encima de la punta del elec-

trodo de estimulacibn,

Introducida la cdnula "push-pull” en la localiza
cién adecuada, se perfunde a través de la cénula "push” 1I
quido cefalorraquideo sint&tico {(LCRs) a una velocidad de
18 ul/min. La composicidén del LCRs es la siguiente: Cl =
134.7 mM; Na®= 127.7 mM; K'= 2.6 mM ; cat’= 1.3 mM; Mg* 7=
0.9 mM. Este liguido, tras bafar un drea cerebral de apro-
ximadamente 1.5 mm de difmetro (Myers; 1986), es recogido
por la cé&nula "pull" a una velocidad idéntica a la de infu
sién, El1 perfundido obtenido, por tanto, poseerd el LCRs -
infundido junto con las sustancias guimicas liberadas en -
dicha zona cerebral. Previamente a la perfusién, el LCRs -
es filtrado a través de un filtro millipore de 0,22 micras

y almacenadc en un frasco apirbgeno.,.

El protocolo experimental consiste en 4 perfu--
siones de 5 minutes de duracidn cada una, con un intervalo

de ¢inco minutos entre ellas (5 min, ON/5 min. OFF). Las -
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dos primeras perfusiocones se descartan, La tercera perfu-
sidn es control o pre-estimulo. Durante la cuarta perfu-

sibn se realiza la estimulaci®én eléctrica.

Esta secuencia de cuatro perfusiones se repite du-
rante tres dias consecutivos. El1 primer dia el estimulo
eléctrico tiene una intensisidad umbral ( 150 ud); el se-
gunde dia el estimulo electrico posee una intensidad idéntica
a la de estimulacidn (300 uld)} y el tercer dia 600 uA de
intensidad. Este mismo protocolo experimental ( 5 mi. ON/

5 min. OFF) se realizd en un segundo grupo de animales pero,

en este caso, las tres perfusiones realizadas fueron basales

o control.

Una vez obtenidos los perfundidos, se filtran a
través de un filtro millipore de 0.22 micras mediante centri-
fugacidn a 3.000 rpm durante 30 minutos, Filtrados los perfun-
didos, se mantienen en el arcén frigorifico a —-80 °C hasta

el momento de su andlisis,



3.5.~- ANALISIS DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAIIA LIQUIDA
DE ALTA RESOLUCION.

3.5.1.- CUANTIFICACION DE LOS AMINOACIDOS COMO OPA-DERIVA-
DOS.

Para la deteccifn y cuantificacifén de los amino
acidos presentes en las muestras de perfundido, se reali-
za una derivacibén pre-columna con el reactivo o-ftaldial-
dehido-tert-butil-tiol (OPAwtqrtbutiltiol) de acuerdo con
el método descrito por Alliscon et al: (1984) y modificado
por Peinado et al. (1986):

El material necesario para la preparaci6n del -

reactivo OPA-tertbutiltiol es el siguiente:

Borato s6dico (Na2B407.10 H20). Merck.
Metanol grado HPLC. Sharlau.
o~ftaldialdehido. Sigma.

2 -metil-propanctiol. Sigma.

El reactivo se prepara de la siguiente forma:
Tras disolver 135 mg. de o-ftaldialdehido en 2.5 ml. de -
metanol, se anaden 50 ul de 2, metil-propanotiol. Poste--
riormente, se afade lentamente una solucién de buffer bo-
rato 0.1 M ajustada a un pH de 9.5. La cantidad de buffer
ahadida debe enrasar la probeta en 25 ml, La solucidn se
conserva a temperatura ambiente en un frasco ccloreado y

cerrado adecuadamente.-

La derivacién precolumna de los aminofcidos se

realiza de la siguiente manera:
Tras anadir 4 ul de estandard interno (homoseri

na 0.05 mM} a una alicuota de muestra de 20 ul, se mezcla
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con 10 ul de reactivo OPA~tertbutiltiol, Para favorecer

la reaccidtn, la mezcla se agita en un vortex durante 15

seg. Transcurridos dos minutos, se le anaden 5 ul de &ci
do acético al 5% con objeto de disminuir el pH de la mez
cla y evitar la pérdida de silice por la columna (Martfn
del Rio et’al,, comunicacidn personal). Afadido el &cido
acético, se inyectan en el cromat8grafo 20 ul de la mez-

cla,

3.5.2.- CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Todos los perfundidos se analizaron en un cro-
matogréfo Waters 600 E acoplado a un detector de fluores

cencia Waters 420-AC.

El cromatbgrafo lleva incorporada una columna
de fase reversa Resolve Cig (Waters) de 15 cm. de longi=-
tud, 5 micras de tamano de particula y 100 2 de di&metro
de poro. También llevg incorporada una pre-columna Resol

ve C (Waters).

18
En la preparacidn de la fase mévil se emplean

los siguientes reactivos:

—- Tampdn acetato sb6dico 4 M. Serva,

Alcohol iscopropiliceo grado HPLC, Sharlau.
Metanol grado HPLC. Sharlau.

Agua ultrapura obtenida de un sistema Milli-

Q y filtrada a través de un filtro de 0.45 u.

La fase mdvil empleada consta de dos solucio--

nes {Herranz et al., 1985):

1.~ Solucibdn A: Consiste en una mezcla 95:5 (v/v) -

de tampdn acetato s6dicoc 50 mM y metanol, a la que se
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anaden 12.5 ml de alcohol isopreopilico por cada litro de
mezcla. E1l tampdn se prepara a partir de una solucidn de
acetato sddico 4 M ajustandose su pH a 5.88. Posteriormen
te, es filtrado mediante un sistema de vacio a través de

un filtro de 0.45 micras.

2,=- Solucibn B: Es una mezcla 70:30 (v/v) de metanol

y agua.

Previamente a su emplec, ambas soluciones se in
troducen en un bafio de sonicacidn durante 15 min., Poste=-
riormente, Se colocan en el cromatdgrafo y se les introdu
ce un burbujeo de helio a un filujo de 100 ml/min. durante
5 min. Durante el andlisis el'flujo de helio es de 10 ml/

min.

Para conseguir una correcta separacidn de los -
picos correspondientes a cada amino&cido, la fase mbvil -
posee un flujo constante de 1.2 ml/min. y penetra en el -

cromatdgrafo mediante el siguiente programa de gradientes:

TIEMPO FLUJO . %A $B
0 min. 1.2 ml/min 50 50
5 min. 1.2 » 30 70 Y ANALISIS
16 min., 1.2 " 15 85
16.01 1.2 0 100} LIMPIEZA
24,00 1.2 0 100
24.01 1.2 50 50

] PREPARACION
29.00 1.2 50 50

Este programa de gradientes es diferente al em
pleado por Herranz et al. (1985), va que estos autores -
utilizan un reactivo de derivacidn diferente (OPA-mercap
topropiﬁnicql Dicho programa se obtuve modificando las -
proporciones de fase m6vil A y B hasta obtener una adecua
da separacibn de los picos cromatogré&ficos. Dos ejemplos

de cromatogramas obtenidos de una solucidn patrdn (A} y
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(A) | (B)
Glu Ser
LS, Tau LS
Asp| GIn |
Ser
Glrr
Ghl cyy
, - Tau
{

( Aspl GIn |
WU L
0 5 10 15 0 5 10 15

min min.
FIGURA 16

_ Cromatogramas obtenidos de: (A} Una soclucidn
estandard que contiene Asp, Glu, Gln, Ser, Gly, Tau y =-
estandard interno (homoserina)(I.S.). (B) Una muestra -
de perfundido obtenido de la corteza prefrontal medial

de la rata.
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de uno de los perfundidos obtenidos en la corteza prefron

tal medial (B) pueden observarse en la figura 16,

La deteccidbn de los OPA-derivados se realjza -
con un detecteor de fluorescencia con un filtro de excité

cidn de 340 nm y otro de emisidn de 460 nm,

El cilculo de los factcres de respuesta, tiem-
pos de retencidn y la cuantificacifn de los aminoicidos,
se realiza con un integrador registrador Waters 745 si--
guiendo el mé&todo del estandard interno. El estandard in

terno empleado fué& la homoserina (Peinadoc et al., 1986).

CALIBRACION

Para obtener la tabla de calibracibn, se prepa
ran soluciones estandard de cada uno de los amino&cidos
(aspirtico, glutémico, glutamina, serina, homoserina, --
glicina y taurina) a una concentracibén 0.05 mM salvo en

el caso de la taurina cuya concentracifn es de 0.15 mM.

Los amino&cidos empleados son los siguientes:

- L-Asp&rtico. Sigma.
- L-Gluté&mico. Sigma.

- L-Glutamina, Sigma.

- L-Serina. Sigma.

- DL-Homoserina. Sigma.

- Glicina. Sigma.

- Taurina,. Sigma.

El disolvente empleado en todas las disolucio-
nes liquido cefalorragquidec sintético (ver composicibn -
en el apartado 3.4.). Para una correcta disolucién, se -
introducen las soluciones estandard en un bano de sonica

cién durante 20 minutos,

La solucidn PATRON se obtiene mezclando 200 ul
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de la solucidn estandard de cada amincécido, excepto del

estandard interno, y separando alicuotas de 20 ul.

El tiempo de retencién de cada aminodcido se -
obtiene inyectando 4 ul de la solucibn estandard de di--
cho aminodcido diluidas en 20 ul de LCRs y conveniente--
mente derivados (tal y como se describe en el apartado -

3.5.1.}).

Los factores de respuesta para cada amincicido
se obtienen tras inyectar 10 alicuotas de solucién PATRON
que contiene aspdrtico, glutamico, glutamina, serina, --
glicina y taurina, Previamente a la~inyeccifn, se ahaden
a la solucién patrén 4 ul de estandard interno (homoseri
na) y la mezcla se deriva con 10 ul de OPA, Posteriormen
te, se afiaden 5 ul de &cido acé&tico al 5% y se inyectan

en el cromatSgrafo 20 ul de la mezcla final.

Una vez inyectadas las 10 muestras de calibra-
cidn, se obtienen los factores de respuesta (FR) para ca
da amino8cido y los tiempos de retencibn medios (TR)}. Un

ejemplo .de tabla de calibracién es la siguiente:

AMINOACIDO FR TR
Aspértico 0.704 5.93
GlutSmico 0.788 6.71
Glutamina 1.054 9.41
Serina 0.725 9.88
Homoserina (I.S.) 0 10.36
Glicina : 0.936 12,25

Taurina 2.59 14.20
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FACTOR DE DILUCION

A los 20 ul que posee la alicuota de perfundi-
do o de sclucidn patrdn se ahaden, como hemos mencionado
anteriormente, 4 ul de estandard interno, 10 ul de OPA y
5 ul de &cido acético al 5%, Por tanto, el volumen final
de la mezcla es de 39 ul. De estos 39 ul, se introducen
en el cromatSgrafo 20 ul. Haciendo el cdlculo correspon-
diente, se obtiene que de los 20 ul inyectados s&lo ----
106.256 ul corresponden a muestra. Como consecuencia, para
obtener la concentraci®n de amino&cido presente en la ~--
muiestra (pmoles/ul) deben dividirse "los picomoles obteni
dos entre 10.256 ul de muestra 6, lo gue es igual, multi
plicarse por 0.0975. El factor de dilucifn o de multipli

cacién empleado, por tanto, es 0.0975.

CALCULO DEL'COEFiCIENTE DE VARTIACION,

Una vez calibrado el sistema, se realizan 5-10
inyecciones de la misma sclucifn patrdén y se obtienen -~
las concentraciones (Pmoles/ul) de cada aminoidcido., Pos-
teriormente, se hallan las medias y los coeficientes de
variacién de los valores obtenidos para cada amino&cido.
Los coeficientes de variacifn se calculan mediante la si
guiente f&rmula (Martin de André&s et al., 1981):

S {desviacibn tipica) % 100

C.Vv.= —
x {media)

Dado que_se inyectan alicuctas de la misma so-
lucidn, realizadas por el mismo experimentador y en las
mismas condiciones, las posibles diferencias en los re--
sultados nos indican la variacidn intrinseca al método -
de an8lisis. El coeficiente de variacién obtenido para -

cada aminodcido puede observarse en la siguiente tabla:
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"X ' 'n - on-1 C.V.
Aspértico 8.078 5 0.183 2.26%
Glutimico 8.005 5 0.182 2.27%
Glutamina 8.180 5 0.100 1.23%
Serina 8.396 5 0.300 3.57%
Glicina 8.480 5 0.370 4.36%
5 0.872 3.72%

Taurina 23.426

CURVA DE LINEALIDAD

La linealidad de los ensayos se determina sobre
las bases del &rea obtenida para cada amino&cido en rela
¢ibn al drea del estandard interno (homoserina). Para --
ello, se inyectan solucicnes patrén con una concentracidn
constante de homoserina (4 ul de homoserina 0.05 mM= 102,
56 pmoles) y concentraciones variables de los amincdcidos
a estudiar. Estas cencentraciones se obtienen diluyendo
una solucién patrdn 0.2 mM para cada aminoicido en LCRs.
Las concentraciones empleadas fueron las siguientes: 0.2
mM, 0.1 mM, 0.05 mM, 0.025 mM, 0.0125 mM, 0.00625 mM, --
Las curvas obtenidas para cada uno de.los aminodcidos es
tudiados (Asp, Glu, Gln, Ser, Gly y Tau) pueden observar
se en las graficas 3 y 4.
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o § ASP
al GLU
31 GLN
2 |
o
0

mM

GRAFICA 3.~ Curva de linealidad obtenida para los amino

dcidos acidicos (aspirtico, glutémico y glu
tamina), en relacidn al drea del estandard

interno.
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SER
GLY

GRAFICA 4

mM

Curva de linealidad obtenida para los ami-
nofcidos Serina y Glicina, en relacidn al

irea del estandard interno.
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3.6.- HISTOLOGIA.

Finalizados los experimentos, se comprueba la
correcta localizacidn de cé&nulas y electrodos mediante -

el estudio histol&gico de las piezas cerebrales.

Para ello, tras inyectar a los animales una so
bredosis de Equithesin, se perfunden con solucién salina
isotbnica (ClNa 0.9%) heparinizada al i%, seguida de una
solucibn de formaldehido al 10%. Terminada la perfusién,
se extraen los cerebros.con unos alicates planos y se --
mantienen en el frigorifico durante 5-7 dias sumergidos
en una solucién de formol al 10%. Transcurrido este tiem
. PO, los cerebros se colocan en un microtome de congela--—
cibn Reichert Austria Nr 333337 y se cortan en secciones
de 25 micras. Los cortes se montan en portas albuminados
y se tinen mediante una modificaci6n del método Klldver y
Barrera (1953). Esta modificacifn emplea como {inico colo
rante cresil violeta al 0.1%, Dicho colorante tife las -
c&lulas de color rosado-violeta mientras que las fibras

quedan libres de tincién.

La solucidn de cresil violeta se prepara de la
siguiente manera: Tras preparar una solucidn de acetato
sbdico (2.72 g/100 ml de agua destilada), se disuelven -
0.5 gr de vicleta de cresilo en 37.5 ml de dicha solucibn.
Posteriormente, se afiaden 462.5 ml de agua destilada. Una

vez disuelto el colorante, se filtra la solucidn y se --—
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afiaden 5.79 ml. de &cido acético glacial.
El procedimiento de tincién es el siguiente:

1°/ Hidratar los cortes en etanol al 95%.

2°/ Aclarar en agua bidestilada.

3°/ Mantener los portas en la solucidn de cresil
violeta, previamente calentada, durante 30 seq.

4°/ Diferenciar: dos pases por etanol al 95%.

5¢/ Deshidratar: dos pases por etancl abscluto.

6°/ Limpiar: dos pases por xilol.

En los grupos intraventriculares, previamente
a la perfusidn, se microinyecta 1 ul de tinta china., Si
la canulacién es correcta, se produce una impregnacibn -

del sistema ventricular.

Uné vez tenrildos los cortes,'se observan en un
microscopio binocular Reichert Austria Nr 449619 y, usan
do como referencia el atlas de kéning y Klippel, se loca
lizan los planos de implantacidn de cénulas y electrodos.

Las fotografias de los cortes histoldgicos se
realizan con una clmara de exposicién automdtica Olympus

PM-CBAD.
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4, - METODOS ESTADISTICOS.

En los experimentos neurofarmacol8gicos, se
utiliz6é un anflisis de la varianza doble con un sdlo -
elemento por casilla seguido, en los casos en los que
se obtuvieron significaciohes, de un test para compa--
rar cada uno de los tratamientos con el control seglin
el método de Dunnett (Martin de Andrés et al., 1981).

En los experimentos neuroguimicos, en los --
que se comparan los niveles de aminoacidos pre-estimu-
lacidén y durante la estimulacién elédctrica de la corte
za prefrontal medial, se utilizd un test de homogenei-
dad de dos muestras (t de Student), previa comparacién

de varianzas (Martin de Andrés et al., 1981).



RESULTADOS
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l.—'EéfUﬁiO.ﬁOSiS-EFECTO.Dﬁ.Lﬁ ADM1N;STRAéiOﬁ DE ANTA-
'GOﬁiSfASHﬁE t0S'RECE#TQRES DE LOS AMINOACIDOS ACI-
' DICOS SOBRE LA AUTOESTIMULACION EN LA CORTEZA PRE—
" FRONTAL MEDIAL.

En el estudio neurofarmacoldgico se han emplea
do tres antagonistas diferentes de los receptores de --
los amincdcidos acidicos: la E—D—glutamilglicina (DGG) ,
el 2-amino-5-fosfonovalerato {(AP5)} y la ¥-D-glutamiltau
rina (Glu-tau). La DGG bloquea a los tres tipos de re--
ceptores glutamérgicos: NMDA, kainico y quisgudlico (Mc
Geer y McGeer, 1981; Davies et al., 1981; Watkins vy Ol-
verman, 1987). E1 AP5 es un antagonista competitivo de
los receptores NMDA (Cotman e Iversen, 1987; Rothman y
Olney, 1987) mientras gue la Glu-tau ejerce su accibn -
preferentemente frente a los receptores de kainico y --
quisquélido (Watkins y Oiverman, 19Y87; Cotman e Iversen,
1987). Por tanto, podemos dividir el capitulo neurofare-

macolbgico en tres blogues de experimentos:

- Experimento 1: Descenso dosis-relacicnado de la
S5 tras la inyeccidn intraventricular e intracor
tical de ¥-D-glutamilglicina.

— Experimento 2: Descenso dosis-relacionado de la
autecestimulacidn tras la administracidn intraven
tricular e intracortical de 2-amino-5-fosfonova-

lerato.

- Experimento 3: Efectos de la microinyeccidn in--
traventricular e intracortical de §-D-glutamil--

taurina.

En los tres blogues de experimentcs se reali-

zaron microinyecciones tanto intraventriculares como in
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tracorticales. La localizacién esterecotéxica de las cénu
las guia intraventriculares estd comprendida entre los -
planos estereotfxicos A 6570 u y A 5660 u {atlas de K8--
ning y Klippel, 1967). Un ejemplo de localizacibén puede
observarse en la figura 17a. La figura 17b, por su parte,
muestra un esquema de la localizacibn estereotéxica de -~
las cénulas gufa implantadas para administracifn intracor
tical. Las c8nulas intracorticales se localizarcon en los
planos A 11460-A 11050 u. Un ejemplo de la localizacidn
de las c¢&nulas intraventriculares e intracorticales pue-

de observarse en las fotografias 8 y 9 respectivamente.

Tanto en los grupos intraventriculares como en
los intracorticales, se implantaron electrodos para auto
estimulacidn en la corteza'prefrontal medial. La locali-
zacibn estereotdxica de los electrodos de estimulacibn -
estuvo comprendida entre los planos A 11050 y 10050 u. -
Como puede observarse en la fotografia 10, los electro--
dos se situaron en las capas profundas (V y VI) del &rea

prelimbica (Krettek y Price, 1977a).

, Las figuras 18 y 19 muestran una representacibn
esquemdtica de la localizacifn de cénulas y electrodos en
los grupos intracortical e intraventricular respectivamen

te.

Los resultados obtenidos tras la administracion
intraventricular e intracortical de los tres antagonis--
tas glutamérgicos utilizados (DGG,IZ—APS y Glu-tau) se -
detallan por separado (experimento 1, 2 y 3) y pueden -
observarse en las tablas 1 a 12, grdficas 5 a 15. Un re-
sumen de los resultados obtenidos tras la microinyeccifn
intracortical de la dosis mixima empleada para cada uno

de los antagonistas glutamérgicos puede observarse en la

grdfica 16, pag. 167).
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A 6060 u-~

(B)

" FIGURA 17

Esguema de la localizacidn esterecotéxica de -
las clnulas utilizadas en la administracidn intraventri
cular (A) e intracertical (B} de antagonistas glutamér-

gicos, Figuras tomadas del atlas de Kéning y Klippel --
(1967) .



FOTOGRAFIA 8

— et

FOTOGRAFIA 9

FOTOGRAFIAS 8 y 9

Localizacién y trayecto de las c@nulas guia
intraventriculares (8) e intracorticales (9) en dos de

los animales utilizados en esta Tesis Doctoral.
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FOTOGRAFIA 10

Localizacibn y trayecto de los electrodos de
estimulacibn en ambas cortezas prefrontales mediales -
en uno de los animales utilizados en los estudios neu-
rofarmacolégicos.
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- FIGURA 18

Representacibn esguem&tica de la localizacibn

de las c&nulas y electrodos en los grupes intraventri-
culares. CPM: corteza prefrontal medial., cp: caudado-

putamen. a: niicleo accumbens. sl: niicleo lateral del =
septum. Figura tomada del atlas de K&ning y XKlippel --
(1967).
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FIGURA 19

Representacifn esguem&tica de la localizacibn
de las cénulas y los electrodos de estimulacifn en los
grupos intracorticales. CPM: corteza prefrontal medial.

Figura tomada del atlas de Kbning y Klippel (1987).
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EXPERIMENTCO 1 Descenso dosis-relacionado de -

la autoestimulacidn tras la in-
yeccidn intraventricular e in--
tracortical de §-D-glutamilgli-
cina (DGG).

Los efectos de la administracidn INTRAVENTRI
CULAR de DGG sobre la SS en la corteza prefrontal me--
dial pueden observarse en la tabla 1 y la gr&fica 5. -
Como puede en dicha grafica, la DGG a dosis de 0.625,
1.25, 2.5 y 5 ug/ul produjo un descenso dosis-relacio-
nado de la S5. Este descenso fué estadisticamente sig-
nificativo a dosis de 1.25 ug/ul (p<.05), 2.5 y 5 ug/
ul (?(.01), en los cinco primerocos minutos postinyeccidn.
A dosis de 2.5 y 5 ug/ul, el descenso se mantuvo duran
te los 15 min. de duracidn del experimento., La adminis
tracidn intraventricular del solvente no medificd la -
SS en la CPM,

Similares microinyecciones intraventriculares
de DGG, a las mismas dosis empleadas para la SS (0.625,
1.25, 2.5 y 5 ug/ul), no producen modificaciones signi
ficativas de la actividad motora esponténea de los ani
males utilizada como control (tabla 2, gr&fica 6). No
obstante, a dosis de 2.5 y 5 ug/ul, el animal presenta
una incoordinacidén motora gue se manifiesta en un des-
censo de la actividad motora espontfnea de aproximada-
mente un 50% a la mayor dosis empleada (5 ug/ul). La -
administracidn intraventricular de! solvente no modifi

¢b la actividad motora esponténea de los animales,

En la tabla 3 y grdfica 7, se muestran los -
efectos de la administracidn INTRACORTICAL de DGG en -
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la CPM derecha. Como puede observarse en la gréfica 7,
la DGG a dosis de 5, 10 y 20 ug/ul causd un descenso -
de la S5 en la CPM ipsilateral a la inyeccidn. Este --
descenso fué estadisticamente significativo durante --
los 5 min., postinyeccidn paré las dosis de 10 ({p<.05)
y 20 ug/ul (p<.01). La administracidn del solvente no

modificd la SS en la corteza prefrontal medial.

Similares inyecciones intracorticales de DGG,
a la mayor dosis empleada (20 ug/ul), no modificaron -
la 85 en la corteza prefrontal medial contralateral a
la inyeccifn empleada como control (tabla 4, gr&fica -
8). -
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" GRAFICA 5 ,- Representacifn de las medias de los datos

‘expresados en la tabla 1. En abscisas se representa el

tiempo expresado en minutes y, en ordenadas, la tasa -

de autoestimulaci®n en 5 min.
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" TIEMPO (min.,)

5 min, 10 min. 15 min.
XTSEM x1SEM xtSEM n
" DOSIS.
" Tug/ul)
SOLVENTE 388.6137.2 266.6%45,4 207.8%24.2 5
0.625 450.0%55,4 337.6154-4  264,6125,1 5
1.25 442.2470.3  285.4%50.6  250.8%36.9 5
2.5 _ 369.2387.9 177.0%70.1 199.8%73.5 5
5.0 205.2179.7 144,6%119.8 107.8%103.1 5

Tabla 2.- Efectos de la administracibn intraventricular
de fLD-glutamilglicina {DGG) sobre 1la activi
dad motora espont&nea. La AMS se registrd 15
min. postinyeccidn divididos en tres blogques
de 5 min, x: media. SEM: error estandard de

la media. n: n°® de animales.
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y-o-glutamylglycine
o—e Vvehicle

s-ms 0.625 pgipl
ome-g 1.2D .
>-—-n 2.5 °

5 e
------ 4 e v——
------------------------- A
D,
————— . -
—rm -
\‘ '.,-.
“,“‘~ —-.'-.—'.'
\‘-‘,—-""
5 10 15

MIN.

.- Representacidn en porcentajes del control

de las medias de los datos expresados en la tabla 2, En

abscisas se representa el tiempo, expresado en minutos,

y en ordenadas, la actividad motora espontinea medida -

cada 5 min.
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SELF - STIMULATION / 5 min.
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r-o- glutamylglycine

+«—s vehicle
c e 2.5 pa/pl
o
< Oemm0 B -
L e 10 -
o—o 20 -
200
100 « p <.05
s p <.01
0' N ¢ [l 1
-5 (v} 5 10 15
MIN.

~ GRAFICA -7 ,- Representacién de las medias de los datos

expresados en la tabla 3, En abscisas se representa el

tiempo, expresade en minutos, y en ordenadas, la tasa -

de dutoestimulacidn medida cada 5 min,

LC.
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CPMA ' CPMi
o X4SEM  p CX¥SEM  p n
" Minutos. ..
" pre=-inyeccidn
-5 182.2% 9.2 - 184.0%15.3 - 5
0 181.8%17.2 - 158.2% 9.8 - 5
" Minutos ' . -
" post=-inyeccibn
5 29,2117.1 .01 172.8%29.5 - 5
10 108.2351.8 - 199.8+20.5 - 5

15 129.6%38.6 - 163.6%19.4 - 5

Tabla 4.- Efectos de la microinyeccidbn intracortical de
KwD—glutamilglicina, a dosis de 20 ug/ul, so-
bre la SS en la corteza prefrontal medial ip-
silateral {(CPMd) y contralateral (CPMi) a la
inyeccibn, La 55 se registrd 10 min. preinyec
cidn y 15 min, postinyeccidn divididos en blo
ques de 5 min. x: media. SEM: error estandard

de la media. n: n° de animales.



(SS)

% PRE- INJECTION RESPONSE RATE

100

50
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v-o-glutamylglycine (20 pg/pt)

«——a Contralateral

o—o Ipsilateral

«X injection

T

e p < .01

*»

MIN.

" 'GRAFICA 8 .- Representacidn en tantos por cientc respec

to del control de las medias expresadas en la tabla 4.
En abscisas se representa el tiempo en minutos y en or-
denadas la tasa de autoestimulacidén medida cada 5 min.

Ias lineas verticales representan el error estandard de

la media.
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" EXPERIMENTO 2 Descenso dosis-relacionado de -

la autoestimulacidn tras la ad-
ministracidn intraventricular e
intracortical de 2-amino-5-fos-
fonovalerato (D-APS).

En la tabla 5 y grifica 9 pueden observarse
los efectos de la microinyecciédn INTRAVENTRICULAR de -
D-AP5 scbre la SS en la corteza prefrontal medial. Co-
mo puede observarse en la grifica 9, el D-APS5 a dosis
de 5 v 10 ug/ul ?roduce un descenso de la SS qﬁe se --
mantiene durante los 15 min. de duracién del experimen
to (p<.01). La administracidn intraventricular del sol
vente o de la menor dosis empleada (2.5 ug/ul) no modi
ficé la SS en la CPM. a

Similares microinyecciones intraVentricula--
res de D-AP5, a dosis idénticas a las utilizadas para
la S5, no modificaron significativamente la actividad
motora espontfnea de los animales (tabla 6, gr&fica 10),
No obstanté, el animal presenta una incoordinaci®dn mo-
tora que se refleja en un aumento de la motilidad a do
sis de 2.5 y 5 ug/ul y un descenso a dosis de 10 ug/ -

ul.

Los efectos de la microinyeccidn INTRACORTI-
CAL de D-AP5 sobre la SS de la corteza prefrontal me--
dial ipsilateral a 1la inyeccién-pueden observarse en -
la tabla 7 y figura ll. Como puede observarse en dicha
figura, el D-AP5 a dosis de 10, 20 y 40 ug/ul produjo
un descenso dosis-relacionado de la autoestimulacidn.
Este descenso fué estadisticamente significativo a do-

sis de 40 ug/ul durante 10 min. postinyeccidn (p<.05).
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Trascurridos 15 min. postinyeccibn, la SS recupera los
valores contrel. La administracidtn del solvente no mo-

difict la 8S en la corteza prefrontal medial.

B Similares microinyvecciones intracorticales -
de D-AP5, a la maxima dosis empleada (40 ug/ul), no mo
dificaron la SS en la corteza prefrontal medial contra
lateral a la inyeccidn, empleada como control (tabla 8,

grafica 12).
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NMDA - antagonist

[r—— vehicle

SELF-STIMULATION /7 5 min.

c
2 oo 2.5 pg/pl
.;i B 5 ”
E Oy 10 L
-CP---------*-------O
200}
100fF
oL

MIN.

" GRAFICA 9 .~ Representacidn de las medias de los datos
expresados en la tabla 5. En abscisas se representa el
tiempo, expresado en minutos, y en ordenadas, la tasa -

de autoestimulacién cada 5 min.



- DOSIS.- -
- {ug/ul)

SOLVENTE

Tabla 6 e

-154-~

“ TIEMPO (min.)

5 min. 10 min. 15 min.

xTSEM x2SEM xtsEM n
330.3%34.6  268.3%34.3 212.3%36.2 6
499.5%87.7  395,6%176.2. 1279,5%27.7 6
523.2%87.0 301.0%62.7 278.5%45,3 6

1217.5%59.5 207.6%48.0 236,7%73.3 5

Efectos de la administracidn intraventricular
de 2-amino-5-fosfonovalerato (D-AP5) sobre 1la
actividad motora espont&nea (AMS). La AMS se

registrd 15 min. postinyeccibn divididos en -
tres blogues de 5 min. cada uno. x: media. --

SEM: error estandard de la media. n: n° de --

- animales.



RATE (SMA)}

.RESPONSE

% PRE-INJECTION
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150F - SO,
,A-...’.."" o
- df ‘‘‘‘‘ — e -
100F
NMDA-antagonist
e—e Vehicle
sol o= 2.5 pg/pl
---a 5 e
omo 10 e
- ' ' 5
0 S 10 MIN.

GRAFTICA 10.-

Representacidn en porcentajes del control

de las medias de los datos expresados en la tabla 6. En

abscisas se representa el tiempo, expresado en minutos,

Yy en ordenadas, la actividad motora espont@nea medida -

cada 5 min.

LV
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SELF-STIMULATION/ 5 min.

=157~

NMDA - antagonist

o—e Vehicle
c
2 oo 10 pg/ul
_:Ii o 20
: .EI —o 40 -
o—————’_’_—_—&_
c____-"'-/—
200} === e S
--------- “ - —— ]
100
« p <.05
ol » : : ' :
-5 0 5 10 15 .
fWIN.

" GRAFICA '11.- Representacidn de las medias de los datos

expresados en la tabla 7, En abscisas se representa el
tiempo, expresadc en minutos, y en ordenadas, la tasa -

de autoestimulacidn medida cada 5 min.

I.C.
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S CPM@ o CcPMI
- xtsEM p - xtsEm p n
- Minutos ...
" pre—-inyeccidn
-5 213.4%23.8 - 173.6%18.9 - 7
0 219.7%24.1 - 173.3%19.9 - 7
" Minutos.. - : -
- postinyeccibn
5 91.3%28.7 .05 168.6%f15.2 - 7
10 ' 100.3%13.7 .05 164.7%10.0 - 7
15 177.¢%25.8 - 191.8%16.6 - 7

Tabla 8.~ Efectos de 1la nicroinyeccidn intracortical de
2~amino~-5-fosfonovalerato, a dosis de 40 ug/
ul, sobre la SS en la corteza prefrontal me--
dial ipsilateral {(CPMd) y contralateral (CPMi)
a la inyeccidn. La SS se registr6 10 min. pre
inyeccidn y 15 min. postinyeccibn divididos -
en blogues de 5 min. x: media., SEM: error es-

tandard de la media. n: n°® de animales.



(5S)

% PRE -INJECTION RESPONSE RATE

~-158-

NMDA - antagonist (40 ug/pt)

+——a Contralateral
c
L o—o Ipsilateral
°
@
£
100}
« p < .05
so} ** P <.01
o L L 1 - 1 1 I
-5 0 5 10 15
MIN.

" GRAPICA 12,- Representacidn en tantos por ciento res--
pecto del control pre-inyeccidn, de las medias expresa-

das en la tabla 8. En abscisas se representa el tiempo
en minutos y en ordenadas la tasa de autoestimulacidn -

en 5 min., Las lineas verticales representan el error es

tandard de la media.
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" EXPERIMENTO 3 - Efectos de la microinyeccidn in

traventricular e intracortical

de‘E;nglutamiltaurina (Glu-tan).

Los efectos de la administraci®n INTRAVENTRI
CULAR de Glu-tau sobre la SS de la corteza prefrontal
medial pueden observarse en la tabla 9 y figural3. Co-
mo se ﬁuede ver, la Glu-tau a dosis de 2.5, 5, 10 y 20
ug/ul prodﬁce un descenso dosis-redlacionado de la §S.
Este descenso fué estadisticamente significativo a do-
sis de 5, 10 (p{;OS) y 20 ug/ul (p<.0l), en los 5 pri-
meros minutos postinyeccidn. A dosis de 10 ug/ul, el -
descenso se mantuvo durante 10 min. (p<.05) mientras -
gue a la dosié maxima (20 ug/ul) el descenso fué esta~
disticamente significativo durante los 15 min. de dura
cidn del experimento (p<.0l}. La administracidn de sol
‘vente o Glu-tau a dosis de 2.5 ug/ul no medificd la SS
en la CPM. '

Similares microinyecciones de Glu-tau, a do-
sis idé&nticas a las empleadas para la SS, producen un
descenso dosis-relacionado de la actividad motora es--
pont&nea (tabla 10, gr&fica 14). Este descenso alcanz8
significacidén estadistica a dosis de 10 ug/ul (p<.05)
y 20 ug/ul (p<.01). La administracidn intraventricular
del solvente no modificd la actividad motora espontd—-

nea de los animales.

En la takla 11 y grifica 15, se muestran los
efectos de la microinyeccidn INTRACORTICAL de Glu-tau.
Como puede observarse, la Glu-tau a dosis de 20, 40 y
80 ug/ul no modifica la SS en la corteza prefrontal me

dial,
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SELF-STIMULATION 7 5 min.
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y-o-glutamyltaurine

o——e vehicle
a—a 2.5 pgrpl
T 5 " ae

injection

.’---.. 1 O e

o—o 20 7

200}

100F

- GRAFICA '13.- Representacidn de la media de los datos

expresados en la tabla 9. En abscisas se representa el

tiempo, expresadc en minutes, Y en ordenadas la tasa de

autoestimulaci®én medida cada 5 min.

V.



- DOSIS -
Tug/ul)

SOLVENTE
2.5

5.0

10.

20.

Tabla 10.-
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" TIEMPO '(min.)

5 min, 10 min. 15 min.

X +SEM X +SEM X +SEM n
375,2446.0 264.5%54,4  239,5+28.5 6
390.8+41,7  226.2421.9- 184.7%22.4 6
291.2#78.2  160.2+42.2  173.3%32.7 6
144.3%42.3  151.8+40.1 131.0+28.2 6

® +*
76.6137.4 29.,0+%17.1 1.7+ 1.5 6
* % * % *%x

Efectos de la administraciédn intraventricu-
lar de §{-D-glutamiltaurina {Glu-tau) sobre
la actividad motora esponténea. (AMS). La AMS
se registrd 15 min. postinyeccidn divididos
en tres blogues de 5 min. x: media. SEM: ---
error estandard de la media. n: n°® de anima-
les. * p<,. 05, ** p<l,01.



% PRE - INJECTION RESPONSE RATE (SMA)
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r-p-glutamyltaurine
o—ae Vvehicle
s 2.5 pg/yl
§ OO 5 -
1—; R 10 Y
o
£ oo 20
100 ’-
*«p<.05
%+ pe.O
50k
0 -
MIN.
' GRAFICA 14 ,- Representacidn en tantos por ciento respec

to del control pre-inyeccidn, de leos datos expresades en
la tabla 10. En abscisas se representa el tiempo, expre-

sado en minutos, y en ordenadas, la actividad motora es-

ponténea medida cada 5 min.

i.V.
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SELF-STIMULATION ~/ 5 min.
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y-b- glutamyltaurine

o—e Vvehicle
c
g e 20 pg/yt
g oo 40 -
£
o=--9 80 -
2001
L - PR O~
PO Ml I
Ommemman SIIIIIII AT e S e ———
T ” * ", ‘-‘" “ '_____"‘_‘-————__.
100¢ '
0 - [ '] " x ']
-5 0 5 10 16
MIN.

- GRAFICA '15,- Representacibén de las medias de los datos

expresados en la tabla 11. En abscisas se representa el
tiempo, expresado en minutos, y en ordenadas, la tasa -

de autoestimulacidn medida cada 5 min.



% PRE-INJECTION RESPONSE RATE (SS)
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o-.-o Vvehicle

e.-e K-Q antagonist (80 pg~ M)

o—o MNMDA antzgonist (40 pg/s pt)

e—e K-Q-NMDA antagonist (20 pg/ pt)

injection

100 ¢
50}
% p<.05
*% pc.O1
O b i K . 1 L 115
-5 o 5 10 MIN.

GRAFICA 16 .- Représentacién de los efectos obtenidos -
tras la microinyecci®n intracortical del vehiculo y la
dosis méxima administrada de cada uno de los antagonis
tas glutam&rgicos utilizados (antagonista K-Q-NMDA= ¥-
D-glutamilglicina; antag. NMDA= 2-AP5; antag. K-0= ¥-D-

glutamiltaurina).
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2.- ESTUDIO DE LOS PERFILES DE AMINOACIDOS LIBERADOS -
" EN LA CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL DURANTE LA AUTQES-

" TIMULACION.

Una vez dilucidada mediante t&cnicas neurc--
farmacoldgicas la participacidén de los amino&cidos aci
dicos en la SS de la corteza prefrontal medial, se di-
sefid el siquiente grupo de experimentos cuyo objetivo
fué estudiar los perfiles de aminodcidos acidicos libe

rados en 1la CPM durante la autoestimulacidn.

Los resultados obtenidos de los estudios neu

roquimicos muestran que:

1/ Los niveles basales de los aminodcidos analiza
dos (aspartico, glutdmico, glutamina, serina y glicina)
se mantienen constantes en dos perfundidos de la CPM -

realizados consecutivamente (tabla 12, figural7).

2/ La estimulacidn eléctrica de la corteza prefron

tal medial a igual intensidad y frecuencia que la de -
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autoestinulacidén (0.3 mA de intensidad y 100 Hz de fre--
cuencia)}, produce un descenso de los niveles endbgenos -
de amino&cidos crando se comparan con los niveles control
pre-estimulacién, Este descenso es estadisticamente sig-
nificativo para los niveles de glutdmico (p <.05) y glu-

tamina (p .0l) (ver tabla 13 y gré&fica 18).

3/ Tras la estimulacién el&ctrica de la CPM a la mis
ma frecuencia y doble intensidad a la de SS (0.6 mA), --
descienden los niveles de aminodcidos en la CPM alcanzan
do significacién estadistica la disminuci6én del &cido --
glutédmico (p .02)(ver tabla 14, grdfica 19).

4/ La estimulacifn eléctrica de la CPM a la intensi
dad de 0.15 mA no modifica significativamente los nive--
les de amino&cidos (ver tabla 15, gr&ifica 20}. A esta in

tensidad el animal ne se autcestimula..

_ Un resumeﬁ de los resultados obtenidos para —-
los amino&cidos acidicos (&cidos aspirtico y glutdmico)
a las tres intensidades empleadas puede observarse en la

gr&fica 21,

En los experimentos neuroquimicos se implanta-
ron electrodos para estimulacidn eléctrica y cénulas gufa
para perfusién "push-pull” en la CPM., Esta preparacidn -
de c&nulas y electrodos es similar a la utilizada para -
la microinyeccibn intracortical (ver figqura 19, pag. 139).
La localizacién de los electrodos de estimulacidn en los
animales utilizados puede observarse en la figura 20. Un
ejemplo de la localizacién de las cénulas gula y de los
electrodos de estimulacibn puede observarse en las foto-

grafias 11 y 12 respectivamente.



" CONTROL ‘1 " CONTROL 2
x+SEM X+SEM n
ASPARTICO 3;3910;55 3.3710.62 10
GLUTAMICO 3,43%0.47 3.35¢0.53 10
GLUTAMINA g.08%1,53 9.02%1.45 10
SERINA 10.65%1.38 10.65%1.61 10
GLICINA' 12.1270.96 11.94%1.26 10

Tabla 12.- Niveles basales de aminoicidos en la corte-
za prefrontal medial obtenidos de dos per--
fundidos contrel consecutivos. Resultados -
expresados en pmoles de amino&cidos/ ul de

perfundido.
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15 -

ol | | |

PMOLS AMINO ACID/pi PERFUSATE
[}

C; Cp €y Cp €1 Ca. Ci C2 ¢y C2
ASP GLY GLN SER = G

GRAFICA 17

Representacidn de las medias de los datos ex-
presados en la tablé 12, En ordenadas se representan --
1os niveles de amino&cidos en pmoles/ vl de perfundido,
En abscisas, los diferentes amino&cidos analizados. Cyt
niveles obtenidos en la 1° perfusidn. C,: niveles obte-
nidos en la 2° perfusidn, Las lineas verticales repre--

sentan el error estandard de la media.
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" PRE-ESTIMULACION " ESTIMULACION (0.3 mA)

xtSEM © XTSEM P n
ASPARTICO 3.40%0.36 2.9240.29 - 12
GLUTAMICO 3.41%0.34 . 2.30+0.29 05 12
GLUTAMINA 8.08+0.86 5.09+0.59 .01 12
SERINA 10.66%1.33 8.54+0.99 - 12
GLICINA 12.14+1.96 8.99+1.14 - 12

Tabla 13.- Niveles de aminoicidos en perfundidos con~-
trol (pre-estimulacién) y durante 1la estimu
lacidn eléctrica de la CPM a 0.3 mAa de inten
sidad. Resultados éxpresados en pmoles de -

aminolcidos/ ul de perfundido.
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GRAFICA 18

Representacidn de las medias de los datos ex-
presados en la tabla 13, En O;denadas se representan --
los niveles de amino&cidos en pmoles/ ul de perfundido.
En abscisas, los diferentes amino&cidos analizados. Ba-
rras blancas: niveles pre-estimulacibn. Barras ralladas:
niveles durante la estimulacidén eléctrica a 0.3 mA de -
intensidad. Las lineas verticales representan el error

estandard de la media.
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" PRE-ESTIMULACION - '~ ESTIMULACION (0.6 mA)

X+SEM CX$SEM - p n
3,7040.86 3.1240.49 - 7
3.35+0,22 2.6140.18 .02 7
7.9040.88 5.66+0.66 - 7

11.02%2,51 9.58%1.62 - 7
13.49%1,99 10.87+1,42 - 7

Tabla 14.- Niveles de aminodcidos en perfundidos con—-

trol (pre-estimulacién) y durante la estimu
lacién el&ctrica de la CPM a 0.6 mA de inten
sidad. Resultados expresados en pmoles de -

aminod&cidos/ul de perfundido.
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Representacibn de las medias de los datos ex-
presados en la tabla 14. En ordenadas se representan --
los. niveles de aminc&cidos en pmoles/ ul de perfundido.
En abscisas, los diferentes aminodcidos analizados. Ba-
rras blancas: niveles pre-estimulacibn. Barras razlladas:
niveles durante la estimulacidn eléctrica a 0.6 mA de -
intensidad. Las lineas verticales representan el error

estandard de la media.
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" PRE-ESTIMULACTION - ESTIMULACION (0.15 ma)

X+SEM X+SEM p n
3.5240.71 2.94+0.65 - 7
4.52%0.61 3.77+0.44 - 7
6.52+1.85 5;7211.35 - 7
8.82+2.36 7.52+2, 04 - 7

10.15+2,11 8.48+1.76 - 7

Tabla 15.— Niveles de aminodcidos en perfundidos con--

trol (pre-estimulacidn) y durante la estimu
lacifn eléctrica de la CPM a 0.15 mA-de in-
tensidad, Resultados expresados en pmoles -

de aminodcidos/ ul de perfundido.
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Representacibn de las medias de los datos ex
presados en la tabla 15, En ordenadas se representan -
los niveles de aminofcidos en pmoles/ ul de perfundido.
En abscisas; los diferentes amino&cidos analizados. Ba
rras blancas: niveles pre-estimulacidn., Barras ralla--
das: niveles durante la estimulacidn elé&ctrica a 0.15
mA de intensidad., Las lineas verticales representan el

error estandard de la media.
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7 C pre-stimulation

1 0.15mA
6 2 0.3 mA

3 0.6 mA ¥ p<.05
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GRAFICA 21,- Representacifn de los niveles de aminodci-

dos acidicos obtenidos en la CPM en condiciones basales
(C) v a las tres intensidades de estimulacidn utilizadas
{(1: 0,15 mA; 2: 0.3 mA; 3:0.6 mA). Las lineas verticales

representan el error estandard de la media.
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A 11050y A 10500p A 10300p A 10050y

FIGURA 20 .- Representacibn esquemitica de la locali~
. zacibn de la punta de los electrodos de autoestimula-

cifn en la corteza prefrontal medial. n® de animales:
12,




FOTOGRAFIA 11

FOTOGRAFIA 12

FOTOGRAFIAS 11 y 12.

Localizacidn y trayecto de las cénulas guia -
intracorticales y de los electrodos de estimulacién en
ambas cortezas prefrontales mediales, en uno de los ani

males empleados en los estudios neuroguimicos.



DISCUSION



-i81-

INTRODUCCTION

En los Gltimos veinte anos, se han realizado -
un gran nfimero de estudios para investigar los neurotrans
misores involucrados en la autoestimulacién de la corte-
za prefrontal medial (Mora y Ferrer, 1986; Mora y Cobo,
1990}, un &drea cortical relacionada con memoria, motiva-

cién y aprendizaje (Kolb, 1984).

Diversos estudios,'realizados utilizando técni
cas neurofarmacolbgicas y neuroquimicas, han sugerido la
participacién de varios sistemas neurotransmisores posi-
blemente interrelacionados entrxe si: dopamina, acetilco-
lina y sustancia P (Mora y Ferrer, 1986). Por el contra-
rio, otros neurotransmiscres presentes en la CPM como la
noradrenalina, la serotonina o la colecistokinina no par
ticipan en la SS de este &rea cortical (Ramirez et al.,

1983; Ferrer et al., 1988).

Recientemente, el capitulo de'los amino8cidos
neurotransmisores, particularmente los amino&cidos acidi
cos, ha adquirido gran relevancia. Asi, se ha demostrado
que la corteza prefrontal medial es un &rea rica en ter-
minales glutamérgicas (Fonnum, 1984; Esclapez et al., --
1987) y se ha sugerido la existencia de vias prefronto--
corticales mediadas por aminoicidos acidicos (Fonnum et
al., 198la; Fonnum, 1984; Peinado y Mora, 1986). Adem&s,
se ha mostrado que la corteza prefrontal es una de las ~
dreas corticales con mayor densidad de receptores gluta-
mérgicos NMDA {(Cotman et al., 19287).

Es interesante destacar, la coexistencia de re
ceptores glutamérgicos, dopamina, acetilcolina y sustan=~

cia P (neurotransmiscores involucradeos en la S5 de la CPM)
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en las capas corticales procfundas (Emson, 1978; Tassin
et al., 1978; Sakanaka et al., 1983; Cotman et al., ---
1987). Asi como la implicacién de los receptores gluta-

" mérgicos en aprendizajé, memoria y conducta {(Koek et al.,
1986; Morris et al., 1986; Cotman e Iversen, 1987).

Todos estos datos sugieren la posibilidad de -
que los aminodcidos acidicos pudieran jugar un papel en
la SS de la corteza prefrontal medial. El objeto de la -
presente Tesis fué confirmar o descartar esta hipbtesis
empleando tanto técnicas neurofarmacolbgicas (microinyec
¢idn intraventricular e intracortical de antagonistas de
los receptores de los aminocdcidos acidicos) como neuro--
guimicas (perfusifén intracerebral "in vivo""push-pull" y
HPLC). Por ello, la discusién de los experimentos reali-

zados ha sido dividida en dos blogques:

1.~ Sobre los experimentos neurofarmacolbgicos,

2.- Sobre los experimentos neuroquimicos.
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1.- SOBRE LOS EXPERIMENTOS NEURCFARMACOLOGICOS.

1.1.- SOBRE EL DISENO EXPERIMENTAL.

En los estudios neurofarmacoldgices sobre la
autoestimulacidn, la administracidn de los farmacos pue
de realizarse a varios niveles. Asi, para demostrar la
participacién.de un determinado neurotransmisor en la -
SS de la CPM se han empleado inyecciones subcuténeas --
{Mcra et al., 1980b; Vives y Mora, '1986), intraperitonea
les (Ferrer et al., 1983; Sabater et al., 1989), intra-
ventriculares (Shaw et al., 1984; Ferrer et al., 1988}
e intracorticales (Ferrer et al., 1983; Shaw et al., --
1984; Ferrer et al., 198B; Sabater et al., 1989). En la
presente Tesis Doctoral, la administracibn de los anta-
gonistas glutamérgicos se realizb a dos niveles: intra-
ventricular e intracortical, ya que la mayoria de los -
antagonistas glutam&rgicos atraviesan con dificultad la
barrera hematoencef&lica (Kocek et al., 1986; Cotman e -
Iversen, 1987; Kemp et -al., 1987).

En las inyecciones intraventriculares la dro-
ga difunde por los ventriculos laterales actuando sobre
muchas estructuras cerebrales. Por ello, las modifica—-
ciones observadas sobre la SS de la CPM tras las inyec-—
ciones I.V., pueden ser debidas tanto a los efectos de
la droga sobre la corteza prefrontal (efecto directo) -
como al efecto primario sobre otras &reas cerebrales --
gue, a su vez, estén relacionadas con la 5SS de la corte
za prefrontal como por ejemplo el drea ventrotegmental
(efecto indirecto) (Shaw et al., 198B4; Perrer et al., -

1988). En este sentido, las inyecciones I.V. suponen --
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una primera aproximacidn experimental al estudio de los
efectos de los antagonistas glutamérgicos sobre la S§,

ya que permiten discernir si los f&rmacos modifican o -
no la SS de la CPM ( independientemente de que los efec

tos sean directos o indirectos).

Para dilucidar si los efectos obtenidos sobre
la SS son directos, se realizan inyecciones intracorti-
cales directamente en el punto de autoestimulacibn en -
la corteza prefrontal. Si tras'la inyeccifn intracorti-
cal se cobserva un descenso de la S5 el efecto serd di--
recto sobre la CPM. Este es el caso_de los antagonistas
dopaminérgicos Dl (Ferrer et al., 1983; Sabater et al.,
1989) o de la sustancia P ( Ferrer et al., 1988). Por -
el contrario, si tras la inyeccibn intracortical no se
observan alteracicnes de la SS mientras que la adminis-
tracién I.V. si produce efectos, estos efectos pueden =~
ser indirectos, como ya hemos apuntado, debido a la ac-
tuacién de la droga sobre otras &reas cerebrales como -
sugirieron inicialmente Shaw wt al., (1984) para los --

péptidos opi&ceos.

Los antagonistas glutamérgicos poséen una —---
acecibn anticenvulsivante y son relajantes musculares --
{Croucher et al., 1982; Turski et al., 1985; Koek et --
al., 1986), Por ello, para dilucidar si los efectos ob-
tenidos son debidos a la actuacibn de los fé&rmacos so--
bre los sustratos neuroquimicos de la SS (especificos)
o debidos a una alteracién motora (sedacidn, incoordina
cién, etc.. ) que le impida al animal autoestimularse,
se utilizd un control motor (Ferrer et al., 1983; Shaw
et al., 1984; Ferrer et al., 1988).

En las iInyecciones intraventriculares, el con

trecl empleado fué la actividad motora espontdnea (AMS)
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{Shaw et al., 1984; Ferrer et al., 1988). Este control
motor ha sido muy empleado tanto en la inyecciones in--
traventriculares como tras la administracidn intréperi-
toneal o subcuténea (Mora et al., 1980b; Ferrer et al.,
1983; Ramirez et al., 1983; Vives y Mora, 1886). Si tras
la administracidn I1.V. de una sustancia se observa un -
descenso de la SS que no se acompana de modificaciones
de la actividad motora espont@nea, este descenso puede
interpretarse como especifico sobre los substratos neu-
roquimicos de la SS. Esto ocurre por ejemplo, tras la -
administracidén I.V. de sustancia P (Ferrer et al., 1988},
Por el contrario, si se obtiene un descenso de ambos pa
rdmetros (SS y AMS)} no es posible discernir si el efec-
to es especifico sobre la SS o debido a una incapacidad

motora que le impide al animal autoestimularse,

En las inyecciones intracorticales, se empled
como control motor la SS en la corteza contralateral a
la inyeccidn (Ferrer et al., 1983; Ferrer et al., 1988;
Sabater et al., 1989). Este control es mids especifico -
que la actividad motora espontinea ya que requiere que
el animal realice una actividad motora similar a la que
realiza durante la 8S de la corteza prefrontal inyecta-
da (ipsilateral). Si tras la administracidén de agonis--
tas o antagonistas desciende la tasa de SS en la corte-
za ipsilateral pero no se modifica en la corteza contra
lateral, el efecto serd especifico sobre la SS y no de-
bido a posibles efectos motores de los farmacos. Esta -
disociacidn de los efectos ipsi-contralaterales ha sido
observada tras la administracidn intracortical de anta-
gonistas dopaminérgicos Dl (Ferrer et al., 1983; Saba--
ter et al., 1989) o de sustancia P (Ferrer et al., 1988).
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1.2.- SCBRE LOS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTO-
" RES GLUTAMERGICOS,

La mayoria de los experimentos farmacolbgicos
que muestran la participacidn de un determinado neuro--
transmisor en la SS de la CPM incluyen la inyeccidn de
f&rmacos agonistas y antagonistas (Mora et al., 1976a;:
Mora, 1978; Phillips et al., 1979; Mora et al., 1980b:
Ferrer et al., 1983; Shaw et al., 1984; Vives y Mora, -
1986). En esta Tesis Doctoral, sin embargo, debido a la
neurotoxicidad de los agonistas ‘glutamérgicos se han
empleado exclusivamente farmacos antagonistas (ver a -~

continuacidn).

Actualmente, es bien conocida la neurotoxici-
dad de los agonistas glutamérgicos (Olney, 1978; Coyle,
1982; Rothman y Olney, 1987; Frandsen et al., 1989). El
mecanismoc exacto gque proveca la muerte neurcnal es des-
conocido y puede incluir varios procesos. Asi, puede --
participar una prolongada desgpolarizaci®n neuronal con
la entrada de Cl1 vy H,0 en el interior celular (dafio os
mdtico), la entrada de ca™ en 1a célula fundamentalmen
te.a través de receptores NMDA (daho calcio-relacionado)
Yy, posiblemente, la participacidén de segundos mensaje--
ros {(Rothman y Olney, 1987).

El efecto neurotdxico de los agonistas gluta-
mérgicos sobre las neuronas de la corteza prefrontal me
dial ha sido observado por Ferrer et al. {1985} y Nassif
et al., (1985), tras la inyeccidn de 8cido kafnico e ibo
ténico respectivamente. En ambos estudios se observd --
una clara pignosis de las neuronaé de la CPM y una inva

sidn glial del espacio intercelular.



-187-

Dado que el efecto neurotdxico de los agonis-
tas glutamérgicos se produce tanto scbre neuronas gluta
mérgicas como no-glutamérgicas, con la administracibén -
de agonistas es imposible discernir la naturaleza quimi
ca de las neurcnas involucradas en la SS. Por ello, se
emplearcn exclusivamente fé&rmacos antagonistas que ac--
tuasen scbre uno o varios de los receptores glutamérgi-
cos presentes en la CPM (NMDA, kainico o guisqudlico) -
(Cotman et al., 1987).

Actualmente, se conocen gran variedad de anta
gonistas frente a los receptores glutamérgicos. Ademis,
existen firmacos capaces de actuar-frente a los tres ti
pos clésicos de receptores (NMDA, KA y QA) mientras
que otros son selectivos frente a un sclo tipeo de recep
tor. Asi, el cis,2,3-piperidinadicarboxilato, el dietil
ester del &cido L-glutdmico (GDEE) y la ¥-D-glutamilgli
cina (DGG) actfian frente a los tres tipos de receptores
(Davies et al.,.1981; McGeer y McGeer, 1981; Foster vy -
Fagg, 1984; Watkins y Olverman, 1987) afin cuando el GDEE
actlia de forma preferente sobre los receptores QA (Wat-
kins, 1981; Watkins y Olverman, 1987) y la DGG sobre --
los receptores NMDA y KA (Foster y Fagg, 1984; watkins
y Olverman, 1987). En esta Tesis Doctoral hemos emplea-
do como antagonista total la ¥-D-glutamilglicina debido
a que es uno de los antagonistas mis ampliamente utili-
zados y debido a su actuacibn frente a los tres tipos -
de receptores pero fundamentalmente frente a NMDA (Wat-

kins y Olverman, 1987).

Los antagonistas especificos de los recepto--
res NMDA han sido ampliamente estudiados en los filtimos
afios (Cotman e Iversen, 1987; Kemp et al., 1987). Ast,

se ha descrito que sobre los receptores NMDA actfian gran
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cantidad de sustancias existiendo tanto antagonistas --
competitivos como no—cdmpetitivos. Entre los antagonis-
tas comﬁetitivos se encuentra el f~-&~diaminopimelatoc, -
D-{-aminoadipato, 2-amino-5-fosfonovalerato (2-AP5), 2-
amino-7-fosfonoheptancato (2—AP7),/B-aspartilaminometil
fosfonato (Asp-AMP) y 3(2-carboxipiperacina-4-il)propil
-l-fosfonato (CPP) (Cotman e Iversen, 1987; Watkins y ol
verman, 1987). Los antagonistas NMDA més potentes y se-
lectivos poseen una configuracibn dextrdgira (D) en su
terminal amino v un grupo P03H2 en su terminal no amino
(Watkins y Olverman, 1987).

Dentro de los antagonistas no competitivos se
encuentran: anestésicos como la fenilciclidina (PCP) o
la ketamina, sigma cpifceos como la N-alilnoemetazocina
(SKF10047) o la ciclazocina, derivados de la morfina co
mo el dextrorfén, y otros-compuestos entre los que se -
encuentra el etoxadrol, dexoxadrol y la dibenzociclohep
teneimina (MK-801) (Kemp et al., 1987). Algunos cationes
divalentes como Mg++, Co++, Mn++ Yy Nif+ también actfian
blbquenado los receptores NMDA tWatkins, 1981; Ascher y

Novak, 1987).

El D,L,2-AP5 ha sido uno de los mds ampliamen
te utilizados (Watkins y Olverman, 1987) y al poseer un
grupo PO;H, en su terminal no-amino es uno de los anta-
gonistas NMDA méis potentes y selectivos. Adem&s, se han
estudiado sus efectos sobre aprendizaje y conducta en -
relacidn a otras &reas cerebrales como el hipocampo =---
{Morris et al., 1986). Estas razones, entre otras, moti
varon su empleo como antagonista especifice frente a --

los receptores NMDA en nuestro estudio.

Los antagonistas de los receptores de KA y QA
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50N mMenos conocidos. Asi, alin cuando se sabe que el ---
pCBPzDA, el «-D-glutamilaminometilsulfonato (GAMS)} y -
la ¥~D-glutamiltaurina (Glu-tau) act@ian fundamentalmen-
te frente a los receptores de KA y QA también actfian, -
en menor medida, frente a los receptores NMDA (Fagg, --
1985; Cotman e Iversen, 1987; Watkins y Olverman, 1987)
Ademids, no se conocen antagonistas selectivos gue permi
tan distinguir entre si ambos tipos de receptores (cot-
man e Iversen, 1987). E1l antagonista empleado en estos

experimentos ha sido la f;D~glutamiltaurina. Reciente--
mente, se ha sugerido que la 6,7-dinitro-quinixalina-2,
3-diona (DNQX) posee una accidn potente y selectiva ---
frente a los receptores no-NMDA (Honoré et al., 1988).
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1.3.~ SOBRE LOS RECEPTORES NMDA, KAINICO Y QUISQUALICO

Y LA AUTCESTIMULACION EN LA CORTEZA PREFRONTAL -
MEDIAL,

La administraci®n INTRAVENTRICULAR de DGG (an-
tagonista frente a los tres tipos de receptores} y de 2-
AP5 (antagonista especifico frente a los receptores NMDA)
produce un descenso dosis-relacionado de la SS en la cor

teza prefrontal medial (ver grdficas 5 y 9 ).

Las dosis {0.625-10 ug/ul) y el volumen adminis
trado (5 ul de disolucién en cada ventriculo) se encuen--
tran dentro del rango empleado en la literatura (Croucher
et al., 1982; Sinmon et al., 1984; Shaw et al., 1984; Turs
ki et al., 1985; Koek et al., 1986; Morris et al., 1986;
Ferrer et al., 1988; Muller et al., 1988). La intensidad
y frecuencia de estimulaci8n coinciden con las empleadas
por otros autores (Ferrer et al., 1983; Ramirez et al., -
1983; Shaw et al., 1984; Vives vy Mora, 1986; Ferrer et al.,
1988; Cobo et al., 1989).

La correcta canulacitn de leos ventriculos late-
rales se comprobd en dos fases del desarrollo experimen-—-
tal (ver apartado 3.3.1. del Material y Métodos). En pri-
mer lugar, previamente a la inyeccién de los antagonistas
mediante la administracifn I.V. de angiotensina II (Eps--
tein et al., 1970). ¥, en segundo lugar, al finalizar 1la
experimentacibn mediante la administracifén I.V. de 1 ul -
de tinta china y la verificacidn histolbgica de la impreg
nacién del sistema ventricular (Shaw et al., 1984; Ferrer
et al., 1988},

Similares microinyecciones intraventriculares -

de DGG y 2-AP5, no produjercn modificaciones significati-
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vas de la actividad motora esponténea. No obstante, tras
la administracién de ambos fdrmacos se observ®é una cier
ta incoordinacién motora en los animales que se refleja
en un aumento no significativo de la AMS a dosis bajas

y un descenso a las dosis mis altas empleadas (ver gri-

ficas 6 vy 10 ).

En base a estos resultados, no se puede con--
cluir que el descenso de la S5 observado tras la admi--
nistracién I.V. de DGG y 2-AP5 sea especifico y no debi
do a la incoordinaci®n motora observada en los animales.
Para dilucidar la especificidad de los efectos, se rea-
lizaron inyecciones intracorticales directamente en el

punto de autoestimulacifn en la corteza prefrontal.

La administracifn INTRACORTICAL tantco de DGG
como de 2-AP5 produjo un descenso dosis-relacionado de
la SS en la corteza prefrontal ipsilateral (ver grdfi--
cas 7 Vv 11 ). .mientras gque la SS en la corteza contrala
teral no se afectd (ver gr&ficas 8 y 12 ). Estos datos
sugieren que el descenso de la SS es especifico ya que
el animal es capaz de autoestimularse en la corteza con
tralateral no invectada. Adem&s, dicho descenso no es -
debido al solvente puesto que, como puede observarse en
las grificas, la administracifn del solvente no produce

efectos scobre la SS.

Las dosis empleadas (2.5-40 ug/ul) se encuen-
tran dentro del rango de dosis empleadas en la literatu
ra (Coucher et al., 1982; Simon et al., 1984; Turski et
al., 1985; Koek et al., 1986). El volumen de microinyec
¢ién (1 ul) entra, igualmente, dentro del rango emplea-
do por otros autores para las inyecciones intracortica-
les (Ferrer et al., 1983; Shaw et al., 1984; Ferrer et
~al., 1988; Sabater et al., 1989). El rangc de difusién
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de dicho volumen ha sido estimado en alrededor.de 1 mm -
(Myers, 1972). Dado que la distancia existente entre ca-
nula inyectora y electrodo de estimulaciln es de 0.7-1 -
mm en el planc dorsocaudal y 0.7 mm en el plano antero--
posterior, es presumible que la difusidn de la droga se

realize alrededor del electrodo de estimulacidn.

Una vez realizada la microinyeccifn, se esperan
dos minutos antes de retirar la cénula inyectbra con ob-
jeto de favorecer la correcta difusién de los f&rmacos y
evitar el reflujo a través de la cénula guia (m&todo mo-

dificado de Bunney y Grace, 1978). _

La correcta localizacibn de cénulas y electro-
dos fué verificada histol8gicamente al terminar la expe-
rimentacibn. Las c&nulas se localizaron en los planos ex
tereotdxicos A 11460 y A 11050 u mientras que los electro
dos de estimulacifn se situaron entre los planos A 11050
vy A 10050 u {(atlas de K8ning y Klippel, 1967).

Dado que el 2-AP5 es un antagonista selectivo
frente a los receptores NMDA (Cotman e Iversen, 1987) y
la DGG, alin cuando es un antagonista frente a los tres -
tipos de receptores, actfia preferentemente frente a los
receptores NMDA (Watkins y Olverman,‘1987), los descen—--
sos de la SS obtenidos tras la administracién I.V e I.C.
de ambos f&rmacos sugieren la participacibén de los recep
tores NMDA en los substratos neurdquimicos de la S5 en -

la corteza prefrontal medial de la rata.

Por el contrario, los receptores KA-QA no pare
cen estar invelucrados en la SS de dicha drea cortical.
Efectivamente, afin cuando la administracifn INTRAVENTRI-
CULAR de Glu-tau produce un descenso dosis-relacionado -

de la SS en la CPM, este descensc se acompana de modifi-
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cacicnes significativas de la actividad motora espontd-.
nea de los animales (ver gré&ficas 13 y 14 ), lo que su-
giere que los efectos obtenidos sobre la 55 son inespe-

cificos.

La microinyeccifn INTRACORTICAL de Glau-tau -
no produce efectos sobre la S5 de dicha drea cortical -
(ver grédfica 15 ). Las dosis empleadas estén dentro del
rango de dosis utilizado en la literatura para los anta
gonistas glutamérgicos (Simon et al., 1984; Koek et al.,
1986). Ademds, dosis inferiores administradas intraven-
tricularmente si producen efectos, como hemos indicado
con anterioridad, tanto sobre la SS como sobre la AMS.

Estos datos sugieren gue los receptores de --
kainico y quisqualico no est8n involucrados en los subs
tratos neuroquimices de la S5 en la CPM de la rata. Por
tanto, la participacibn de leos aminodcidos acidicos en
la SS de este &drea cortical parece estar mediada selec-
tivamente por los receptores NMDA afin cuando los tres -
tipos de receptores han sido localizados en la corteza
prefrontal (Cotman et al., 1987},
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2.=- S0OBRE LOS5 EXPERIMENTCS NEUROQUIMICOS,

2,1.- SOBRE LA TECNICA DE PERFUSION "IN VIVO""PUSH-PULL"

Para cuantificar las concentraciones extracelu
lares de neurctransmisores "in vivo" pueden emplearse --
tanto técnicas "in situ" capaces de detectar y medir los
compuestos quimicos directamente en el espacic intersti-
cial (voltametrfa) como técnicas "ex situ" o de perfusidn
intracerebral gue permiten recoger _sustancias del espacioc
intersticial y analizarlas posteriormente en el exterior
del cerebro (Benveniste, 1989). Entre estas {ltimas té&c-
nicas se encuentran el "cup" cortical descrito por McIn-
tosh y Oborin (1953), la perfusién "push-pull" (Gaddum,
1961) y la @idlisis (Bito et al., 1966; Delgado et al.,
1972), Tanto la voltametria como las té&cnicas de perfu--
sifn intracerebral poseen la ventaja, frente a las técni
cas "in vitro" de poder realizarse en el animal despier-
to y actuante. Por tanto, permiten conocer los niveles -
de neurotransmisores en tejido cerebral en condicicnes fi
siol6gicas (Abdul-Ghani et al., 1981; Benveniste, 1989).
Dado que nuestro interés era conocer el perfil de los --
aminoicidos acidicos durante la autoestimulacifn, era ne
cesario el empleo de una técnica "in vivo" con el animal

despierto.

La voltametria permite cuantificar los niveles
extracelulares de neurotransmisores a través de un micro
electrodo (8-300 um) introducido estereot&xicamente en -
el &rea objeto de estudio (Adams y Marsden, 1982; Mars--
den et al., 1984). Esta técnica seria ideal para cuanti=-

ficar los niveles de NT dado que no sb6lo se puede reali-
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zar "in situ" sino que posee un tiempo de resolucifn muy,
corto {1 min. aproximadamente) (Benveniste, 1989). Sin -
embargo, este método sblo permite detectar NT oxidables
como las como las catecolaminas y las indolaminas (Adams
y Marsden, 1982). Otro problema sobreafadido es su fal-
ta de selectividad ya que las aminas y sus metabolitos
poseen potenciales de oxidacién similares (Kissinger et
al., 1973; Benveniste, 1989). Este problema se ha inten
tado solucionar utilizando electrodos mis sensibles y -
mediante el anflisis inform&tico de los resultados (O
Neil y Fillen, 1986).

Las té&cnicas "ex situ”, ﬁbr el contrario, per
miten detectar todas las sustancias presentes en el es-
pacio intersticial, incluyendo aminas, péptidos y amino
Scidos (Besson et al., 1986; Cheramy et ai., 1986; Ler-
ma et al., 1986; Mora et al., 1986; Ramirez et al., =~--
1986; Sharp et al., 1986). Para ello, sblo es necesario
utilizar las técnicas de andlisis adecuadas, ya que el
andlisis de los NT se realiza en el exterior del cere--
bro. Por esta razfn, las.t&cnicas "ex situ" o de perfu-
sibn intracerebral cada dia son mds utilizadas (Benve--—
niste et al., 1989).

Dentro de ellas, el "cup" es el mencs emplea-
do puesto gue s8lo permite la perfusidn de estructuras
superficiales como la corteza cerebral (Moroni y Pepeu,
1984; Bradford et al., 1986; Benveniste, 1989). En la -
presente Tesis Doctoral, el andlisis de los aminocdcidos
se realizd a nivel cortical., No obstante, la corteza --
prefrontal medial (&rea prelimbica de Krettek y Price,
1977a) se localiza en profundidad (entre 1 mm y 3 mm --
por debajo de la duramadre). Por ello, el "cup” no es -

la técnica adecuada para medir los niveles de aminodci- -



-196-

dos en nuestro estudio.

La té&cnica de perfusién "push-pull" y la dig-
lisis permiten acceder a todas las regiones cerebrales
puesto gue la clnula de perfusién, a diferencia del -
"cup", penetra en el interior del tejido (Benveniste, -
1989). B&sicamente, ambos sistemas de perfusidn son si-
milares, existiendo tanto sistemas concéntricos como --
"side-by-side” (Gaddum, 1961; Delgado, 1962; Tossman y
Ungnrstedt, 1986; Sandberg et al., 1986). La finica dife
rencia existente entre ambos sistemas es gue la c&nula
de didlisis posee una membrana dialitica en su extremo
(Delgado et al., 1984; Benveniste,‘1989). Esta membrana
evita el contacto directo entre el liquido perfundido y
el tejido cerebral impidiendo el paso de sustancias de
elevade peso molecular (Delgado et al., 1984; Justice y
Neil, 1986; Benveniste, 188%), El peso molecular limite
depende del tamano de poro de la membrana de didlisis -
(Benveniste, 1989). Asi, para el dialitrcdo de Tossman
y Ungerstedt (13%86) es de 20.000 mientras que para el -
dialitrodo de Sandberg et al. (1986) es de 3.000.

La gran ventaja de la di&lisis radica, preci-
samente, en limitar el paso de sustancias de elevado pe
so molecular entre las cuales se encuentran tanto pro--
teinas como enzimas. De esta forma, evita la degradacibn
de los NT por los enzimas y mejora el an&lisis no sien-
do necesaria la desproteinizacidn previa de las muestras
como en el caso de la perfusién "push-pull" (Delgado et
al., 1984; Justice y Neil, 1886; Benveniste, 1989).

No obstante, la membrana de didlisis enlentece
la incorporacidn de las sustancias presentes en el espa
cio extracelular al liguido de perfusidn (Justice y Neil,
1986} . Por tanto, la concentracidn de NT recogida en un
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tiempo determinado es menor necesitandose métodos de --—
anflisis mAs sensibles o un mayor tiempo de recogida pa
ra cada muestra (aumento de ios intervalos de muestreo)
(Zetterstron et al., 1983; Justice y Neil, 1%86). Ade--
més, los coeficientes de difusibn varifan dependiendo --
del peso molecular de las sustancias e, incluso, sustan
cias con similares coeficientes de difusibén pueden di--
fundir en diferente medida dependiendo de sus interac--
ciones con la membrana de diflisis (Ungerstedt, 1984).
Asf, los metabolitos &cidos se recogen en mayor propor-
cidn que los aminos aunque posean similares coeficien--
tes de difusibn. Por @iltimo, la cantidad de material re
cogido del liquido extracelular depende del &rea de la
membrana de diflisis, siendo mayor cuanto mayor sea el
drea de dicha membrana (Hamberger et ai., 1983; Ungers-
tedt, 1984) y de la temperatura aumentando el coeficien
te de difusibn de 1-2% por °C (Bard y Faulkner, 1980; -
Wages et al., 1986).

El sistema empleado en esta Tesis (perfusién.
"push-pull”) presenta estos inconvenientes en menor me-
dida ya que existe un contacto directo entre el lfiguido
de perfusibdn y el espacio interticial (Myers, 1986). No
obstante, presenta otros problemas como la produccidn -

de una mayor disrrupcidn meclnica en el tejido cerebral

debido:

a.- El1 tamefic de la cfnula de perfusidn "push-pull"
(1 mm aprox.) es mayor que el de la c&nula de diflisis
{< 0.6 mm) (Bemveniste, 1989). Sin embargo, en ambos ca-
sos se mantiene intacta la barrera hematcencef&lica ~--
transcurrides 10 min. tras la colocacidn de la cdnula -
de perfusidn (Yaksh y Yamamura, 1974; Benveniste et al.,
1984).
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b.- E1 flujo de perfusibn es mis elevado gque el -~
empleado en la didlisis (20 ul/min) (Myers, 1986; Benve-
niste, 19%89). Sin embarge, la diflisis también produce
cierta disrrupcibn meclnica afin cuando el flujo de per-
fusidn es menor (2 ul/min) ya que no es infrecuente la
obstruccidtn de la membrana por plegamiente (Tossman et
al., 1987).

Con objeto de disminuir el dano tisular al mi

nimc se tomarcn las siguientes precauciones:

- Bl flujo de perfusidn utilizado fué de 16 ul/min.
= Se emplearon c&nulas concéntricas gue se obturan
con mids dificultad (Myers, 1986).

- Las muestras cuyo volumen fué inferior al 3-10%
del volumen infundido fueron descartadas (Yaskh y Yama-
mura, 1974; Delgado et al., 1984).

- La distancia existente entre la c&nula "push" y
la c&nula "pull” fué de 0.3-0.4 mm ya gue con esta dis-
tancia se produce un menor dafio tisular vy la eficacia -
del transporte de sustancias desde el tejido estd cerca
na al "plateau" para el flujo de perfusidn empleado ( -
Yaksh y Yamamura, 1974),.

- El liquido de perfusidn empleado fu& solucibn sa
lina isotbnica (Myers, 1972) va que estd demostrado gue
las soluciones isctdnicas producen un menor dano tisular
que las hiper o hipoténicas (Yaskh y Yamamura, 1974). -

Bado gue tanto con las técnicas de perfusibn
"push-pull” como con las técnicas de didlisis se produ-
ce un cierto dano tisular {Delgadc et al., 1984), habria
que cuestionarse el origen intra o extracelular de las
sustancias incerporadas al perfundido. Con este fin, se
han cuantificado enzimas intracelulares en los perfundi

dos (LDH)G AMP_ - (Greenfield et al., 1983; Korf, 1986).
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Otra manera de asegurarse la integridad de las sinapsis
es la perfusibn de precursores radioactivos del NT obje
to de estudic y la posterior cuantificacién del NT en -
los perfundidos {Besson et al., 1986; Cheramy et al., -
1986; Hery et al., 1986; Martin, 1986; Mora et al., ---
1986). Por Gltimo, algunos autores han incorporado al -
l1iguido de perfusi®n sustancias gue aumentan la libera-
cibdn de NT como altas concentraciones de K+ (25~-100 mM) .,
Asi, se ha obtenido un aumento de la liberacidn de ami-
nodcidos neurotransmisores tanto empleando "push-pull"
Ccomo diélisis, 1o gue sugiere la integridad funcicnal -
de las neuronas en el lugar de perfusidn (Lee y Myers,
1986; Myers, 19Bé6; Girault et al., 1986; Tossman et al.,
1986a}.

Independientemente de la aproximacifn experi-
mental utilizada, es conveniente no recoger muestras pa
ra anflisis hasta obtener unos niveles basales de NT es
tables (Justice et al., 1983; Sandberg et al., 1986; --
Young y Bradford, 1986; Benveniste, 1989)., En nuestro -
estudio se_obtuvieron niveles basales estables de amino
dcidos transcurridos 20 minutos desde el inicio de la -
primera perfusibn. Las muestras obtenidas durante ese -

tiempo (2 perfundidos) se descartaron.

Trascurridos tres dias desde la introduccidn
de la c&nula se produce un hipertrofia de astrocitos y
células inflamatorias con la consiquiente alteracidn de
los niveles de NT liberados y de la difusidn de &stos -
desde el tejido hasta la cé&nula de perfusidn (Keorf y Ve
nema, 1985; Benveniste y Diemer, 1987; Benveniste, 1989).
Por ello, no es conveniente realizar perfusiones crdni-
cas durante m&s de tres dias consecutivos, tal y como -

se realizd en los experimentos presentados en esta Tesis,
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Ademés, para disminuir la reaccidn celular debida a la
implantacibn crdnica de la cénula, ésta fué introducida
en la corteza prefrontal durante cada sesidn de perfu--

sién pero, terminada la sesifn, fué retirada hasta el -
dia siguiente.



201~

2.2.~ SORRE EL METODO DE ANALISIS DE AMINOACIDOS (HPLC).

La metodologia empleada en el andlisis de ami
nodcidos ha ido variando a lo largo de los filtimos 20 -
afios, incluyendose entre los métodos mas utilizados la
electroforesis y la cromatografia (Headhcote y Davies,
1971; Moller, 1975; Wolfensberger et al., 1982; Venema
et al., 1983). Dentro de los métodos cromatogréaficos, en
un principio se utilizaron métodos cualitativeos como la
cromatograffia en papel o la cromatografia en capa fina
{(Nieto, 1989). Posteriormente, se desarrollaron m&todos
cuantitativos entre los que se encuentran la cromatogra
ffa de intercambio ibnicc (Dodd y Bradford, 1974; Moller,
1975), la cromatografia de gases (Husek y Macek, 1975;
Wolfensberger, 1979) vy la cromatografia liquida (Lin---
droth y Mopper, 1979; Venema et al., 1983; Korf y Vene-
ma, 1985; Smith y Panico, 1985).

Actualmente, el procedimiento mas empleado en
el anilisis de amino&cidos es la cromatografia liquida
de alta presién (HPLC) debido a su gran sensibilidad (-
rango de femtomoles) unida a una elevada capacidad de -
resolucidn y una gran versatilidad (Lindroth y Mopper,
1979; Venema et al., 1983; Zieke, 1985; Peinadoc et al.,
1986; Ogden y Foldi, 1986). Ademfs, permite un reducido
tiempo de anélisis (10-15 min.), pequenos volumenes de
muestra, métodos simples de derivacidn y pdsee un coste
mencor gue otros métodos cromatograficos (Venema et al.,
1983; Zieke, 1985; Peinado et al., 1986; Ogden y Foldi,
1986). Otra de sus ventajas radica en la posibilidad de
separar los amino8cidos acidicos de sus respectivas ami
das (asparragina y glutamina) {(Wolfensberger, 19%79; Hu--
seck, 1982).
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La cromatografia de intercambio iSnico también
ha sido ampliamente utilizada en el anflisis de aminoéci
dos pero reguiere mayor cantidad de muestra, necesita un
mayor tiempo de andlisis y posee una menor sensibilidad
(Delgado et al., 1984; Ogden y F81di, 1986). La sensibi-
lidad se ha conseguido aumentar mediante la realizacidn
de una derivacibn post-columna con OPA y la utilizacidn
de detectores de fluorescencia (Ferraro y Hare, 1984). -
No obstante, el mantenimiento de un autoanalizador es —-
més costoso y complicado ya que requiere una continua --
preparacidén de soluciones y reactivos (Blau, 1981; Joseph
y Davies, 1983}.

El andlisis de aminoécidog-por cromatografia -
gas-liquido sblo puede realizarse tras la conversidn de
éstos en derivados vol&tiles y estables (Blau, 1981). El
proceso de derivacidn es complejo y léborioso {Huseck, -
1982) . Ademds, algunos tratamientos de derivacidbn (forma
. cidén de N-heptafluorobutirico derivados o trimetil-silil
esteres) convierten al &cido aspdrtico y glutémico en as
parragina y glutamina respectivamente (Wolfensberger, --
1979). Como consecuencia, no es posible cuantificar los
niveles de aminocidcidos acidicos independientemente de --
sus amidas. Este problema se consiguié solucionar median
te el emplec de métodos de derivacidn més suaves gue no
requieren altas temperaturas, no obstante, el proceso de

derivacidn continfia siendeo laborioso (Huseck, 1982).

En el presente estudio el mé&todo de andlisis -
empleado ha sido HPLC tanto por la disponibilidad del ma
terial apropiado en nuestro laboratorio como por sus miil
tiples ventajas entre las que cabe destacar su sensibili
dad y un reducido tiempo de an&lisis (Zielke, 1985; Pei-
nado et al., 1986; OQgden y Foldi, 1986).
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2.2,1.- SOBRE LA DERIVACION Y DETECCION DE LOS AMINQACI-
" DOS,

Para la deteccidn de los amino8cidos es necesa
ria una derivacibn previa., Esta derivacifn puede reali--
zarse mediante diferentes mé&todos entre los cuales se en
cuentra la fromacidn de PICT-derivados (feniltioisociana
to) (Heinrikson y Meredith, 1983), FOMC-derivados (cloru-
ro de 9,fluorometiloxicarboxilo) (Einarson, 1985) y OPA--
derivados (o-ftalaldehido) (Allison et al., 1984).

La formacién de PICT-derivados requiere un pro
ceso largo con varios pasos de secado al vacio y la adi-
cidn de reactivos en varios momentos del proceso. Ademis,
es menos sensible que el OPA y FMOC (Ogden y Foldi, 1986).

La gran ventaja de los FMOC-derivados es su --
gran estabilidad (superior a las 30 horas)(Ogden y Foldi,
1986). Sin embargo, el espectro de fluorescencia del reac
tivo estd muy cercano al de los derivados. Como consecuen
cia, aparecen en los cromatogramas amplios picos gue in-
terfieren con los picos de los aminodcidos (Ogden y Fol-
di, 1986). Este inconveniente puede evitarse eliminando
el exceso de FMOC y de sus productos de hidrdlisis antes
de introducirlos en la columna, lo que impide su empleoc

post-columna (Qgden y Foldi, 1986).

Los OPA-~derivados reguieren un tiempo de reac-
cidn corto (f&cil obtencibn) y poseen una elevada fluores
cencia (Lindroth y Mopper, 1979; Venema et al., 1983). -
Por ello, es un método muy sensible para el anilisis de
aminodcidos acoplado a un detector de fluorescencia (Korf
y Venema, 1985; Smith y Panico, 1985) o electroguimico -
(Joseph y Davies, 1983; Allison et al., 1984; Peinado et
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al., 1986). El detector alectroguimico, sin embargo, es

muy sensible a los cambios en la composicidn de la fase

mévil (Allison et al., 1984; Peinado et al., 1986). Como
consecuencia; ha sido empleado fundamentalmente en pro--
gramas isocr&ticos siendo complicado su empleoc con pro-—-
gramas de gradientes ya gue se altera la linea base. Los
CPA~derivados también pueden ser detectados mediante de-
tector ultraviodleta pero su sensibilidad es menor (rango

de picomcles) (Ogden y Foldi, 1986).

En el presente estudio, el método de derivacidn
elegido fué& la obtenci®n de OPA-derivados y el detector
utilizadeo fué de fluorescencia tanté-pcr su sensibilidad
como por la posibilidad de emplear un programa de gradien

tes sin alterar la linea base.

La reaccidn del OPA (o-~ftalaldehido) con los -
aminodcidos se realiza a un pH alcalino (9.5) y necesita
un tiol como molécula auxiliar dando lﬁgar a un producto
fluorescente e inestable (Lindroth y Mopper, 1979%; Alli-
son et al., 1984; Cooper et al., 1984}). Dependiendc del
tiol empleado varia tanto la fluorescencia como la esta-
bilidad de los derivados (Venema et al., 1983; Allison -
et al., 1984). Asi, los compuestos formados con mercapto
etanol o mercaptopropifnico poseen una mayor fluorescen-
cia y una menor estabilidad que los formados con tertbu-
tiltiol (Allison et al., 1984; Herranz et al., 1985; Zie
ke, 1985; Ogden y Foldi, 1986). En la presente Tesis , -
la derivacidn se realizd con tertbutiltiol dada su mayor
estabilidad, ya que la sensibilidad de este método de de
rivacidn es suficiente para las cantidades de amino&cidos
presentes en perfundidos obtenidos de la corteza prefron
tal {(Peinado et al., 1986). No obstante, para que la in-

estabilidad de los derivados influyese lo menos posible
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sobre la cuantificacifn de los aminoécidos,‘entre la adi
cibn del reactivo de derivacidn y la inyeccidn de la mues
tra en el cromatdgrafo se esperd un tiempo fijo de 2 mi-
nutos (modificado de Allison et al., 1984; Peinado et --

al., 1986; Peinado y Myers, 1988).

2,2.2.- SOBRE LA COLUMNA, LA FASE MOVIL Y EL PROGRAMA DE
" GRADIENTES.

Para conseguir una adecuada resolucidn (ma&xima
separacidn y minima dispersibn) de los picos cromatogri-
ficos, se empled una columna de fase reversa ClBI de 15
cm. de longitud y 5 u de tamano de particula (Joseph'y -
Davies, 1983r-Cooper et al., 1984; Herranz et al., 1984,
1985). Otros autores han empleado columnas de idéntico -
tamanio de particula perc de mayor longitud (Venema et al.,
1983; Zielke, 1985; Girault et al., 1986; Tossman y Un--
gerstedt, 1986) o de menor longitud {(Peinado et al., ---
1986). Las columnas de mayor longitud permiten mejorar -
la separacidn pero aumentan la anchura de los picos {dis
persidn) y enlentecen el anflisis. Las columnas de menor
longitud requieren un menor tiempo de andlisis pero po--
seen una menor capacidad de separacibn. Por ello, se es-—
cogid una columna de longitud intermedia (15 cm) que per
mite una buena separacidn de los AA estudiados en un tiem
po de 15-16 min, con un flujo de 1.2 ml/min. Para aumen-—
tar la vida media de la columna, se colocd una precolum-

na C (Joseph y Davis, 1983; Venema et al., 1983).

18
La fase mbvil consistid® en una mezcla de tampdn
acetato sbdico 50 mM (pH= 5.88) y metanol en proporciones

variables dependiendo del tiempo transcurrido desde el -
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inicio del an&lisis (programa de gradientes) (Herranz et
al,, 1985). Ademés, se le anadid® un modificador organico
(alcohol isopropilico 12.5 ml/l) para separar adecuada--
mente glicina y treonina (Herranz et al.,, 1985). E1 pH -
de la fase mdvil (5.88) permite una adecuada separacibn
y deteccidn de los OPA-derivados de los amino&cidos (Coo
per et al., 1984) y se encuentra dentro de los mirgenes
tolerados por la columna (2€pH€8), Dadeo que la deriva-
cidn de las muestras requiere un pH de 9.5 (Allison et -
al., 1984; Cooper et al., 1984), previemente a su inyec-
cidn, se le anaden 5 ul de &cido acético al 5% para evi-
tar la pérdida de silice por la columna {Martin .del Rio,
comunicacidn personal). Tanto la derivacibdn de las mues~—
tras como su anflisis, se realizaron a temperatura ambien
te (23—25°C), ya que ya que la estabilidad de los OPA-de
rivados de la glicina disminuye cuando aumenta la tempe-
ratura (Cooper et al., 1984). Ademds, temperaturas por -
encima de 35°C empeoran la separacifn por la columna ( -
Cooper et al., 1984),

El programa de'gradientes utilizado es diferen
te al empleado por Herranz et al. (1985) afin cuando la -
fase mévil utilizada es idéntica, debido a gque estos au-
tores realizan la derivaci®dn con OPA-ﬁercaptopropiénico
en lugar de OPA-tertbutiltiecl. Los OPA-derivados de los
aminodcidos obtenidos cén tertbutiltiol son retenidos en
mayor medida por la columna (eluyen con m&s dificultad)
(Zieke, 1985). Por ello, con un programa idéntico de gra
dientes, los tiempos de retencidn son mis tardios (15-20
minutos de diferencia) y se obtiene una peor separacidn
de los picos cromatogri&ficos. Utilizando un flujo més al
to (1.2 ml/1) y un programa de gradientes con mayor pro-
porcidn de metanol, se consiguid una adecuada separacidn

de los picos cromatograficos (ver p&gina }. Los croma
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togramas obtenidos mostraron una morfologia similar a -
les de Peinado et al. (1986). Estos autores también em-
plearon tertbutiltiol como reactivo de derivacidn pero
en condiciones isocrfticas y con una fase mévil diferen
te (tampdn fosfato sbdico 0.1 M (pH= 7/metanol (60/40)
{v/v). La separacidn de los picos cromatogréficos fué -
mejor en nuestro estudio debido al empleo de una columna
de mayor longitud y una fase mbvil consistente en tampdn
acetato sddico con un pﬁ de 5,88, Adem&s, el empleo de
un programa de gradientes que incrementa la cantidad de
metancl a lo largo del andlisis, en lugar de un programa
isocrdtico, disminuye el tiempo de €lucidn y mejora la
morfologia de los picos evitando que los picos finales
sean anchos y de excasa altura (Nieto, 1989; Nieto et -
al., 1989). |

2.2.3.— SOBRE LA VARIABILIDAD DEL METODO.

El mé&todo ae andlisis de amino&cidos por HPLC
acoplada a detector de fluorescencia o electroquimico,
ha demostrado ser un mé&todo sensible y reproducible pa-
ra el estudio de los niveles end8genos de aminoicidos -
(Venema et al., 1983; Cooper et al., 1984; Peinado et -
al., 1986). Asi, Venema et al; (1983) han obtenido un -
coeficiente de variacibn menor del 1% y una sensibilidad
menor de 1 pmel. Ademds, el método es lineal entre 1 --
pmol y 10 nmoles de amincacidos por muestra y en volume
nes comprendides entre 10 y 500 ul (Venema et al., 1983;
Cooper et al., 1984; Peinado et al., 1986). Los niveles
de amincicidos obtenidos en las muestras de perfundido

de la corteza prefrontal oscilan de 2 a 12 pmoles/ul y
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el volumen inyectado de cada una de las muestras fué de
20 ul. Ambos parfmetros se encuentran dentre del rango -

de linealidad del método.

No obstante, previamente a la realizacibn de -
los experimentos, se realizd una curva de linealidad y -
se calcularon los coeficientes de variacidn para cada --
uno de los aminofcidos. El método fué lineal en el rango
de concentraciones empleado (6.25 umolar-100 umolar) (ver
grificas 3 y 4 , pag. 128y 129). La variabilidad osci
16 del 1.23% obtenido para la glutamina al 4.36% obteni-
do para la glicina (ver tabla 5 , pag.127 ). Precisa--
mente, los OPA-derivados de la glicfha son mencos estables
gque los derivados del resto de los aminodcidos estudia--
dos (Asp, Glu, Gln, Ser) (Cooper et al., 1284). En el ca-
so de los aminodcidos acidicos, scbre los cuales se cen-
tra fundamentalmente nuestro interé&s, la variabilidad --
fué menor (2.26% para el aspartico, 2.27% para el glutd-
mico y 1.23% para la glutamina). Las diferencias observa
das entre el coeficiente de variacidn obtenido por Coo--
per ( 1%) y los obtenidos en nuestro estudic, pueden --
ser debidos al enpleo de diferentes ticles en la deriva-
cidn. Mientras Cooper et al. (1984} utilizaron OPA-mer--
captoetanol, nosotros empleamos OPA-tertbutiltiol-deriva
dos que son mis estables perc pcseen una menor fluores--
cencia (Zielke, 1985; Ogden y Foldi, 19B6).
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2,3.=- SOBRE LOS NIVELES DE AMINOACIDOS ACIDICOS EN LA
" CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL.

2.3.1.~ SCBRE LOS NIVELES BASALES DE AMINQACIDOS.

Los niveles cobservados en la literatura varfan
considerablemente dependiendo de las técnicas'de obten-
cién de las muestras (tejido, "push-pull" o didlisis),
del protocolo experimental de las perfusiones {flujo, -
tiempo de duracidn de cada perfundido), de la localiza-
cibn precisa de la zona estudiada (corteza frontal, cor
teza frontal dorsal, corteza prefronta; medial), de las
unidades de cuantificacidn (umoles/gr de tejido, pmoles/
ul, pmoles/min., porcentaje de radioactividad) y del mé&
todo de andlisis empleado (cromatografia gas-liquido, -
cromatografia en capa fina, HPLC) (Delgado et al., 1984;
Mora y Myers, 1984; Peinado et al., 1984; Mora et al.,
1%86; Peinado et al., 1986; Tossman et al., 1986; Peina
do et al., 1987; Peinado y Myers, 1988).

Dada la complejidad existente para comparar -
los niveles obtenidos en tejido (que incluyen tanto el
"pool” metabbdlico como el "pool"” neurotransmisor) . con -
los niveles obtenidos en perfundidos (Mora et al., 1986;
Tossman et al., 1986), vamos a comparar nuestros datos
exclusivamente con los obtenidos con las técnicas de —-- -
perfusidn intracerebral "push-pull” o di&lisis. Igual--
mente, es muy dificil comparar los niveles en pmoles/ -
ul con los porcentajes de radioactividad obtenidos tras

la perfusidn de precursores radiocactivos y posterior --
anflisis de los AA liberados mediante cromatcografia en

capa fina (Mora y Myers, 1984; Peinado et al., 1987; --
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Peinado y Myers, 1988). Por ello, sblo incluiremcs los

perfundidos analizados mediante HPLC,

Los niveles enddgenos de aminodcidos en la --
corteza frontal de la rata han sido poco estudiados (Pei
nado et al.,, 1986; Tossman et al., 1986}..En general, -
los niveles de amino&cidos obtenidoes en nuestro estudio
son similares a los obtenidos por estos autores, excep-
to para la glutamina {(ver tabla 16 }. Efectivamente, —-
los niveles de este AA en nuestro trabajo son mucho me-
nores (10 veces) a los obtenidos por Tossman et al., --
{(1986). Sin embargo, son similares a los obtenidos por
Peinado et al. (1986). Esto puede Ser debido al diferen
te método de perfusidn empleado en cada estudio. Asi, -
mientras Tossman et al. (1986) utilizaron diflisis tan-
to en nuestro estudio como en el de Peinado et al. ( -
1986) se empled la técnica de perfusibn "push-pull”. Ade
més, el estudio de Tossman se realizd con el animal anes
tesiado mientras que en los otros dos trabajos los pef-

fundidos se cbtuviercon del animal despilierto y actuante.

" 'TESIS DOCTORAL

PEINADO et al.

TOSSMAN et al.

X+SEM X+SEM
ASPARTICO 3.48+0.62 1.4140.18 0.4-0.45
GLUTAMICO 3.61+0.43 1.98+0.23 1.5-2.0
GLUTAMINA 7.92+1.31 9.01+1.54 110.0-160.0
SERINA 10.36+1.84 -—--- 7.2-10.82
GLICINA 11.97+1.66 6.08+0.48 4.0-6.5

Tabla 16 .- Niveles de aminodcidos en perfundidos obte-

nidos por diversos autores en la corteza --

frontal de la rata.

{picomoles de aminodci-

dos/microlitro de perfundido).
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Los niveles del reste de los aminofcidos aci-
dicos son ligeramente superiores a.los obtenidos por am
bos autores., Estas diferencias pueden ser debidas a la
localizacidn precisa de las perfusiones en la corteza -
frontal. Asi, mientras en nuestro estudio las perfusio-
nes se realizéron en la corteza prefrontal medial, en -
el estudio de Peinado et al. (1986) se realizaron en la
corteza frontal dorsal y en el de Tossman et al. (1986)
en la corteza frontal (no se especifica el drea concre-

ta).

En cuanto a los aminoicidos no-acidicos, los
niveles de Serina coinciden con log-obtenidos por Toss-
man et al. (1986) aln cuandoc sus perfusiones se realiza
ron en un Area diferente de la corteza frontal. Es inte
resante destacar, la similitud de los niveles obtenidos
para un aminofcido con funcibn exclusivamente metabbli-
ca. Los niveles de glicina, por su parte, son superio--
res a los obtenidos por Tossman et al. (1986) y Peinado
et al. (1986). Estas diferencias pueden ser debidas, co
mo anteriormente se ha sugerido para los otros dos AA -
presuntamente neurctransmisores (Asp vy Glu), a la dife-
rente localizacibén de las perfusiones en la corteza —--

frontal.

Dado que la introduccidn de la c&nula "push-
pull” en el tejido cerebral produce edema, dafio capilar,
rotura celular e hipoxia local a lco largo del trayecto
recorrido (Yaksh y Yamamura, 1974; Delgado et al., 1984)
habria que cuestionarse si los niveles obtenidos son de
bidos al "pool" neurotransmisor © son la suma del "pool"
neurotransmiscr y el "pool" metabflico. Esta cuestién -
es particularmente importante para el estudio de los NT

de tipo aminodcido ya que, junto a su funcién neurotrans



-212-

misora, poseen funcicnes metabblicas y estructurales --
(Matsumoto et al,, 1982; Ottersen y Storm-Mathisen, ---
1984}.

El grado de lesidn tisular y capilar puede --
evaluarse midiendo lbs niveles de proteinas, de enzimas
como la lactato-deshidrogenasa o de hematies en los per
fundidos (Yaksh y Yamamura, 1974; Greemfield et al., --
1983; Nieto et al., 19B%). Y es en este sentido intere-
sante, el hecho de que tanto los niveles de proteinas -
como los de LDH se modifican excasamente durante la rea
lizacidn de una adecuada perfusidn "push-pull" (Yaksh y
Yamamura, 1974; Greenfield et al., 1983). asi, los nive
les de proteinas son practicamente indetectables trans-
curridos 10-15 min. desde el inicio de la perfusibn { -
Yaksh y Yamamura, 1974). En cuanto al contenido de hema
ties en los peffundidos, Nieto et al. (1989) también --
han observado un descenso progresivo a lo largo de 60 -
min. de perfusidn , siendo en la 4° y 5° perfusibn prac
ticamente indetectables. En base a estos datos, se des-
cartaron las perfusiones realizadas durante los primeros
20 min. Kdos perfusiones). Transcurrido este tiempo, se
obtuviercon niveles basales estables de aminod&cidos pre-
suntémente expresidn del "pool" neurotransmisor.ya que
tras 20 min. no sé observan signos de lesidn tisular o
capilar (Yaksh y Yamamura, 1974; Nieto et al., 1989). -
Como puede verse en la gr&fica 17, pag., 171 , los nive-
les basales de los amincicidos estudiados se mantienen
constantes en dos perfundidos de la corteza prefrontal

realizados consecutivamente.
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2.3.2.—:SOBRE-LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
" EN LOS NIVELES DE AMINCACIDOS ACIDICOS.

La estimalacidn eléctrica de la corteza pre--
frontal medial a intensidades comprendidas dentro del -
rango de autoestimulacidn produce un descenso significa
tivo de los niveles de &cido glut&mico. Sin embargo, la
estimulacidn eléctrica a una intensidad umbral no modi-
fica los niveles de aminofZcidos (ver gr&ficas 18 , 19 y
20; paginas 173 , 175 y 177 ).

No existen referencias en-la literatura sobre
la liberaci®n de aminodcidos neurotransmisores en la cor
teza prefrontal durante la estimulacidn eléctrica. No -
obstante, si existen datos sobre estimulacidn eléctrica
v niveles de aminodcidos en otras dreas cerebrales como
el hipocampo o el estriado. Concretamente, se ha sugeri
do gque la estimulacibn eléctrica del hipocampo produce
un aumento de los niveles de aminofcidos "in vitro", --
" particularmente de aspartico y glutémico (Szerb, 1988;
Thecinga et al., 1989; Vollenweider et al., 1989). De -
igual forma, la estimulacibn el&ctrica de la sustancia
negra (pars reticulata) produce un aumento de la libera
cidn "in vivo" de glut&mico en estriado (Girault et al.,
1986b} .

El aumento de la liberacidn "in vitro" de ami
nodcidos es méximo a frecuencias de 15 Hz, disminuyendo
a medida gue aumenta la frecuencia de estimulacidn (45
Hz) (Thecinga et al., 1989). No obstante, también se pro
duce a mayores frecuencias (Szerb, 1988; Thecinga et al.,
1989). En relacidn a la frecuencia de estimulacidn y 1i

beracién de neurotransmisores "in vivo", Kurosawa et --
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al. (1989) han mostrado gue las frecuencias gque producen
un mayor aumento de la liberacidn de otro neurotransmi-

sor, la acetilcolina, estéan cbmprendidas entre 20 y 100

Hz. No obstante, tambi&n en este caso, el aumento de la

liberacidn es mé&ximo a frecuencias de 20-50 Hz. En cuan-
to a las intensidades de estimulacidn gue producen una -
mayor liberacidn "in vivo" de Ach, estuvieron comprendi-
das entre 0.1-0.5 mA. Precisamente, el aumento de la 1li-
beracidn de gluté&mico "in vivo" observado por Girault et
al. (1986b) se obtuvo a una intensidad de 0.1 mA. Sin em
bargo, la frecuencia de la estimulacibdn fué& mayor (300 -
Hz} (Girault et al., 1986b). En nuestro estudio, el rango
de intensidades empleado oscila entre 0,15-0.6 mA y la -
frecuencia fué de 100 Hz. Por tanto, ambos par@metros es

t&n dentro del rango empleado en los estudios "in vivo".

Sin embargo, en contraste con los datos obteni
dos tanto en hipocampo éomo en estriado, la estimulacibn
eléctrica de la corteza prefrontal, a una intensidad y -
frecuencia idénticas a la S5, produce un descenso signi-
ficativo de les niveles de glutémico y de su precursor -
glutamina. Cuando se aumenta al doble la interisidad del
estimulo, tambié&n se observa un descenso de ambos amino-
&cidos alin cuando el descenso de glufamina no alcanza --
significacidn estadistica debido al menor nGmero de datos

(n=7).

El descenso de los niveles de glutamina puede
ser explicado en base al aumento de su consumo con fines
metabbdlicos (Benveniste et al., 1984; Sandberg et al., -
1986; Szerb, 1988). Efectivamente, estos autores han ob-
servado una disminucidn de los niveles de dicho amino&cil
do tanto cuando aumenta la actividad neuronal (estimula-

cidn eléctrica) (Szerb, 1988) como cuando disminuye la --
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llegada de glucosa al cerebro (isguemia cerebral o hipo-
glucemia) (Benveniste et al., 1984; Sandberg et al., 1986}.
El aumento de la actividad neuronal producido por la es-
timulacibn elé&ctrica también podria ser responsable, al
menos parcialmente, del descenso de los niveles de glut§
mico. En este sentido, Szerb (1988) ha mostrado un des--
censo del contenido de glut&mico en rodajas de hipocampo
tras 10 min. de estimulacidn eléctrica ya gue el aumento
de las demandas energéticas produce un déficit de acetil-
CoA y una insuficiente formacidn de <-cetoglutarato (pre
cursor de la sintesis de glutdmico) (Haslam y Krebs, 1963;
Szerb, 1988). Sinembargo, en nuestro estudio se cuantifi
caron los niveles extracelulares de aminclcidos y no el
contenido de éstbs en tejido (rodajas). Cuando estos au-
tores cuantifican los niveles de aminodcidos en el medio
observan, por el contrario, un aumento de los niveles de
Asp y Glu durante la estimulacién eléctrica (Szerb, 1988}.
El descenso observado en los niveles de glut&mico, por -
tanto, no se puede explicar en base al aumento de la ac-

tividad neuronal producido tras la estimulacidn eléctri-
ca.

Un aspecto importante a destacar a la hora de
comparar nuestros resultados con los obtenidos por el -~
resto de los autores tras la estimulacién eléctrica, es
el diferente disefio experimental empleado. Asi, todos --
los estudios referatados se limitan a medir los niveles
de aminolcidos tras la estimnlacidn eléctrica realizada
de forma aguda. En nuestro estudio, sin embargo, el ani-
mal ha recibido el estimulo eléctrico de forma crdnica -
durante un periodo de 15-20 dias (sesiones de 15 min./ -
dia) y ha aprendido a autoestimularse de forma constante
y persistente previamente a la obtencifén de los perfundi

dos. Ello implica, sin duda, la posible existencia de --
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una reorganizacibén funcional a nivel neuronal y de inter
accidn de neurotransmisores como consecuencia del proce-

so crénico del estimulo eléctrico (Mora y Cobe, 1990}. -

En este sentido, el descenso de los niveles de
glutSmico pedria ser debido al aumento de la liberacidn -
de dopamina observado durante la autoestimulacibn (Mora,
1978; Mora y Myers, 1977). Efectivamente, estudios neurc
gquimicos realizados en animales previamente tes-
tificados para S§S, han mostrado gque durante la estimula-
cibn eléctrica de la corteza prefrontal medial aumenta -
la liberacién de dopamina (Mora y Myers, 1977; Mora, ---
1978). La dopamina es un neurotransmisor inhibitoric (Mo
ra et al., 1976¢c; Bunney y Aghaganian, 1976) cuya libera
cién a nivel cortical parece producirse en sinapsis espe
cificas sobre las neuronas piramidales (capa V) (Seguela
et al., 1988). Interesantemente, las neuronas piramida--
les poseen en su mayoria naturaleza glutamérgica (Parna-
velas et al., 1989). Por otra parte, a nivel de la capa
cortical Va existe una alta concentracién de receptores
glutamérgicoé NMDA (Cotman et al., 1987). A la luz de es
.tos datos, es posible que el descenso de los niveles cor
ticales de glut&mico obtenido durante la SS esté& mediado
por la liberacifn concomitante de dopamina y la consi---
guiente inhibicién de las neuronas o terminales glutamér

gicas.

Dado que el GABA ha sido localizado a nivel --
cortical en neurcnas intrinsecas inhibitorias (Esclapez
et al,, 1987), es posible que este neurotransmisor tam--
bié&n se libere durante la estimulacibn eléctrica y sea -
responsable, junto con la dopamina, del descenso de glu-
t&mico observado. Sin embargo; para corroborar esta hipd
tesis seria necesario cuantificar los niveles de GABA du

rante la autoestimulacibn,
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Recientemente, se ha sugerido que las aferen--
cias dopaminérgicas procedentes del &rea ventrotegmental
y las aferencias procedentes del nficleo dorsomedial del
té&lamo (NDMT) sinapsan en las mismas neuronas corticales
(Ferron et al., 1984). Ademfs, el sistema mesoccortical
dopaminérgico inhibe el disparo espontdneo de las neuro
nas de la corteza prefrontal y también inhibe la excita
cidn producida tras la estimulacidn del NDMT (Ferron et
al., 1984). Ambos nficleos, NDMT y AVT, han sido involu-
crados en la S5 de la corteza prefrontal medial (Phi---
1lips y Fibiger, 1978; Mora et al., 1980; Rolls et al.,
1980; Morales et al., 1986). En base a estos datos, se-
ria posible especular que, si la pfbyeccién NDMT-prefron
tal fuese glutamérgica, la estimulacién del sistema me-
socortical durante la S5 con la consigﬁiente liberacidn
de dopamina podria ser la responsable del descenso de -
la liberacifn de glutimico por las terminales proceden-
tes del NDMT., Sin embargo, esta especulacifn no podria
asegurarse hasta que se conozca la naturaleza quimica -

de la via NDMT-prefrontal.

En resumen, los estudios neurogquimicos junto
con los estudios neurcfarmacolégicos, sugieren la parti
cipacibn de los aminodcidos acidibos, particularmente -
del &cido gluté&mico, en los substratos neuroquimicos de
la SS en la corteza prefrontal medial de la rata. No obs
tante, seria necesario continuar estos estudios para -—-
evaluar las posible vias glutam&rgicas involucradas. El
hecho de que los descensos obtenidos,tantoc de la SS co-
mo de los niveles de gluté&mico, oscilen alrededor del -
35-50% apoyva la hipdtesis sugerida por Mora y Ferrer --
(1986) gue implica la interaccibn de varios sistemas --

neurotransmisores en relacifn a la S5 de la CPM.
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" PRIMERA, -

Los estudios neurcfarmacolbgicos realizados
con DGG y D-APS5 sugieren la participacidn de los re--
ceptores glutamérgicos NMDA en los sustratos neuro---
quimicos de la autoestimulacidn en la corteza prefron-

tal medial de la rata.

" BEGUNDA. -

Los resultados obtenidos-tras la microinyec
cidn intraventricular e intracortical de Glau-tau su-
gieren que los receptores kainato y quisgualato no es -
t&n involucrados en la autoestimulacidn de la corteza

prefrontal medial.

" TERCERA, -

' La estimulacidn eléctrica de la corteza pre
frontal medial a intensidades comprendidas dentro del
rango de autoestimulacidn produce un descenso signifi

cativo de 1los niveles de dcido glutémico.

- CUARTA .~

Los estudics neurofarmacoldgicos junto con
los estudios neuroquimicos, sugieren la participacibn
de los amino&cidos acidicos, particularmente del &ci-
do glutdmico y de los receptores NMDA, en los substra
tos neurogquimicos de la autoestimulacidn en la corte-

za prefrontal medial de la rata.
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1, ABREVIATURAS

- AMS: actividad motora espontanea
— ASP: &cido aspértico

— AVT: é&rea ventrotegmental

- CCK: colecistokinina

- CPM: corteza prefrontal medial

- DA: dopamina

- D-AP5: D-2-amino-fosfonovalerato
- 2-DG: 2-deoxiglucosa

- DaG: ¥ -D—glutamilglicina

- FPM: fasciculo prosencef@lico medial

- FPM-HL: fasciculo prosencefélico medial-hipot&lamo lateral
- GIU: &cido glutamico -

- GLU-TAU: ¥-D—glutamiltaurina

- HPIC: cromatografia 1fquida de alta presi6n

- KA: Kainato

- I-AP-4: L-2-amino-fosfonobutirato

- ICRs: Liquido cefalorraguideo sintético

- NMA: noradrenalina

- NMDA: N-metil-D-aspartato

- NT: neurotransmisores

-~ 6=0OH-DA: 6-hidroxidopamina

- OPA-tertbutiltiol: o-ftaldialdehido-tertbutiltiol

- QA: gquisqualato
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- SP: sustancia P
— 8S: auntoestimulacidn

- VIP: péptido intestinal vasoactivo
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