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Introduccidn

1.- CORTEZA PREFRONTAL.

1.1 Defintcion ¥y delimitaclones anatomicas.

La corteza prefrontal (CP) ha sido definida en los primates como el
area del 16bulo frontal que reclbe las proyecclones corticales del nacleo
dorsomedial del tatamp (Rose y Woolsey, 1948). Esta &rea se sitia en la
reglon  mds  rostral del  lobulo  frontal., Citearquitectoénicamente se
caracleriza, con los primates, por tener una capa 1V {granular interna) blen

definida a diferencia del resto de la cordeza frontal (Rosabal, 1967).

En contraposicién al primate, oo mamiferos inferiores tales como
roedores, la corteza de la reglon mig rostral del lobulo Trontal no posec
una  capa  granular  interna bilen  definida.  La ausencia  de  esta
caracteristicacondujo a varfos antores a sugeric que ia CP estaba ausente
o ors muy Hmitada en estas especies (Broadman, 1909). Posteriormente se
descubrid (Rose y Woolsey, 1948) que el ndcleo dorsomedial del télamo en
los roedores proyecia o oun Area de la corteza frontal, la corteza
orbitofrontal, y se conslderdo que esta reglén cortical en los mamiferos
inferfores equlvalia a la CP de los primates. Lstudios posteriores
realizados por Leonard (1969, 1972) mostraron que las proyecciones del
niclea dorsomedial del talamo en la rate no se limitan a la corteza

orbitofrontal. Bstos estudios fucron confirmados por Krettek y Priee
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(1977a, 1977h) ¥ permiticron dividir la CP en dos reglones bien

diferenciadas:

- Corteza prefrontal medial (CPM). Constituida por la mayor parte de
la pared medlal, anterlor y dorsal a la rodilla del cuerpo calloso.
~ Corteza prefrontal suleal {(u orbital). Constituida por la porcién

lateral del Jablo dorsal del surco rinal,

Cltoarqulitectonlcamente, la CP se puede dividir en las sigulentes

dreas (Kretlek y Price, 1977a, 1977h):

- Area precentral medial, que sc corresponde parcialmente con el drea
4 de Brodmano,

Area cingulada anterlor, drea 24 de Brodmanon.

- Area pretimbica, frea 32 de Brodmann,

1

Area orblitatl ventral y lateral,

Area agranular Insular ventral y dorsal.

La corteza agranular venbtral y la corteza orblital lateral se
corresponden con la corteza prefrontal suleal en los estudios de Leonard

(1969, 1972). E1 resto de las areas se corresponden con la CPM.

1.2 Aferenclas

Mediante téenleas de teansporte axonal retrogado, Divac et al.(1878),
realizaron un estudio detallado sobre las conexlones aferentes & la CP de

la rata. Segin cste estwdlo se pueden distinguir cuatro grupos de vias
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aferentes segin su orlgen:

1.- Aferencias de la corteza y prosencéfalo basal:

Ambas subdivisiones de la CP, medial y sulcal, establecen conexiones
reciprocas entre sty reciben aferencias de la corteza contralateral,
parietal, temporal y limbica (Cavada y Reinoso-Suérez, 198la,b). Igualmente
lag dos subdlivisiones reciben aferenciag de la amigdala basolateral,

claustro y nicleo magnocelular.

2.~ Afevenclas talamlicas:

La CPM reclbe aferenclas del nocleo dorsomedial, anteromedial,
intralaminar, paratenial, axial, veniral, lateral y lateral Inferlor del
talamo. Estudios realizados por Vives et al., (1983) han mostrado
aferenclas a la CPM desde los ndcleos parafascicular, anlerovenlral,
ventromedial, ventrolateral, posteroventral, posteromedial y reuniens. Por
su parle, la subdivision suleal de la CP recibe aferencias de los miacleos
intralaminar, axial y lateral poslerior del Llalamo, ademds de las ya

mencionadas del naeleo dorsomedlal del télamo.

Lag proyecelones del nucleo dorsomedial del tdlamo a la CP presentan
una estricta sistematizacion topografica. Dicho nieleo tdlamico se divide
en un segmento central, un segmento lateral y un segmento medial, de Forma

que:

- La parte antervior del segmento medial proyecta sobre el Area
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prelimbica. La parte posterior proyecta sobre el &rea insular
agranular dorsal,

- El segmento lateral proyecta sobre el &rea cingular anterior y el
Areca precentral medlal.

- [l segmento central proyecta sobre el drea insular agranular ventral
corteza orbital lateral. Hstas dos dreas corresponden a la corteza

prefrontal sulecal en los estudios de Leonard (1969, 1972).

Una de las caracteristicas que presentan esltas proyecclones es que
las vias que parten de cada segmento del nficleo dorsomedial del talamo no

se superponen en la CP,

3.~ Aferenclas del area hipotalamica:

Ambas dlvigiones de la CP reclben aferencias del hipotédlamo lateral,

zona Inclerta y sustancia gris periventricular dorsal y lateral.

4,- Alerenciay del mesencélalo:

Ambas subdlvisiones de la CP reciben aferenclas de los nacleos del
rafe dorsatl y central, area tegmental ventral, sustancla negra, locus
coeruleus  y nacleo parabranquial,  region medial del nacleo tegmental
venlral de Gudden (Sarter y Markowltseh, 1983) y micleo Legmental

laterodorsal de Caslaldi (Sakanaka et al., 19383).
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1.3 Lferenciasg,

Las eferencias de la CP en la rata han sldo estudiadas por Beckstead
(1979). De este estudio se deduce que la CP establece un extenso sistema de

proyeccion que puede dividirse en cloco grupos:

1.~ Eferencias a corteza:

La CPM proyecia a las cortezas sulcal, retroesplenial, entorrinal y
perireinal ¥ al presubiculo. La subdlvision sulcal proyecta a la CPMy a la
corteza entorrinal lateral, porclon anterior de la corteza piriforme y a

o

presubiculo. Ambas subdivisiones reciben eferencias contralalerales,

2.« Lferencias a ostrlado y prosencéfalo basal:

Ambas subdivigiones de la CP proyectan sobre los ndcleos caudado-
putamen, accumbens, seplum lateral, nacleo de la banda diagonal de Broca,

tubéreuio olfatortio, amigdala basal, lateral y central y claustiro.

J.- LEferenclas a nucleos taldmicos:

En cuanto a las conexiones talémleas, la CPM proyecla sobre los
nae leos dorsomedial, parafascicular paratenial, anteromedial,
anteroventral, ventromedial, reuniens, romboidal, lateral posterior y
habénula lateral. La corleza prefrontal suleal proyecta sobre los nieleos

Ltalémicos dorsomedial, venlromedial, reticular, gelatinoso y reuniens.

6
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4.- Eferencias al rea hipotalamica:

La CPM proyecta a los nucleos hipot&lamo lateral y posterior, érea
predptica lateral, &rea supramamilar, pretectum, sustancla gris central y
zong Incierta. La corteza prefrontal suleal proyecta a hipotéilamo posterior

y lateral y a frea preoptica.

8.~ Lferencias a mesencélalo:

Ambas divisiones de la CP proyectan sobre el coliculo superior,
susltancia negra (parte compacta y menos en la reticular), Area itegmental
venlral, nteleo central superior de Bechterev, rafe dorsal y ndcleos

pont inos.

Como puede observarse, la CP establece conexliones reciprocas con las
estructuras subcorticales esludiadas. No obstante, hay excepclones, Entre
cllas cabe destacar lag conexiones con log niacleos caudado-putamen, scepium
y accumbens, estructuras con las que la CP, al parecer, s6lce establece

conexiones eferentey.



Introduccion

2. - NEUROTENSINA

La neurotensiog (NT) es un tridecapéplido (pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-lLys-
Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-1le-Leu-0H) con  funclén  neurctransmisora y/o
neuromodoladora (Kobayash{ et al., 1977; Uhl et al., 1977; Nemeroff ct al.,
1983) . Fue alslado por Carreway y Leeman en 1973 y se denomind NT porque se
aislé en cerebro y tenfa actividad hipotensora (Carreway y Leeman, 1973).
La NT' s¢ loeallza tanto en el SNC como en telidos periféricos Lales como

intestIno, pancreas, corazdén y rvifdn (Klitabgl et al., 1992),

2.1 Mcetaboltsmo de la NT

la sintesis de NT se produce en el soma neuronal a partirc de un
precursar proteinfeo que posee 170 aminofcidos. El fragmento del prapéptide
que contiene el péptido NT se encuentra cerca del extremo carboxi terminal
y esth limitado a ambos lados por el par Lis-Avg (fig.1) (Dobner et al.,

1987 Kitabgi et al., 14992).

En cuanto al catabolismo casl la totalldad de la NT ge¢ degrada en la
hendidura sinaptica por la acclén de las sigulentes peptlidasas:
endopept fdasa neutral 24,110, metaloendopeptidasa 24.15, metalopeptidasa
24,16, prolina endopeptidasa y anglotensina convertasa (fig.2) (Kitabg! ct

al., 1992). Tante la distribucién regional de las peptidasas como  su
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actividad enzim&lica es heterogénea, esto lleva consigo que la acumulacion

de los fragmentos de NT, algunos activos, varfe segun las reglones

cerebrales (Davis el al., 1992).

posicidn: LsaAn 85-06 14Q:141 148-149 163164
24| (<85 [ NNtk [N NT [ |60
N ETED [ Nnv-ika [un][ Nt Jts2
Y
28] (a0 [Nk [Nnte7 + [ N7 ] 100
' 2] (1a8) [ N 129 + [:] (150}

FIGURA 1: Representacion esquemdtica de los sitios de hidreolisis y

productos elaborados a partic del precarsor NT/neuromedina N. Las (lechas

Indican los dobletes Lys-Arg en donde se produce el procesamiento

(modificado de Kitabgl et al., 19%2),

NEUROTENSINA

[Eﬁnaooapumasa a4 15[ LEndopepudase 24 n]

2 3 4 &5 6 7 8Y9 10¥y11¥12 13
pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-OH

,Enuouopudase 24, 16[

FIGURA 2: Mecanismo de {nactivacion de ta NT por medio de peptidasas.

Las flechas indican los enlaces peptidicos que

(modificado de Kitabgl ot al., 1992).

rompen  las  peplidasas

9
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2.2 Almacenamiento, lilberacién e inactivacién de la NT

Una vez sintetizada la NT se almacena en vesiculas sinépticas y se
libera de forma Cnh—dependicnte tras una despolarizacién lnducida por K'
(lversen et al., LI78; Kitabgi el al., 1990). La Inactivacion de la NT se
produce medlante su degradacion en la hendidura sinaptica a través de las

peptidasas tal y como hemos visto anteriormente (Kitabgi et al., 1992).

2.3 Receptores de NT

Medlante ¢l uso de ligandos lodados o tritiades de NP, se ha deserito
la presencia de dos subtipos de receplores para NT, uno de alla afinidad y
otro de bajJa afinidad. Los treceptores de alta afinidad estén asoclados a
neuronas y los de bajJa afinidad a células gllales {(Schotte et al., 1988).
Aunque se conoce poce sobre la estructura del receptor de NT de alta
afinfdad se sabe que pertencee a la familia de receptores ligados a
protelnas G do membrana (Tanaka et al., 1990). La unlén de NT a su receptor
produce tres efectos principalmente: un aumento de GMPe, un aumento de
Inositoltrifosfato y una disminucion de AMPe (Bozou et al., 1989; Vicent,

1992).

En coanto a la digtreibuclion de los receptores neurotensinérglicos en
el SNC de la rata, las rveglones donde existe una mayor densidad son: la
capa externa del bulbo olfatorio, surco rinal, amigdala, sustancia negra y

area tegmental ventral {Sadoul el al., 1984},

10
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2.4 Distribucion y vias neurcotensinérgicas

La distribucién de NT en el SNC es bastante heterogénea. En un
estudio realizado recientemente en cerebro de rata se muestra que existen
concentraciones altas de NT en bipotédlamo, amigdala, drea tegmental ventral
globus pallidus, sustancia negray sustancia gris periacueductal; moderadas
en septum, hipocampo y accumbens y concentraciones menores en estriado y

corteza cerebral (Kitabgl ot al., 1992).

En cuanto a lag viag mediadas por NT, se han descrito las siguientes
(tabla 1): una que va desde el Arca tegmental venlral hasta el nicleo
accumbens (Kalivas y Millerv, 16984) y CP (Studler et al., 1988): otra que
proyecta desde el nteleo central de la amigdala a la capa nuclear de la
estria terminal (Uhl y Snyder, 1977), y una ultima via que va desde ol
subfculum hasta ¢l alveus, Cimbria, fornix y cuerpos mamilares {Sakamoto el

al., 1986).

ORIGEN PROYECCION
AVT Nucleo accumbens
Cortesa prefrontal _
Nucteo central de la amigdala Capa nuclear de la estria
terminal
Subficulum Alveus
IFimbria
Fornix

Cuerpos mamllares

TABLA 1: Principales proyeceiones neurotensinfrgicas en el SNC de la
rala (Uh] y Snyder, 1977: Kaltvas y Miller, 1984; Sakamoto el al., 1986;
Studler oL al., 1988)

Il
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3.- DOPAMINA

La dopamina (DA) es un neurotransmisor ampliamente estudiado en el
SNC. En un principlo fue considerado un simple intermediario en la sintesis
de adrenalina y noradrenalina, pero las altas concentraciones de DA en el
cerebro hiclereon suponer a Dertler y Rosengren (1959) su posible papel
neurotransmisor. Hoy en dia, se sabe que la DA es un neurotransmisor que
parlticipa en una serie de mecanismos enceféllicos centre los que destacan

funclones come la locomoclGn, motivaclon y emocibén (Bradford, 1988).

3.1 Metabolismo de la DA

La DA se sintetlza en el citosol de las neuronas a partir de la
tiresina y por la acclién de las onzlimas tirosina hidroxilasa (TH) y dopa
decarboxilasa (DDC), La tlrosina puede sintetizarse a partir de la fentl-
alanina o provenir de la dfeta, y penetrar en la peurona por Llransporte
activo (Florez et al., 1988, La cnzima TH catallza el paso limltante en la
sintesls de calecolaminas, Sc encuentra en el cltosol de las neuronas

catecolaminérgleas y requiere 0, .Iﬂﬁ'y el cofactor tetrahidroplerina (fig.

3).
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FIGURA 3: Sintesis y degradacidn enzimltica de la DA.

La degradacioén de la DA se lleva a cabo por medio de dos enzimas: la
monoamnooxidasa (MAQ), ¥ la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La MAO es
una  enzima  intracelular que sc¢ encuentra en la cara externa de las
mitocondrias, tanto en el SNC como en Orgenos periféricos (higado, rifon,
fntestino). En el SNC se encarga de degradar la DA gque hay libre en el
citosol de la neurona. La COMT es una enzima extraneuronal que se encuentra
ampliamente distribulda por todo el organismo. En el SNC degrada la DA

presente en la hendidura sindptica (Bradford, 1988)
3.2 Almacenamiento, liberaclion ¢ Iinaclivacién de la DA

Practicamente la totallidad de la DA sintetizada en el citosol es
recaptada y almacenada en vesiculas, mientras que s6lo una pequeiin cantidad

queda libre en el citoplasma. La recaptacion vesicular se produce por medio
de un transportador acoplado a un gradiente de H' que es mantenido por una

ATPasa dependiente de Wg (Seiden ot al., 19493},

13
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La DA vesicular se libera de forma Cam—dependieute tras una

despolarizacion de la membrana. Existe también una liberacién de la DA

!

citoplasmitica, que es Ca*-independlente, Yy se produce por reversion del

transportador cncargado de la recaplaclédn de DA (Seiden et a&l., 1993).

La DA presente en ta hendidura sindptica puede inactivarse blen por
la COMT o por recaplacion. La recaptacién de DA por las neuronas se produce
por medio de un transportador de alta aflnidad, dependiente de Na'y de €1
Selden et al., 1993: Amara y Kuhar, 1993).

3.3 Receptores de DA

Hacla los aftos 70 se demostrd la existencia de dos tlpos de
receptores dopaminérgicos, los DIy los D2, Los receptores DI estén
asociados positivamente a la adenilato-clcelasa, de maners que su activacién
produce un aumento del AMPe. Los reeceplores B2 pueden estar asocliados
negallvamente a la adenllato-clelasa, o pueden estar agsoclados a otros
sistemas de traducclon (Sibley y Monsma, 1992). Recientes estudios de
clonacion han mostrado que los receptores D1y D2 son familias .de
receptores. La famllia de los DU estd formada por los receptores DIA, DIB
(tambien llamadow D1y DS respectivamente): la famliia de los D2 estd
formada  por los receplores D2A-S/D2A-1, D28 y D2C (tamblén |lamados
h2s/n2l., DYy D4 respectivamente)  (Sibley y  Monsma, 1992). Las
caracteristieas principales de estos receptores asf como su locallzacion en

el SNC se recogen en la tabla 2
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Nosenclature Dl D& Das/nil, b3 04
Nomeonclatura DlA Iy L DAA-S/D2A-L Dah nag
altornntdiva
Agonislan SPRagand i m K043 ? DAS/DAL = pIS/DAL
selegtivos fenoldopam bromocriptina
Anlngonising SCHL N Ny sulplride B opAs/DRL clozapinn
selectivon SREBALGL YMUULG1E
Reapuoala I AMEe I oaMbe I AMPe I AMIe (1) I AMPe ()
celular ! pngvnbglldnd
Ca*", K
Locallrnclén eslrlndo hipocampo estrindo Labéreuio cortenn
en SNG accumbens hipotdlamn accumhens olfatorlo Mrontal
tubédreulo Lubéreulo hipothlamo mbcduln
ollfatorio olftetordo aceumbens cspinnl
mesencélalo

TABLA 2: Caracteristicas generales y distribucion de tos receptores
dopaminérgicos on el SNC (Sibley y Monsma, 1992: Mora y Sanguinetti; 1994
receplor and Ton channel nomenclature supplement).

J.4 Distribuclién y vias dopaminérglcas

La primera difinicién anatomica del sistema catecolaminérgico fue
real izada por Dahlstrom y Fuxe en el afo 1964. Dlchos autores uwtilizaron
téenlecas de histofluorescencia que no permiticron diferencliar el sistema
dopaminérgico del resto de los slslemas catecolaminérgicos. Posteriores
estudfos basados en el marcaje de enzimas especificas de las neuronas
adrentrgicans ¥ noradreénerglcas, concretamente ol marcaje de ta enzima

dopamina-f-hidroxllasa, permiticron diferenciar el sistema dopaminérgico

del resto de log catecolaminérgicos (Kalsheek, 1989),

En base al orvigen y & la zonn a la cual proyectan, Bjorklund vy
Lindvall (1984) definieron diferentes sistemas dopaminGérgicos en ol SNC de
la rata (tabla 3: ri{g. 4). Kl sistema principal lo constituye el slstema

dopaminérgico mesencefdlico que Llene su origen en las areas AB-AL0. Las
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proyecclones més importantes de este sistema son la nigroestriatal
mesolimbica y mesocortical. La DA también estA presente en células
amacrinas de la retlna, y en 6rganos periféricos tales como: ganglios
simphticos, ganglios viscerales, médula adrenal y paredes de las arterias

mesentéricas y renales (Bradford, 1988: Kalsbeek, 1989).

S1STEMA ORIGEN PROYECCION
Sistema meso- suslancia negra ireas estrialales
estriatal AVT

n. retrorubal
Sistema meso- AVT Arcas limblcas y
limbocortical sustancia negra corticales

n. tetrorabal
Sistema hipotalame dorsal y nédula esplinal
diencéfalo-espinal pasterior

zona Inelerta
L&lamo caudal

Sistemn {ncierto- zona {ncierta drea predptica
hipotalémico kipotalamo hipothlamo
periventricular periventricular
Sistema sustancin gris sustancla gris
periventricular periancductal perlacueductal
sustancia gris Ltadlamo medial
periventricular del hipotalamo medial
hipotalamo caudal
Ststema tubero- n.oarcuato eminencia medlia
hipofisiatl n. periventricular pituitarie
Neuronas bulbo olfatorio dendritas del
periglomerulares glomérulo olfatorio

TABLA 3: Principales sistemas de proyeccion depaminérgicos en ol SNC

de la rata (modificado do Bjorklund y Lindvall, 1984)

16
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FIGURA 4: Esquema de las principales proyecclones dopaminérgicas que
existen en el corebro de la rata (modificado de Cooper et al.. 1982)

17
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4.- ACETILCOLINA

La acetilcolina (ACh) fué la primera sustancia identificada como un
posible  transmisor fintercelular por Hunt en el aflo 1907. Estudios
reallzados por Dale en 1914 mostraron como la ACh mimelizaba la respuesta
de  la  estimulacion  nerviosa  parasimpética (Dale, 1914). Estudios
posterfores (Loewl, 1921), indlcaron que Jla ACh es liberada tras la
estimulacion nerviosa. Duranle las dos Gltimas decadas se ha acumulado una
gran cantidad de Informacién donde se pone de manifieslto la relacion del
sistema collnCrgico, en particular del sistema collnérgico telencefalico,
con funclones superiores del cerebro como son la atenclén, el aprendizaje

y la memoria (Vidal y Changeaux, 1943).

4.1 Metabollasmo de la ACh

En el SNC de los mamiferos la ACh e sintetiza mayorltariamente a
partir de collna y de acelil coenzima A, medlante la acclon de la enzima
colina acetil Ltransferasa (ChAT) (fig. 5$). Dicha reaccldén tiene lugar
principalmente en ¢l citoplasma de las terminales colinérgicas, es una
reaceion reversible y en condiclones de reposo Se encuentra fuertemente

desplazada hacla {a stnlests de ACh (Tucek, 1985; 1991)
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ChAT
CH.-C0OS CoA + UHCHZCH -N'(CH3)3 sy, CH,=CO~CH,CH,~N* (CH, ), + CoA
cetil Cglinﬂ < ! Ace%l'colin& ! coenzimai
coenzimaA
. AChE \
Cll,-CO~CHCll, =N {Cil2 ) + 1,0 e CH,~COOH + OHCH,CH,-N"{CH,)
3 Acetflc%linn ¥ ¢ ag. acético ¥ col.lnan3

FIGURA 5: Bsquema de sintesls y degradacion de la ACh.

La sintesls  del Acet{l CoA tiene lugar en la mitocondria siendo el
piruvato el origen mbs proximo del grupo acelilo, en el SNC. En cuanto a la
colinag, en ¢l SNC proviene de la degradacion de la ACh en la hendldura

sinaptica (Tucek, 1985).

El catabolismo de la ACh se produce mediante su hidrolisis en la
hendidura sindptica por medio de la enzima colina acetil! esterasa (ChAL)
que hidroliza ta ACh para dar lugar a colina y acetato. Dicha enzima no cs

especi{ica de la nouronas collnérgleas (Tucek, 1985).
1.2 Almacenamlionto, liberacion e inactivacién de la ACh

Una vez sintetizada, la ACh puede encontrarse libre en el citoplasma
0 almacenarse en vesieulas sindaplicas. Existen dos poblaciones de vesiculas
Sinapticas, unus de almacenamiento, y otras de liberacion, entre las cuales
existe un equilibrlio dindmico. Las recaplacion de la ACh veslcular se
produce por medio de un transportader acoplado a un gradiente de H' que es

mantenido por una ATPasa (Tucek, 1985},
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Cuando un potencial de acci6tn despolariza la terminal colinérgica,
las vesfculas m&s cercanas a la membrana, liberan ACh de forma Cal'-
dependiente. Una vez vacias, las vesfculas son rapidamente recicladas y
reincorporan ACh cfloplasmatica. S1 la célula estd en reposo aumentan Ssu
carga y su presion osmética hasta adquirvir la configuracién de vesiculas de
almacenamlento (Whittaker, 1086G). Existe también una liberacién esponténea
de ACh cltoplasmblica que vs independiente de Cam y tlene lugar tanlo en
reposo como bajo estimulacion, y cuya Intensidad eos constante (Tucek,
1985) .

La inactlvacion de la ACh, se produce mediante su hidrélisis en la
hendidura  sinfptica por la enzima ChAE, tal y como se ha visto
anterliormente. La colina resultante es recaptada, principalmente, medlante
un Lransportador de alta afinidad, Dicho transportador es dependiente de Na'
y de €17 y en el SNC se locallza especificamente en las terminales y en los

axones de las neuronas colinérgicas (Tucek, 1985; Kandel y Schwarlz, 1985).
1.3 Receptores de la ACh

Los receptores  acetilcolinérgicos se clasifican en  receplores
nicotinicos y receptores mugcarinicos. Inlclalmente se hizo esta distincion
por mtlodos empiricos farmacologicos: clertas respuestas a la ACh, como las
provocadas por la excitacion de fibras preganglionares simpéallcas vy
parasimpéticas, asi como las del potenclal de la placa motriz, eran imitadas
especificamente por la nicotina y bloqueadas por la tubocurarina; mientras
que las repuestas producidas por la excitaciédn de fibras postganglionares
parasimpfiticas eran imitadas por la muscarina y blogueadas por la atroplina.

Esta diferenciacion farmacologics se vi6 confirmada por estudios de
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fijacién que demostraron la especificidad de un sitio de caréacter

muscarinico y otro de carfctler nicotinico (Flérez et al., 1988)

Receptores nicotinicos

El receptor nicotinlco estd asociado divecta y permanentemente a
canales ionlcos. La activacién del receptor produce un aumento de la
permeabilidad a los fones Na' y K' y en menor grado al Ca¥ y Mg?. La
respucsta a la aclivaclén nicotinica se caracteriza poer su inlclacién

rapida y su duracitn corta (Florez et al., 1988).

Las sinapsis nleotinicas, que media la ACh en el SNC, son de 10 a 100

veces menos frecuente que las sinapsis muscarinicas (Bradlord, 1988).

Receplores muscarinicos

Los receplores muscarinicos pertenecen a la familia de receptores
ligados a proteinas G. La diferente alinidad que presentan los receptores
muscarinfcos por la pirenzepina (P2) hizé gue un principlo se clasificasen
en receptores ML oy M2, Los receptores M1 se definieron como aquelloes que
presentan una alta afinidsd por la PZ y estén localizados en el SNC y los
receptores M2 como aquellos que presentan una afinidad baja por la P4 y se
locallzan principalmente en Organos periféricos (Bonner, 1989).

Actualmente estudios de clonacion, han demostrado la existencia doe §
genes, que codiflcan 5 sublipos de receptores muscarinicos y se idenliflcan

como ml, m2, m3, md y mi. Los cuatro primeros se han caracterizado
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farmacolégicamente y se conocen bajo el nombre de receptores Mi, M2, M3 y

M4, El Gltimo subgrupo genético estd todavia por caracterizar

farmacologicamente (Bonner, 1989). Los receptores M1 y M3 actuan a través

del metabolismo de los fosfolipldos de inositel y de la acumulacién del

AMPc; la activacion de los rveceptores M2 y M4 {nhiben la enzima adenilato

ciclasa y por tento disminuye la formacién de AMPc (Bonner, 1989).

Las

caracteristicas princlipales de estos receptores asi como su locallzacidn se

recogen en la tabla 4.

valrlado

hipocampo
Lhlamo
mesenceérnlo

Nosonclalurn M1 Hi Ml M4
Aonlatnn ? ? ? !
acleclivon
Antagoninlong pirenzsepina meLhoc braminn hexahydrosllo- tropicamida
Helectivon Lelenceping AFDBX116 dirennl
p=rluorohexn-
hvdroailadifedinol
Reapucsta 104706 I AMIYe 1P/ DG 1 AMI'e
celular I permeabil ldad
K.
Local [racion bl pocampo HeDLum cortorn Wlpoeampo
on SN cortesn region ponllng oulrindo cartezn

erbriade

TABLA 4: Caracteristicas generales y distribucion de los receplores

muscarini{cos

(modt ticado

de

Vilara et al.,

1969;

receptor and lon channel nomenclature supplement).

Bonnet,

1989

1994
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4.4 Distribuclon y vias acetilcolinérgicas

Los primeros estudlos acerca de 1la distribucién de neuronas
acetilcolinérglcas fueron los trabajos realizados por Lewls y Shute en
1967 dichos trabajos estln basados en la localizacién inmunohistoquimica
de la enzima AChE., Ahora bién, estos estudios con el tiempo fueron
superados, ya que dicha enzima no es un marcador especifico de las neuronas
acelilecolinérgicas (Shute y Lewis, 1967). Los mapas anatOmicos que en la
actualidad definen el sistema acetilcolinérgico estén basados en el marcage
de la ChAT, enzima especifica de las neuronas acetilcollnérgicas (Cucllo y

Sofronfew, 1984; Sofronlew et al., 1988).

Bn ol SNC de la rata, las viag de proyecclén acetileolinérgicas, asi
como las neuronas Intringecas, han sido ampliamente estudiadag por
Sofrontew of al., (1985): estos estudlos muestran que las neuronas
positivag a ChAT se encuentran ampliamente distribuidas en todo el SNC, con
excepclon de dreas dliscretas como os el cerebelo. bentro del sistema
acetilcollinérgico, cabe destacar el sistema colinérgico telencefdllco;
dicho sistema parte de una banda de neuronas que se extliende desde el
nicleo seplal medial a los nacleos basales de Meynert a Lravés de la banda
diagonal de Broca, y proyecta a la corteza cerebral, amigdala, hipocampo y
bulbo olfatorio. En la tabla 5y fig. 6 quedan recogidas en un esquema las
principales proyecctones y neuropas Intringsecas acetilcolinérglcas que
existen en el cercbro de la rata (Sofroniew et al.,

1985) .

23



Introduccién

OR1GEN PROYECCION

nidcleos basales de Meynert amigdala
corteza cerebral

nucleo de la banda diagonal bulbo olfatorio
nicleo interpeduncular

nacleo de la habenila medial nucleo interpeduncular

nicleo tegmental pedunculopontino tAlamo
micleo tegmental laterodorsal

TABLA §5: Principales proyecciones acetilcolinérgicas en el SNC de la
rata {Cucllo y Sofronfew, 1984 Sofroniew et al., 1985)

FIGURA 6: Hsquema de las principales proyecciones y neuronas
intrinsecas acetil colintérgicas que existen en el cerebro de la rata
{Cuello y Sofronfew, 1984). Abreviaturas: Amg, amigdala: AQ, n. olfatorio
anterior; B, ntcleo basal de Meytert: Ox, corteza cerebral; CPu, caudado-
putamen; DB, n. de la banda diagenal: H, hipocampo: IP, n.loterpeduncular;
LDTg, n. tegmental laterodorsal: Mll, habénula medial; OB, bulbo olfatorio;
OT., tubérculo olfatorio: . septum: PPTE, n. tegmental peduncolopontino y

Th, talamo.
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5.- AMINOACIDOS NEUROTRANSMISORES

5.1 - Acldo glutamico

Desde la década de los 50, en que se demostrd la acclén excltadora
del dcldo glutémico (GLU) en neuronas del SNC (Curtis et al., 1959), han
sido muchos los trabajos dedicados a estudiar el papel neurolransmisor del
GLU. A diferencia  de  otros neurolransmisores, tales como ACh o
catecolaminas el GLU 8¢ encuentra, en el SNC, cumpliendo numerosas

funclones de cardcter estructural y metabblico,

oy en dia parece bién argumentado gque el GLU es el neurotransmisor
que medla la mayorfa de las sinapsis excltadoras de la corleza cercbral
{(Fonnum, 1984; Cotman ot al., 1987: Greenamyre y Young, 1989). En los
dltimos afoy este aminodcldo ha reclbldo una atencién especlal debido,
principalmente, al potenclal efecto neurotéxico que posee y a su posible
implicacion en enlermedades neurodegenerativas tales como las enfermedades
de Parkinson, Alzhelmer y Huntltong (Plaitakis et al., 1982: Beal et al.,

1986 Maragos ot al., 1987).

5.1.1. Metabolismo del GLU

Las rulas de sintesis del GLU en el SNC son miltiples (glutamina, 2-

oxoglutaratn, arginina, prolina, ornltina, proteinas tisulares) pero los
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precursores mayoritarios del GLU neurctransmisor son el 2-oxoglutarato y
principalmente la glutamina (GLN) (ver fig. 7). El 2-oxe-glutarato es un
intermediario del ciclo de Krebs y sintetiza GLU blen por medio de la
enzima aspartalo-amino-transferesa o por medio de la glutamato
deshidrogenasa. La GLN es el principal precursor del GLU; el paso de GLN a
GLU estd catalizado por la enzima glutaminasa, cuya localizacion es
principalmente neuronal (Hamberger et al., 1979; Bradford et al., 1978). El
control de esta enzima se¢ lleva a cabo mediante inhiblcién por su producto,
asi mismo puede ser activada por fosfatos y por Ca (Bradford y Ward, 1976;

Marlinez-llerndndez et al., 1977; BradCord et al., 1978).

La mayor parte del GLU es calabollzado en el interlor del astrocito.
Una vez que ¢l GLU se encuenlra en el citoplasma astrocitario, puede
oxldarse en ¢l ciclo de Krebs o convertirse en GLN por medio de la
glutamina gintelasa, enzina que se encuentra localizada casl exclusivamente
en las células ghiales (Martinez-tlerndndez et al., 1977). La GLN resultante
es liberada al espacio extracelular y es recaptada por las terminales
presinipticas de forma Na'-independiente, donde es nuevamenie convertida en
GLU por acclon de la glutaminasa. Existe, por tanlo, un clclo de
transferencia GLU-GLN entre la terminal presindptica neuronal y las células

gliales {Bachelard, 1981).
5.1.2 Almacenamiento, liberaci6n ¢ inactivaclén del GLU
Bl GLU, en las terminales sindplicas, puede eslar libre en el

citoplasma o almacenado en vesiculas., Las vesiculas sindpticas cerebrales

captan GLU del citoplasma por un transportader acoplado a un gradlende de
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i que es mantenido por una ATPasa dependiente de Mgm {Nalto y Ueda, 1985)
(ver fig. 7). En el cltoplasma de las terminales sinfpticas existen altas
concentraciones de GLU que se consideran una reserva que permiten el

rellenado de las vesiculas (Fonnum, 1991),

La llberacion del  GLU vesicular, tlene lugar de forma Cca
dependiente. Ixiste lamblén una liberacién del GLU citoplasmético Ca®
Independiente y que se produce por reversion del transportador encargado de
la recaptlaclon del GLU (Fonnum, 1984; Nicholls y Attwell, 1990; Nicholls,
1953).

Una vez tiberado en lag sinapsis, la inactlvacién del GLU se lleva a
cabo fundamentalmente a Lraves de sislemas de recaptacion de alta afintdad
Na'-dependientes. Dlchos Lransportadores estén situados en las membranas
tanto de las neuronas como de las células gliales (Fonnum, 1984 Nicholls,
1989, 1993; Gundersen et al., 1993), En astrocitos se ha descrito un slstema
transportador para GLU, que no ha sido descrito en neuronas. Este sistema
es Cl'-dependiente y diflere de los sistemas Na'~dependientes ne s0)o en sus
requerimlentos  tonicos, sino también en su  farmacologia y cen  su

distribucion anatémica (Anderson et al., 1890).
Los stslemas de recaptacion de GLU y su alta afinidad son de gran

importancia dado el potencial papel excitotoxlco que presentan las altas

concentraciones de QLU (Anderson et al,, 1990).
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FIGURA 7: lLsquema de los procesos relaclonados con la Lransmision
glutamatérgica. aKg: a-celoglutarato; AMPA: receptor AMPA: ASP: aspartalo;
ASPT: aspartato aminotransCerasa; C.K.: clclo de Krebs: GLN: glutamina;
GLNASA: glutaminasa; GLNSINT: glutamina sintetasa; GLU: glutamato; Gluc:
glucosa; KA: receptor kafnato: mGluR: receptor metabolropico:  NMDA:
receptor NMDA; OXA: oxalacetato; Piry plruvato (Segovia, 1995).
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5.1.3. Receptores del GLU

istudios farmacologicos con sustancias anélogas al GLU han permitido
deducir la existencia de dos clases de receptores glutamatérgicos, los
receptores fonotréplcos (1Gluls) y los receptores metabotréplcos (mGluRs)

(Zukin et al., 1991; Nakanishi, 1992),

Receptores glutamatérgicos tonoblrépicos

Los 1GluRs estén asociados a canales lénicos, su activacién aumenta
la permeabllidad de la membrana a diferentes lones (Nakanishi, 1992;
Seegurg, 1993). A este grupo pertenecen los receplores N-metil-D-aspartato
(NMDA) ., a-amino-d-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropianato (AMPA} y Kkainato
(KA) (Secegurg, 1993) (vere fig. 7). AMPA y KA cstén implicados en la
Lransmistion de la sefinl excitadorn rédplda. NMDA estd asociado a la
transmistidn de la sefial excltadora lenta, es voltaje dependiente y para su
activacién necesiia una previa despolarizacion de la membrana, de aqui que
esté asoclado a otros receptores, generalmente al receptor AMPA (Cotman et
al.. 1987; Raymond e¢i al., 1993; Nicholls, 1893). Las principales

caracter{sticas de estos receplores se recogen en la tabla 6.
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Nomenclatura NMDA AMPA KA
Agonlstas NMDA AMPA kainato
selectivos glicina domoato
Antagonistas D-APS NBQX kinurenato
selectivos CGS19755 GYKIS524G6 AMOA

Respuesta [ permeabilldad ! permeabilidad I permeabilidad
celular ca®, Na', K Na', K' Na', K

Locallszacion
en SNC

hipocampo
(stratum radialum)
estriado

thlamo

corLeza

cerebelo
(capa granular)

¢« roceptor NMDA
cerebelo
{capa molecular)

complementaria a
receplor NMDA
hipocampo
{stratum lucidum)
hipotélamo

TABLA 6: Caracleristicas generales y distribucién de los receptores

glutamatérgicos { Cotman et al,, 1987: Watkins eb al., 1990; Farooqul y
Horrocks, 1991; Secburg, 1993: Sprengel y Seeburg, 1993 Schoepp y Conn,
1993; Holtmann y Heloemann, 1994; Mora y Sangulnettl, 1994; 1884 receptor
and lon channel nomenclature supplement)
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Receptores glutamalérgicos metabotrépicos

Los mGluRs son una familia de receplores que se encuentran asociados
a proteinas G. Existen G subtipos de mGluRs los cuales se incluyen en tres
grupos segun la similitud de su secuencia (Nakanishi, 1992). La activacitn
de los mGluRs esta acoplada a la activaciéon de maltiples sistemas de
segundos mensageros, pudiéndose produclir: aumento de los fosfoinositoles;
aumento o dismfoucion de AMPe; activacion de la fosfolipasa D y modulacién
de canales {6nicos (Schoepp y Conn, 1993). En general los mGluRs paracen
tener un efecto modulador de la Lransmisi6n sinfptica. La activaclén de
estos receptores, en funcién de los efectores celulares a los que estén
acoplados, pueden producir efectos excitadores o inhibldores. Un efecto
constante cn todo ¢l cerebro es que la activacidon de estos receplores
produce una reducciton de la transmisiéon en las slnapsls excitadoras
glutamatérgicas. Uste efecto se plensa que pudliese estar mediado por un
autoreceptor presindptico, concretamente se piensa que estd mediado por el
receptor mGluRd, el cual ha side clasicamente considerado como wun tipo
diferente de receptor glutamatérgico, el receptor 2-amino-4-fosfobuliratoe
(AP4) (Schoepp y Conn, 1993: Hollmann y Helnemann, 1994}, Las princlpales
caracteristicas de estos receplores, asf como su distribueion en el SNC de

la rata se recogen en la tabla 7.
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Grupo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Nomenclatura mGluRl, mGluRS mGlur?, mGluR3 mGluR4, mGluRG
Agonistas tACPD tACPD tACPD
selectivos AP4
Antagonistas | L-APJ 9 9
gelectivos
Respuesta I 1P3/DG | AMPe | AMPc
cclular
Locallzacion hipocampo cerebelo hipocampo
en SNC cerebelo (neuronas de retina
(neuronas de Golgl)
Purkinje)

TABLA 7: Caracteristicas generales y distribucién de los receptores
glulamatérgleos metabolroplcos (Nakanishl, 1992: NHollman y Heinemann, 1994;
1394 receptor and jon channel nomenclature supplement)

5.1.4 Distribucion y vias glulamatérgicas

Bl slstema glutamatérglco se encuentra ampliamente distribuldo en el

SNC, concretamente con el telencéfalo en donde la mayoria de las
proyecciones corticales parecen estar mediadas por GLU. Una de las primeras
vias en las que se deseriblo el papel neurotransmisor del GLU fue en ‘la
proyecclon que va desde la corteza motora y premoiora a caudado-pulamen
(Spencer, 1976). La confirmacion de la naturaleza glutamatérglica de esta
via se realizd desde maltiples aproximaciones metodolbgicas (McGeer ot al.,
1877; Fonnum et al., 1981b; Hassler et al., 1982; Peinado y Mora, 1986). En
la tabla 8, rig. 8 se recogen las principales proyecciones glutamatérgicas

en el SNC de la rala.
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ORIGEN

PROYECCICN

coclea (nervio auditivo)

nicleo coclear

capa granular cerebelo
{Cibras paralelas)

capa molecular cerebelo

oliva Inferior
{fibras trepadoras)

neuronas de Purkinje

corieza

estriado

talamo

substantia nigra

médula espinal

itlpocampo (via perforante)
corteza contralateral

hipocampo

hipotdlamo
septum lateral
hipocampo contralateral

giro dentado
(fibras musgosas)

regién inferior del hipocampo

CA3 (colaterales de Schaffer)

reglion superior del hipocampo

talamo

corteza frontal

bulbo olfatorio

corteza olfatorla

aferencias sensilivas primarias

médula espinal

TABLA 8:

1983 Fonnum, 1984: Cotman ci al.,

Algunas vias glutamatérglcas propuestas

1987; Robinson y Coyle, 1987).

{Fagpg » Foster,
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FIGURA 8: Representacion esquematica de algunas vias del SNC de la
rata mediadas por GLU. a) vias cortice rugales. b} vias subcorticales.
Abreviaturas: OB, bulbo olfatorio; AON, bulbo olfatorio anterior; NA, n.
accumbens 0T, tubérculo olfatorio: AMG, amigdala; PC, corteza piriforme:
C/P, caudado-putamen; LS, septum lateral, NS, sustancia negra; R, n. rojo;
SC, eoliculoe superior: IC, coliculo Inferior; P. 0. pontinos: CB, cerebelo:
10, complejo ollvar Inferior {Cotman et al., 1987).
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5.2 GABA

il Acido I'-amino-butirico (GABA) es uno de los neurotransmisores
mejor esltudiados del SNC. Robert y Awapara descubrieron independientemente
en el afio 1950 la presencia de GABA en el cerebre (Roberts y Frankel, 19560;
Awapara et al., 1950), pero hasta finales de los afios 60 no se establacid
su papel como neurolramnmlsor {(Krnjevic y Schwarlz, 1966; Obata y Takeda,
1969). loy en dia, se considera el neurptranmisor inhibidor més extendldo
en el SNC de los mamiferos. Su concentracion es entre 200 y 1000 veces
superior a la de otros neurolransmisores tales como DA y ACh (McGeer vy

MeGeer, 1089),

5.2.1 Metabolismo

En el cerebro adulto de los mamiferos ¢l GABA se sintetiza
principalmente a partir del GLU por accién de la enzima GABA-decarbox!lasa
(GAD} (ver fig.9). Dicha rveacclén es lrreversible en condlciones
fisioldgicas. GAD es una enzima cltoplasmética especifica de las neuronas
gabérgicas, por lo cual es usada como marcador quimico. Neceslta la

presencia del coenzima pirldoxal-5-fosfato y es inhibida competitivamente

por GABA, acldo aspartico y Cl° (Mariin, 1993: Martin y Rimwall, 1993).

Bl melabolismo del GABA se produce por medlio de la enzima GABA-
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transaminasa (GABA-T). Iista cnzima es mitocondrial, no especifica de las
neuronas gabérgicas y necesita como cofactor el coenzima piridoxal-5-
fosfato. GABA-T a partir de a-celoglutarato y GABA rinde GLU y semialdehido
succinico. La disponibilidad de a-cetoglutarato es un factor Importante en
la regulacton de la actividad de la enzima. Cuande dicha transaminacién se
produce en la glia, el GLU formado da lugar a GLN por acclén de la enzima
glutamina-sintetasa, La GLN es transportada a la terminal sinéptica donde
es transformada en GLU y dste a su vez en GABA (McGeer y McGeer, 1989;

Martin, 1883: Martin y Rimvall, 1993) (ver fig. 10)

NII2 0
HOOC—CH%H%-CH HOOC—CH#HH—C—COOH
\\(XXHI
dc. glutamico FQ\\\\\“thﬂﬂﬂflfz/,;\ x-cetoglutarato
GABA-T
II()()C—CIlz(lllzcllz--Nil3 I-IOOC-CHZCH?-CIIO ——)1{0()(3-CII20112~C()011
GABA semialdehlido dc. succinlico
guccinico

FIGURA 9: Sintesis y degradacion enzimtica de GABA
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5.2.2 Almacenamiento, liberacién e inactivacién del GABA

El GABA puede encontrarse libre en el cltoplasma o acumulado en
vesiculas. Las vesiculas sindpticas acumulan GABA en su interior por medio
de un transportador acoplade a un gradiente de II' que es mantenide por una

ATPasa dependicnte de Mg% (Fykse y Fonnum, 1988) {ver fig. 10)

La liberacion de GABA vesicular Liene lugar de forma Cam-dependiente.
Trabajos reclentes han mostrado que existe también una liberacitn de GABA

2'—[ndependiente y se produce por reverslén del

citoplasmitico que es Ca
transporiador cncargado de la recaptacion del GABA (Amara y Kuhar, 1993;

Lester ot al., 1904).

Una vez liberado en la hendidura sinfptica la inactivacion de GABA sc¢
lleva a cabo por medio de unos transportadores de slta alinidad
dependicntes de Na' y €17 s{tuados, principalmente, en las membranas de las
neuronas, aunque también exlsten en las células gliales (Lester el al.,
1994} . Se hap identificado dos sistemas de transporte para GABA (Iversen y
Kelly, 1975). Se propone que uno sea un transportader neuronal y olro
glial, aunque algunos estudios contradicen esta hipbtesis (Cummins et al.,

1982; larsson el al., 18586).
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TERMINAL
PRESINAPTICO

Qlue

YYEYD.€ -

cr
NEURONA
POSTSINAPTICA

FIGURA 10: KEsquema de los procesos relacionados con la transmision
gabérgica. akKG: a-cetoglutarato; AS: écldo succinico: C.K.: ciclo de Krebs;
GABA: acido gamma-aminobutfirico; GABAA: receplor GABAA; GABAB: receptor
GABAB: GABAT: CABA transaminasa: GAD: &cldo glutémico decarboxilasa: GLN:
glutamina; GLNASA: glutaminasa: GLNSINT: glutamina sintetasa: GLU:
glutamato; Gluc: glucosa: Pir: plruvato; SAS: semialdehido succinico:
SASDH: semlaldehido succinico deshidrogenasa (Segovia, 1995},
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5.2.3 Receptores del GABA

Los receptores gabérgicos se pueden dividir en dos tipes, los GABA-A
y GABA-B. Ambos tipos de receptores se encuentran en la mayoria de las
reglones del SNC, aunque la densidad varfa mucho de unas zonas & otras. In
la tabla 9 se mueslran las caracteristicas principales de ambos receptores,

asi como su distribucién en el SNC de la rata.

Receptor GABA-A

Il receptor GABA-A es un receptor lonotropico que estd implicado en

la transmision de la sefial inhibldoras rapida mediante la apertura de

canales de Cl” (McGeer y McGeer, 1980: Bittiger et al., 1893) (ver (ig. 10).

El receptor GABA-A posee sitios de union especificos para GABA,
barbitiricos, benzodiacepinas, anestésicos esteroldeos y plerotoxina, de
forma que las corrientes de Cl° son reducidas por plcrotoxina, bicuculina
Yy penicilina G y son aumentadas por benzodiazepinas, barbitiricos y

anestésicos esteroldeos (Mcbhonald y Olsen, 1994},

Receptor de GABA-B

Kl receptor de GABA-B estd acoplado a proteinas G. La activaclon deld
receptor GABA-B inhibe la formacion de AMPc, disminuye la permeabilldad al

Cah ¢ incrementa ta permeabitidad al K'. A nivel presinaptico la activacitn
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de los receptores GABA-B inhibe la liberaciéon de neurctransmisores y a
nivel postsindptico media potencilales postsindpticos inhibidores lentos

(Bittiger et al., 1993).

Estudios bioquimicos realizados recientemente sugieren que el
receptor GABA-B es hetereogéneo y que existen distintos subtipos de
receptores. Estos difieren entre si en su localizacién, farmacologia y en
su efecto sobre la liberacién de otros neurotransmisores. Hasta el momento
no se han clonado los distintos subtipos de receptores GABA-B (Bonanno y

Raiterl, 1993).

Nomenclatura GABA-A GABA-I3
Agonislas Muscimol Baclofen
selectivos Isoguvacina
Antagonisias Blcuculina Saclofen
selectlivos SRISHI CGP35348
Respuesta i permeabllidad CI° I permeabilidad K'm
celular | permeabilidad Ca
| AMPc
Localizacion corleza lrontal n. Interpeduncular
en SNC cerebelo cerecbelo
(capa granular) (capa molecular)
bulbo olfatorio corteza frontal
Ldlamo n. olfatorio anterior
thlamo

TABLA 8: Caracteristicas principales y distribucibn de los receplores
gabérgicos (Bowery et al,, 1987; Bowery, 1993; McDonald y Olsen, 1894 (994

receptor and ifon channel nomenclature suppilement)
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5.2.4 Distribuclon y vias gabérgicas

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mAs ampliamente distribuido
en el SNC. Las ncuronas gabérgicas han sido consideradas clésicamente
interneuronas, pero actualmente se conocen neuwuronas de proyeccldon de
naturaleza gabérgica. A pesar de que las interneuronas gabérgicas estén
practicamente distribuidas en todo el cerebro, caben destacar zonas donde
existen una gran densidad tales como: corleza cerebral, hipocampo, bulbo
olfatorfo, hipotalamo y reilna (Fagg y Foster, 1983; Mugnaini y Certel,
1986). En cuanto a las neurcnas de proyecclon, los gangllios basales son la
reglén cerebral que presenta una mayor abundancia de proyecciones
gabérgicas (Fagg y Foster, 1983: Mugnaini y Oertel, 1985; McGeer y McGeer,
1989). En la tabla 10, fig. 11 se recogen las principales proyecciones

gabérgicas presentes en el SNC de la rala.
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ORIGEN PROYECCION

corteza substantia nigra
hipocampo hipocampo contralateral
nicleo accumbens globus pallidus

substantia nigra
drea tegmental ventral

estriado globus pallidus
nicleo entopeduncular
substantia nigra

globus pallidus nGcleo subtalémico
substantia nigra
estriado

niicleo entopeduncular habénula lateral
thlamo

substantia nigra tAlamo

(parte retlculata) coliculo superior
neuronas de Purkinje nacleos cerebelares

nicleo vestibular lateral

TABLA 10: Algunas vias gabérgicas propuestas (Fagg y Toster, 1983
Mugnaini y Oertel, 1985; McGeer y McGeer, 1989).
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FIGURA 11: Representacion esquemdlica de algunas vias del SNC de la
rata que estan mediadas por GADA. AVT, 4rea tegmental ventral: CH,
cerchelo: CS, colliculo superior; CX, corteza cerebral: GP, globus pallidus:
UT, hipatdlamo: NA, ndcleo accumbens: NE, nacleo entopeduncular; NH, nicleo
habenular lateral: NS. micleo sublalémico: NVL, ndcleo vestivular lateral;
ST, estriasdo: T, thlamo (modificado de Fagg y Foster, 1983) .
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6.~ MAPA NEUROQUIMICO DE LA CORTEZA PREFRONTAL

En la CP estdn presentes la mayoria de los neurctransmisores
conocidos en lta actualldad. Asi se ha descrito la presencla de
catecolaminas, ACh, aminofcidos neurotransmisores y péptidos
neurotransmisores entlre los que se incluyen: NT, neuroflisina, bombesina,
coleocislokinlna, encefalina, neuropéptido Y, sustancia P, péptido
intestinal vasoactivo, as! como receptores oplaceos. La coexlstencia e
interaccitn entre dlferentes péptidos y neurctransmisorcs tales como DA,
ACh, GLU y GABA ha sido descrila en diversas regiones cercbrales ( Bean el
al., 1990; Lapchak ot al., 1990; Sanz, 1992). Dado que en las capas
profundas de la CPM existen Lerminales que contienen DA, ACh y NT (Thierry
et al., 1973; llouser ¢t al.,1985; Studler et al., 1988) as!{ como neuronas
gabérglicas y glutamatérgicas (Fonnum et al., 198la, 1981b; TFonnum 1984,
Mora et al., 1986; Lsclapez cl al., 1987), el trabajo que aqui se presenla
se centra en el estudlo de los sigulenles neurolransmisores: NT, DA, ACh,
GLU, y GABA. tn la flg. 13 se rccoge un esquema del mapa neuroquimico

propuesto para la CP de la rato.
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6.1 Neurotensina

La inervaclén neurotensinérgica de la CPM procede de un grupo de
neuronas que proyecta desde el AVT del mesencéfalo, En la CPM no existe NT
intrinseca (Studier et al,, 1988). En dicha =zona cortical, la NT se
encuentra ceoexistlendo con la DA, por tanto la mayor densidad de terminales
neurotensinérgicas en la CPM se encuentra en las capas mas profundas
siguiendo un patrén paralelo al de las terminales dopaminérgicas (Seroogy

et al., 1988; Studler et al., 1988).

in cuanto a la locallzaclén de los receptores neurotensinérgicos
exlste una mayor densidad en las capas V-VI de la CP (Lindwall y Bjorklund,
1974). La lesitn con G6-OHDA del AVT produce un aumento del nimero de
receplores de NT en la CP indicando que los receptores de NT en la CP se
locallzan principalmente a nivel postsindpiico (llervé et al., 1986). Asf
mismo, se ha visto que dichos receptores siguen una distribucién paralela

& los DI {Studler et al,, 1988;: Tassin et al,, 1988).

Iin general el efeclo de la NT sobre las neuronas de la CP es
exicitador. Bstudios electrofisi6logicos muestran que la aplicacién de NT
produce la despolarizacién del 88% de las neuronas piramidales estudladas
(Audinat et al., 1989). Ademds de un incremento de los potenciales
postsindptlicos excltadores se produce un incremento de los inhibidores. lLa
NT tamblén podria activar las ncuronas gabérgicas y el efeclo neto de este
péptido sobre las ncurenas piramidales podria resultar de un balance entre

una excltacion directa de las neuronas piramidales y una inhibicion
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indirecta medliada por interncuronas gabérgicas (Audinat et al., 1989).

Dado que la NT est& coexistiendo con la DA, son muchos los trabajos
que estudian una posible Interacci6n entre estos neurotransmisores (Seroogy
et al., 1987;1988; Bean et al., 1990). Los efectos que produce la unién de
NT a su receptor podrian deberse, al menos en parte, a una modulacién de
los receptores dopaminérgicos (fig. 12). Fuxe et al (1992) en un estudio
realizado en neuronas estriatales de rata, afirman que la unién de NT a su
receptor reduce la afinidad de los receptores D2 y aumenta la afinidad de
los D1 este efecto se produce mediante la existencla de una interaccidn
intramembrana entre los receptores neurotensinérgicos y dopaminérgicos.
Dicha interacciéon parece implicar camblos alostéricos en la regiones
adyacenles a los receplores y la activaclén de quinasas y fosfatasas (Fuxe
et al., 1992}). Estudlos reallzados por Bean y Roth (1992) han mostrado que
estimulaciones a baja frecuencia del fascicule prosencefdlico medial,
produce una liberacion In wvive s6lo de DA en la CPM, mientras que a
frecuenclas mayores o a rafagas tanto la DA como la NT son liberadas. Lstos
autores apuntan también que la llberacidn diferencial de NT y DA en la CPM
de la rata puede deberse a la activacién de autoreceptores D2. Asi, la
estimulacion de estos receptores D2 con agonlstas DA produce une inhibicion
de 1a liberacion de DA y un incremeno de la liberaci6bn de NT (Bean et al.,

1990) .
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RIGURA 12: Representacldén esquemdtica de las posibles Interacclones
pre-postsindptlcas entre los receptores neurcotensinérgicos y dopaminérgicos
en la CP de la rata (Studier et al., 1988; Fuxe et al., 1992; Retaux et
al., 1991)

6.2 Dopamina

La Inervacion dopaminérgica de 1a CPM proviene de un grupo de
neuronas que proyecta desde ¢l AVT del mesencéfalo (Thierry et al., 1973;
Lindwall y Bjorklund, 1974). Dicha proyeccion constituye ¢l sistema
mesocortical dopaminérgico, Las terminales dopaminérgicas en la CP se
extienden a lo largo de las capas [-VI pero la mayor densidad se concentra
en las capas més profundas (V-VI) (Emson y Koob, 1978; Tassin et al.,
1988). Dichas terminales establecen contactos sinapticos con las neuronas

piramidales de la CP (van Eden et al., 1987; Seguela et al., 1988: Verney
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et al., 1990), neuronas que son de naturaleza glutamatérgica y constituyen
la principal eferencia de la CP (Fonnum et al., 198la, 1981b; Fonnum 1884;
Peinado y Mora 1986; Cotman et al,. 1987).

Tanto los receptores DL como los receptores D2 estén presentes en la
CP. Los receptores DI son mds numerosos que los D2 y se encuentran
localizados principalmente en la capa VI (Boyson et al,, 1986). Se ha
sugerldo la existencia de receptores D1 en las dendritas de las neuronas
piramldales corticales (Retaux et al., 1991). Los receptores D2 se
encuentran extendidos a lo largo de las capas II-VI (Boyson et al 1988).
Existen avtoreceptores D2 en las terminales corticales dopaminérgicas y
también heleroreceptores en terminales de neuronas piramidales que
proyectan a estrlado {Retaux et al., 1991), asfi es posible la existencia de
terminales colaterales recurrentes con receptore P2, La estimulacién de los
receptores D1 tiene un c¢fecto excitador sobre las neuronas de la CP,
mientras que la cstimulacion de los receptores D2 tiene un efecto inhibidor
(Thierry et al., 1986). La eslimulacién de los autoreceptores D2 en la CPM,
produce una liberacién de NIy una Inhiblcién de la liberacion de DA {Bean

et al., 1990).

La estimulacién eléetvica del AVY, as! como la aplicacibn
microiontaforética de DA en la CP, produce una inhibicién de la aclividad
de las neuronas corticales piramidales de las capas V-VI (Mora et al.,
1976; Bernard!l ¢t al 1982; Bunney y Chiodo, 1884). Esta inhibiclén de las
neuronas puede ser debida a un efecto directo de la DA sobre dichas

neuronas y/o estar mediado por neuronas corticales gabérgicas.
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No existen evidencias de una sinapsis directa entre las alerencias DA
y las neuronas Intracorticales gabérgica,aunque la organizacion anatbmica
de la Inervacidn gabérgica y dopaminérgica indica una posible interaccion
DA-GABA-GLU (Verney et al., 1990). De hecho, estudios realizados fn vitro
muestran que la DA Incrementa la liberacién de GABA, asi como el disparo de
la internecuronas gabérgicas de la CP (Penit-Soria et al., 1987: Retaux et

al., 1991).

6.3 Acctilcolina

* La inervaclon acet{lcolinérgica de la CPM proviene de aferencias que
proyectan desde los ntcleos basales de Meynert y de neuronas
acetllcolinérglicas lutringecas (Melusam et al,, 1983; louser et al., 1983;
1985). La mayor densidad de terminales acelilcolinérgicas se concentran cn
las capas més profundas de la CP siguendo una distribuci6on laminar similar
a la de la DA. Las neuronas Intrinsecas ACh se distrlibuyen a lo largo de la
capas I1-VI con una mayor concentraclén en las capas I1-1V, Las terminales
acetilcolinérgicas establecen ginapsis con las dendritas de las neuronas

piramidales y con cuerpos de neuronas no piramidales (Houser el al., 1985).

Tanto los receptores Ml como los M2 estén presentes en la corleza
cerebral., Los Ml son mds numerosos queé los M2 y se distribuyen
principalmente a lo largo de las capas I1-111 (Hammer et al., 1980). Sec ha
sugerido que cn la corteza frontal de rata, los receptores M1, se
encuentran a nivel postsinéptico sobre las neuronas piramidales y a nivel
presindptico sobre las terminales dopaminérgicas (Marchi et al., 1890;

Chessell et al., 1993). Los receplores M2 se distribuyen a lo largo de la
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capa III y V (Spencer et al., 1885) y se encuentran a nivel presindptico en

las terminales acetilcolinérgicas {Marchi y Raiteri, 1985: Marchi el al.,

18903} .

Las acclones de la ACh a nivel cortical no son del todo conocidas. En
general, parece tener un efeclo facilitador de la transmisién sindptica
aunque tras la aplicacién microlontoforética de ACh se han encontrado
acciones tanto excitadoras (Krnjevic y Phillis, 1961; Andrade, 1891;
Bernarde., 1993) como Inhibldoras (Philllis y York, 1967: Sillito et al.,
19858: Vidal y Changeaux, 1993). Se pilensa que la accion inhibidora de la
ACh estd mediada por interneuronas gabérgicas; as{, esta inhibicién ocurre

més frecuentemente en capas con una mayor densidad de interneuronas GADA

(§11lito et al., 1985),

Han sido muchos los estudios reallzados en olras fireas cercbrales
tales como estriado ¢ hipocampo, donde se pone en evidencia la interacclén
de ACh con neurotransmisores tales como DA, GLU, y GABA {Ono el al., 1988;
Xu et al., 1989) pereo en la corteza cerebral dicha interaccibn estd poco
documentada. DLn la corteza cerebral de rala agonistas muscarinlcos
potencian la llberaclion evocada de DA por la activacion de heteroreceplores
supuestamente M1 y disminuyen la liberaclién de ACh por activacion de

autoreceptores M2 (Marchi y Rallerl, 1985; Meyer y Otero, 1985).
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6.4 Aminofcidos neurctransmisores

6.4.1 Acido glutfémico

La inervacion glutamatérgica en la CPM de la rata procede de
terminales de neuronas corticales piramidales y de aferencias tales como
las procedentes del talamo (Fonnum et al., 198la; 1981b: Fonnum 1984:
Peinado y Mora 1986: Colman et al., 1987). Las neuronas piramidales se
distribuyen a lo largo de las capas I1-VI, La mayor densidad se encuentra
en las capas [1-VI y las de mayor tamafic estén en la capa V. Sobre estas
neuronas, que son la  principal eferencla cortical a estructuras
subcorticales, establecen sinapsis terminales dopaminérglicas procedentes
del AVT (Van Eden et al., 1987, Seguela et al., 1988; Verney et al., 1990);
terminales acetilcolinérglicas procedentes de los nicleos basales de Meynert
(Houser et al., 1985) y neurcnas intrinsecas gabérgicas {(louser ct al.,
1984). La aplicacion lontoforética de GABA y de DA produce una inhibiclén
de las neuronas piramidales (Penlit-Soria et al., 1987; Sesack et al.,
1989), micnlras que la aplicacliédn lontoforética de ACh y NI produce una
excitacion (Audlnat et al., 1989: Bernardo, 1993), atnque hay estudies en
los que se ha encontrado una inhibicién (Phillis y York, 1967; Sillito et
al., 1985),

En cuanto a los receptores glutamatérgicos la mayor densidad de
recepltores corticales NMDA se localiza en la CP, concretamente en la CPM
(Fonnum et al., 1981la, 1981b; Fonnum 1984; Mora et al., 1986; Esclapez ct
al., 1987). Dichos receptores al {gual que los receplores AMPA se localizan
principalmente en las capas I-111, y los receptores KA se localizan en las

capas V-Vl (Cotman ct al., 1987). Eno las terminales ax6nicas de las
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neuronas plramidales que proyectan a estriado existen receptores D2, los
cuales también podrian estar presentes en terminales colaterales
recurrentes (Retaux et al., 19%91). Se sugiere que scbre las neuronas
piramidales existan, a nivel cortical, receptores NT, DI y Ml (Retaux et
al., 1991; Audinat et al., 1989; Chessell et al., 1993) as{ como receptores
GABA-A y GABA-B (Pirot et al., 1992;Bonanno y Raiteri, 1993).

Las acciones del GLU en todo el SNC son excitadoras. La aplicacibn

jontoforética de GLU en la corteza cerebral produce una excltacibn de las
neurcnas corticales (Krnjevic y Phillis, 1963). Bstudios realizados in
vitro muestran que en la corteza Crontral GLU estimula la liberacl6n de DA

por activacion de los recepltores NMDA (Jones ¢t al., 1993).
6.4.2 GABA

Bn la corteza cerebral de la rata GABA se encuentra localizado
mayoritarliamente en inlerneuronas, aunque también existen vias de
proyeccibon desde nticleos subcorticales. Concretamente en la CPM exlisten
aferencias gabérgicas que proyectan desde el AVT (Pirot et al., 1992). La
distribucion de las Interncuronas gabérglcas es bastante homogénea a lo
largo de la corteza cercbral y se concentran principalmente en las capas
I1-1V (Houser et al., 1984). Las terminales gabérgicas establecen contactos
sindpticos sobre el cucrpo y sobre el segmento iniclal del axon de las

neuronas piramidales (Houser ¢l al., 1984: Verney et al., 1990).

En las interncuronas gabérgicas existen autoreceptores GABA-B cuya

activaci6n produce una Inhibicién de la liberaci6n de GABA (Bonanno et al.,
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1988). Se sugicre la existencia de heteroreceptores GABA-B y GABA-A en las

terminales glutamatérgicas (Bonanno y Raiteri, 1993).
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FIGURA 13:Mapa neuroquimico propuesto en la CP de la rata (Houser et
al., 1985:; van Eden et al., 1987; Studler et al.,1988; Marchi el al.,
1890; Retaux et al., 1991; Pirol el al., 1992; Chessell et al., 1993;
Bernardo, 1993; Bonanno y Raiteri, 1993)
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7.~ RESUMEN Y PLANTEAMIENTQ

lL.a CPM se define come el &rea cortical que recibe las proyecclones
del nicleo dorsomedial del thlamo. Son muchos los neurolransmisorcs
presentes en la CPM; este trabajo se centra en el estudio de la interaccitn
de la NT, la DA y la ACh con los amino&cidos neurotransmisores GLU y GABA,

en esta fArea del cerebro,

Los aminodcldos neurotransmisores GLU y GABA son, respectivamente, el
neurotransmisor excitador e inhibldor mhs abundantes en todo el SNC. El GLU
presente en la CPM proviene de terminales de neuronas corticales
piramidales, as!{ como de aferenclas subcorticales tales como las que
proyectan del télamo {Fonnum et al., 198la-b; Fonnum, 1984; Pelnado y Mora,
1986; Cotman et al., 1987). En cuanto al GABA se localiza principalmente en
Interneuronas aunque también existen en la CPM aferenclas que proyectan
desde el AVE del meséneelalo (Pirol et al,, 1892). Las terminales
gabérgicas sinapsan directamente sobre el cuerpo y Sobre el segmento
inicial del ax6n de las neuronas plramidales, slendo éste cl contaclo
sinaptico mAs frecuente que s¢ establece en la CPM. Existen autoreceptores
GABA-B y sc¢ sugiere la exlslecia de helerorectores GABA-A y GABA-B sobre

las neuronas piramidales (Plrot et al., 1992; Bonanno y Raiterl, 19893).

La NT es un neuropéptido gque se encuentra coexistiendo con DA en
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terminales que proyectan desde el AVT del mesencéfalo, de forma que en
dicho &rea cortical existen terminales dopaminérgicas y terminales mixtas
DA/NT (Seroogy et al., 1988; Studler et al., 1988). En la CPM no existe NT
intrinseca. Los receptores de N se encuentran principalmente a nivel
postsinptico y siguen una distribucién paralela a los receptore D1 {Hervé
et al., 1986: Studler et al., 1988; Tassin et al., 1988), de forma que las
neuronas piramidales glutamatérgicas posiblemente tengan receptores para
NT. El efecto de la NT sobre las neuronas piramidales es excitador (Audinat
et al., 1989); as! mismo, NT produce un aumento de la liberaciéon de DA,
posiblemente por una modulacién de los receptores dopaminérgicos D2 (Bean

et al., 1990; Fuxe et al., 1982).

La DA presente en el CPM procede de terminales que proyectan desde el
AVE del mesencéfalo, (Thierry et al., 1973; Linwall et al., 1974). Dichas
terminales slnapsan sobre las neuronas piramidales (Van LIden et al., 1987;
Segucla et al., 1988; Verney et al., 1990}, Se sugulere la existencia de
receptores DI en las dendritas de las neuronas piramidales (Retaux et al.,
1981). Un cuanto a los receptores D2, estan presentes en las terminales de
las neuronas plramidales que proyectan a estriado, y posiblemente en
terminales colaterales recurrentes (Retaux el al., 1992). La activaci6n de
los receptores DI tlene un carfcter excltador mientras que la acltivacion de

los receplores D2 tlene un carfcter Inhibidor (Thierry et al., 1986).

La ACh estd presente en la CPM y proviene de neuronas intrinsecas
acetilcolinérgicas, as{ como de aferenclas que proyectan desde los nicleos
basales de Meynert {(Melusam et al,, 1983; llouser ct al., 1983: 1985).

Dichas aferencias  acetileollnerglicas sinapsan  sobre  las  neuronas

O
2}
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piramidales (llouser et al., 1985}, Posiblemente en las dendritas de las
neuronas piramidales existen heteroreceptores M! asi como sobre las
terminales dopaminérgicas (Ono et al., 1988; Marchi et al., 1990; Chessell
et al., 1993); los receplores M2 se encuentran principalmente a nivel
'presinﬁptlnn sobre las terminales acetilcolinérgicas (Ono et al., 1988;
Marchi ct al.,., 1990). La activacion de los receptores supuestamente Ml
producen un aumento de Ia llberaclén de DA {(Marchi y Ralterl, 1985; Ono et
al., 1980), la estimulacién de log receptores M2 producen una disminucidn
de la liberaclOn de ACh (Meyer y Otero, 1985). El papel de la ACh sobre las
neuronas piramidales es principalmente excitador, aunque hay estudios en
los que s¢ ha encentrado una inhibicién. Dicha inhibicién podria estar
mediada por interncuronas gabérgicas (S111ito et al., 1985; Bernardo, 1993;

Vidal y Changeaux, 1993},

1 trabajo que aqul se presenta trata de estudlar el efecto que tlene
cada uno de estos neutransmisores sobre los niveles extracelulares de GLU
y GABA en la CPM para, de esta forma, aportar datos que permitan Inferir
aspectos funclonales de la interacclon de neurotransmisores en esle érea
del cercbro. Para ello, por medio de la técnlca de perfusién intracerebral
in vivo push-pull se¢ perfundid intracerebralmente y en el animal despierto
agonistas neurotensinérgicos (NT), dopaminérgicos (apomorfina, agonista D1-
D2) y acelllcollnérgicos (arecollna, agonlsta M1-M2; oxotremorina, agonlsta
M27 MeN-A-343, agonista M1) ast como ! bloqueante dopaminérgico,
haloperido! (bloqueante DI1-D2) y el acetflcolinérgico, PZ (bloqueante Ml).

Para e¢llo se reallzaron los siguientes blogues experimentales:
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- Bloque experimental 1: efecto de la perfusi6bn intracortical
de NT y de NT tras la {nyeccion intraperitoneal previa de ML

sobre la [GLU] en la CPM de la rata despierta.

- Bloque experimental 2; efecto de la perfusi6én intracortical
de apomorfina (APO) y de APO tras la inyecci6n intraperitoneal
previa de Hl. sobre la [GLU] y la [GABA) en la CPM de la rata

desplerta.

- Bloque experimental 3:
Experimento 1 Efecto de  la perfusion Intracortical de
arecollina (ARE) sobre la [GLU] y la [GABA] en la CPM de la rata

desplerta,

Experimento 2: Efecto de la inyeccion i.p. de oxotremmorina

(0X0) sobre la [GIU] y la [GABA] en la CPM de la rata

Experimento 3: efecto de la perfusion intracortical de McN-A-
343 (McN)Y y de McN tras la perfusién Intracortical previa de

PZ sobre la [GLU] y la [GABA] en la CPM de la rata despierta.
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1.- ANIMALES

Los anlmales utilizados para los experimentos lueron ratas adultas
macho, raza Wistar, con un peso comprendido entre 250-350 g, lo que
corresponde a una edad de 2-3 meses. Las ratas fueron suministradas por el
Servicio de Animales de Experimentacién de la Universidad de Granada y por
el Departamento de Fislologfa de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad Complutense de Madreld.

Durante la experimentacion los animales fueron individualizados en

Jaulas y manlenidos en una habltacién de 20-25°C y un fotoperiodo de 12

horas. La comida y bebida fueron suministradas ad 1ibitum.
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2.- MATERIAL

2.1 Construccioén de implantes para la perfusion

intracerebral In vivo

Los Implantes empleados pava la perfusidn intracerebral In viveo
fueron diseniados en nuestro laboratorio y constan de los siguientes

clemenlos:

- dos plezas cilindricas de metacrilato acoplables segin un sistema
macho-hembra (fig. t4), consiruidas por el Taller de Asistencia &

la Iavesligacion de la Universidad Complutense de Madrid,

- una chnula guia de acero fnexidable de 0,90 mm (20 ga) ¢ externo,
0,66 mm de ¢ {nterno y 10 mm de longltud, que se utiliza para guiar
el sistema de canulas pnsh-pull,

- una canula de acero inoxtdable de 0,63 mm (23 ga} de ¢ externo y
10.2 mm de longitud que se utiliza para cerrar la cnula guia
(Tiadory},

- un torntllo de 3 mm de ¢,

La chnula guia se une a la base de la pleza de metacrilato hembra,
con cianvacrilato (rig.l4a), stendo este conjunto el que se implanta en el

cerebro del animal. Cuando s va a realizar la perfusion inlracerchral se
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acepla la pieza de metacrilato macho (fig.14b) y se fija con el tornillo.

E]l sistema de cénulas push-pull se introduce a través de la pieza macho
hasta alcanzar la cAnula gufa. La principal ventaja de este implante radica

en que, por medio del tornlllo que se encuentra perpendicular a este
implante, el sistema de cdnulas push-pull queda completamente fijo durante

toda la perfusion,

FIGURA 14: BFsquema del implante para la perfusion intracercbral push-
pull. (Dimensiones en mm) A) pieza hembra B) pieza macho (Segovia, 1995).
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2.2 Construccién del sistema de cdnulas de perfusién push-

pull

£l materfal cmpleado para la construccién de las cénulas fuc el

siguiente:

- clnvlas de acero Inoxidable de 18 ga de ¢ externo y 12 mm de
tongitud,

- chpulas de acero inoxidable de 23 ga de ¢ externo y logitudes de 10
a 20 mn.

- chnula de acero Inoxidable de 30 ga de ¢ externo y 34 mm de

Tongilud,

Bl sistema de cdnulas push-pull se construye de la sigulente manera
(ver Tig. 15): se introduce la cnula de 30 ga o cdnula push en el interior
de una chnula de 23 ga y 20 mm de longitud que es la cénula pull (fig.
15a). La canula push debe sobresalir 0,3 mm aprox. por debajo de la cénula
pull con el fin de que tanto la succldn del liquido de perfusion como el
arrastre de sustancias liberadas sea 6ptimo. liste sistema concéntrico se
Introduce a su vez eon el Interior de una cénule de 18 ga y 12 mm de
longitud de forma que por uno de los extremos sobresale el sistema
concéntrico y por ¢! otre la chAnula push y otra cénula pull biselada de 23
ga de didmetro y 10 mm de longitud (£ig. 15b). Ambos extremos de la cénula
de 18 ga se sueldan con eslafio Formandose asi una cémara perfectamente

cerrada en la que ol tiquido de perfusi6n penetra a través de la cénula
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pull del sistema concéntrico y es recogido a través de la canula pull

biselada (fig. 15¢).

El resultado final es un sistema de canulas en el que el liquido de

perfusion es introducido a través de la cdnula push y es recogido a Lravés

de la canula pull.

2.3 Preparaclidn de Dquithesin

itl anéstesico Bquithesin fue preparado en el laboratorio diseolviendo

21,25 ¢ de hidvato de ¢loral en 49,4 ml de etanol absoluto. Posteriormente

se anade de forma secuencial:

4,86 g de pentobarblital sédico disuelto,

198 ml de !.2-propllenglicol,

10,63 ¢ de sullalo magnésico disueltos en 50 ml de agua
bidestilada,

agua bidestilada c.5.p 500 wmi,

La woluclén obtenida debe conservarse a temperatura ambiente.

2.4 Preparacldn de drogas

lLas drogas utllizadas en los cxperimentos que constltuyen esta Tesis

Doctoral han sldo las siguientes:

Neurolensina, Sigma,
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- Clorato de apomorfina, MacFaralan Smith LTP,
- Acido L-ascoOrbico, Sigma,

- Haloperidol, Sigma,

- Arecolina, Sigma,

- Sesquifumarato de oxotremorina, Sigma,

- McN-A-343, Sigma,

- Dihldroclorato de pirenzepina, Sigma.

NT. ARE, McN y PZ, fucron perfundlidas intracerebramente, para lo cual
s¢ disolvieron en LCRs, 10 min, antes de ser utllizadas. Una vez disuelta
la droga se coloct en una jeringa Hamilton que fue recubierta con papel de

aluminio para evitar posibles degradaclones por la luz.

APQ, se perfundié Intracerebramente, pero para evitar su oxidacién,
se disolvid en una solueion de Acido ascérbico 0,57 mM, preparada con LCRs.
De la misma manera que en ¢l caso anterior, la disolucldén de la droga se
hizé 10 min. antes de ser utilizada y una vez que estuvo disuelta se colocd

en una jerfnga Hamflton recublerta con papel de aluminio.

Naloperidol {0,y ¥y oxotremorina  {0X0), fueron Inyectadas

Intraperitoneaimente, para lo cual se disolvieron en suero (isi6loglico.
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RIGURA 15: Representaciéon esquematica de la construccion de  las

chnulas push-pull.
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3.- METODOS EXPERIMENTALES

3.1- Procedimiento quirargico:esterecotaxia

Los implantes para la perfusién intracerebral (In vive fueron
estereotdxicamente Implantados en el cerebro del animal mediante una
Intervencidon quirargica. Bl material empleado en dicha intervencién fue el

sigulente:

- bisturf (1),
- destornfllador de relojere (1),
- pinzas hemosthlicas (4),
- pinzas rectas (1),
- resina plastica Ivoclar. Internaclonal
Dental Products,
- Spongostan Fllm. Ferrosan Danmark,
- tornillos de Ltapa Micro §7,
- espatula recta (1),
- punta de insulina,
- estereotfixico para roedores. David Kopf Instrument 900,
- fresas de corona esférica de 1,7 mm de dlémetro,

- motor porta fresas Casall DSE-AT.
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El instrumental quirdrgico previamente a su utilizaclén fue
esterilizado en un autoclave y se mantuvo en una solucidén de armil al 1%

durante toda la intervencidn.

Previamente a la operaclion las ratas fueron pesadas y posterlormente
anestesliadas con Egulthesin {ver preparacién en el apartado 2.3 de Material
y Métodos) via Intraperitoneal a la dosis de 2 ml/kg de peso. Una vez que
el animal estuvo profundamente anesteslado se coloctd en un estereoléxico
para roedores David Kopl 900, El créaneo de la rata se rijéo y se coentrd
Introduciendo sendos ejes en ambos conduntos auditives externos y pinzando
el maxilar superior 4 mm por debajo de la linea interaural, De esta lorma,
el cranco de la rata, quedd perfectamente fljado y centrado en los planos

horizontal y vertical,

Posleriormente se pasd a descubrir la calola mediante una incisibn
longitudinal de la plel que la cubre. Una vez expuesta la calola, se¢
locallzd sobre su superficie el punto Bregma (fig. lGa). Este punto fue
utilizado como referencia en la obtencién de las coordenadas eslereolixicas
anteroposterior y lateral. En el caso de la CPM, las coordenadas
estercotdx!icas derivadas del atlas de Konig y Klippel! {1967) fueron las
slguientes: 3,6 mm anterior o Bregma; 0,9 mm lateral & la linea medla y 2.5

mn de profundidad por debajo de la duramadre,

Con una broeca aplicada s un motor portabrocas se abrleron dos

orificios en la calots donde se emplazaron los tornillos de fijacion.
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Seguidamente se abrié el orificio para la cénula guia en el lugar
previamente determinado (fig. 16a). A continuacién se localizé la
superficie de la duramadre, toméndose esta como referencia para la
coordenada de profundidad. Posteriormente se rasgd superficialmente la
duramadre con una aguja y se introdujo la cénula gufa 0,5 mm por debajo de

la superficie dural.

El implante se f1j6 a la calota con resina pléstica Ivoclar. Una vez
gue la resina hubo fraguado se introdujo el flador en el interior de la

canula gula (flig. 16D).

Final{zada la operacion se colocd el animal en su jaula, vigilandose
la ingesia de comida y beblda, asi como el peso durante los dias sigulentes
a la intervencitn. Diariamente se movillzaron los fladores, limpldndose en

etanol al 70% con el fin de mantener permeables las cénulas.
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t FIGURA 16: A-B) Dos fases diferentes de una operaci6n quirirgica
realizada en uno de los animales de experimentacién. C) Imajen de un aminal
durante uno de los experimentos.
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3.2 Perfusion intracerebral in vivo

La perfusi6on Intracerebral in vivo se realiz6 mediante un sistema de
canulas concénlricas o chnulas push-pull, Este sistema permite la infusion
de liquido de perfusiéon en una estructura cerebral determinada a través de
la cénula push y su posterior recogida junto con las sustancias quimlcas
liberadas a través de la clnula pull. La técenica de perfusién intracerebral

in vive push-pull que se va a describir es una modificaclon de la publicada
por Myers (1972) y ha sldeo utilizada rutinariamente en nuestro laboratorio
(Mora y Porras, 1993; Porras y Mora, 1983; Sanz et al., 1993; Expésito et
al,. 1994),

El extremo superlor de la clnula push se unlé mediante un tubo de
polletileno P-10 a una vAlvula de 4 vias Harward 4-4 IV, De agul parte un
tubo de polietileno PE-10 que va unldo a una Jjeringa Hamilton de § ml
acoplada a una bomba de Infusién succion lHarward 940-A, La canula puldl
biselada se unld a un polletileno PE-850 acoplado a un colector de
fracclones Jayte 5512 (fig. 17). Ll colector de f{racclones se colocéd por
debajo del punto de perfusion & una distancia tal que la infusion y la

recogida del liquido se realiz6 al mismo flujo simultfineamente,

Las perfustones intracerebrales 7n vive se reallzaron 4 dias después

de la intervencion quirdargica.
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FIGURA 17: Representacién esquemitica e imagen fotogridfica del
stema completo utilizado para la representacién de los experimentos

iante la técnica de push-pull contimnuo.
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Bl lfquide de perfusién utilizade fue liquido cefalorraguideo
sintética (LCRs). La composicion del LCRs usado fue la siguiente: NaCl
122,0 mM; KC1 3 mM; CuCl2 1,2 mM; KHﬂKN 0, 4mM; NaﬂCOa 25 mM; MgSO(ﬂhO 12
oM y glucosa 5.9 oM (Glrault ¢t al., 1986). Previamente a la perfusibn, el
LCRs se hizo pasar a traveés de un filtreo Millipore de 0,22 micras y
posteriormente se almacend en un frasco apirfgeno. Los filtros y frascos

apirogenos usados fuervon previamenie esterilizados en autoclave.

£l procedimiento de perfusion fue el siguiente: tras retirar el
flador de la chnula guia, una vez puesta la bomba de infusibn-succibn
Harward 940-A en funcionamiento, se introdujo el sistema de clnulas
concéntricas o chnulas push-pull. En este trabajo, se perfundidé la CPM. La
profundidad a la que se realizaron las perfusiones (Konig y Klippel, 1967)
fue de 2.5 mm desde la Superficie dural. Dado que la cénula gufa se
Introdujo 0,% mm por debajo de  la duramadre en el momento de la
intervencton quirargica, ¢l sistema de perfusidén debe sobresalir 2 mm por
debajo de la cAnula gufa. La longltud del sistema de perfusion se ajusto

con up tope de polietileno PE-H0.

Una ver Introducida la canula push-pull, la bomba de infusion Harward

940-A, previamente puesta on funclonamfenio, comenzd a perfundir LCIs a
través de la cAnula push o una velocidad de 20 pl/min. Este LCRs, desputs
de bafar un Arca cercbral de aproximadamente 1,5 mm de dlameiro (Myers,
1986). rfue recogido por la cénula pull. En el perfundido oblenido sc
encontraba, por tanto, el LCRs Infundido junto con las sustanclas liberadas

en dicha area cerehral.
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El protocolo de perfusion utilizado se ajustd a las necesidades de
cada uno de los experimentos. Hn todos ellos la perfusion se realizé de
forma continua durante 150 min. El tiempo de recolecitn de cada muestra fuc
de 10 min. Se compraobé experimentalmente (Sanz, 1992) que los niveles de
aminoAcidos analizados alcanzaban estabilidad una vez transcurrides 50 min
de perfusion conlinua, por lo cual las muestras recogidas durante los

primeros 50 min de perfusion no se anallzaron.

Los protocolos de perfusién utilizados han sido los sigulentes:

PROTOCOLO 11 Una ver Lranscurridos los 50 primeros minutos de
estabitizacton se recogieron, durante 50 min, 5 perfundidos pre-estimulo
donde sc¢  obtuviceron los nilveles extracelulares basales para cada
aminodcido. Entre los minutos 50-60 (perfundido 6) mediante el giro de una
vilvula de una llave de 4 vias Harward HV 4-4, se cambio el liquido de
perfusion. Durante este perfundido el liquldo de perfusion fue LCRs que
llevaba disuclita la droga en estudio, Posteriormente, medliante un nuevo
glro de la llave de la valvala de 4 vias Harward HV 4-4 la perfusi6n
continu6d con LCRs. Estos 4 ultimos perfundidos (perfundidos 7, 8, 9,10) nos

sirvieron para ver niveles de amindacidos post-estimulo.

PROTOCOLO 2: Una ver transcurrldos los 50 minutos de establlizaclon
se¢ recogicron muestras durante 30 min., Se analizaron, por Lanto, 3
perfundidos basales. Durante los minutos 30-50 (perfudidos 4-5), tal y como
se describe en el protocelo anterior, se pasé a perfundir LCRs que 1levaba
disuelta una droga A. En el intervalo 50-60 (perfundido 6), se perfundio

LCRS  que  llevaba disuetia una droga B, Duranle los minutos 60-100
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(perfundidos 7, 8, 9 y 10) se perfunde LCRs, se recogen por tanto 4

perfundidos post-estimulo.

PROTOCOLO 3: Una vez transcurridos los 50 minutos de estabilizacién
comenzaron a recogerse las muestras. En este protocolo no existe cambio
del medlo de perfusién. Kl medlo de perfusién es en todo momento LCRs. La
droga en estudio se Inyecta Intraperitoncalmente (i.p) en el minuto 40 de
la perfusi6n, esto es, al principie del perfundido 4. Se recogleron, por

tanto, 4 perfundidos basales y 6 perfundidos post-inyeccion,

PROTOCOLO 4: En este protocolo se loyectd una droga A, 10 min anies
de comenzar la perfusion. Despubs la perfusidén se realiza segin e
protocolo 1, eg deeir, en el Intervalos §0-60 {(perfundido 6) se perfunde

con LCRs que lleva disuelto una droga B.

flstos protocoles se han reallzado con los sigulentes grupos

experimentales:

- Grupo experimental 1: Protocole L. Perfusién de NT a las dosis de

1000 , 100 y 10 oM durante ¢l perfundido G.

- Grupo experimental 2: Protocolo 4. Inyeccidn 1.p de HL (3mg/kg)
diez minutes antes de comenzar el experimento y perfusion de NT a

la dosis de 1000 nM durante el perfundido 6.

= Grupo expoerimental 3@ Protocolo 1, Perfusion de APO a las dosis de

|4

5, 10 y 20 yM durante el perfundido 6.
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= Grupo experimental 4: Protocolo 4, Inyeccién 1.p de HL (3mg/kg) 10
min antes de comenzar el experimento y perfusion de APO a la dosis

de 10 uM durante el perfundido 6,

- Grupo experimental 5: Protocolo 1. Perfusién de ARE a la dosis de

50, 100 y 200 mM durante el perfundido 6.

- Grupo experimental 6: Protocolo 3. Inyecei6n 1.p de OXO a la dosis

de 0,5, 1y 2 mg/kg en el minuto 40 (principio del perfundido 4).

= Grupo experimental 7: Protocolo 1. Perfusléon de MeN-A-343 a la

dosis de 1, 10 y 100 uM durante el perfundido 6.

- Grupo experimental 8: Protocolo 2. Perfusion de PZ (100uM) durante
los perfundidoes 4-5 y perfusion de McN-A-343 a la dosls de 10 uM

durante el perfundido §.

Una vez oblenfdos los perfundidos se hicleron pasar a través de un
filtro Millpore de 0,45 pm, Inmediatamente después las muestras se

almacenaron a - 80°C hasta el momento de su andilisis.

3.3. An&lisis de aminodcidos por cromatografia liquida de

alta resoluclén (HPLC)

Todos los perfundidos fueron analizados en un cromalbdgralo Waters

600E acoplado a un detector de fluorescencia Waters 420-AC.
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El cromal6grafo consta de una pre-columna seguida de una columna,
ambas de fase de fase inversa Resolve Cyg (Waters). La columna tiene una

longitud de 15 cm, S5 pm de tamafio de particula y 90 A de diametro de poro.

3.3.1.-Cunntificaclién de amincdcidos como OPA-derivados

Para la detecelon y cuantificacién de los aminolcidos presentes en
las muesiras de perfundldo, se realizé una derivacién pre-columna con el
reactivo Acldo o~ ftaldfaldehfdo-3-mercaptoproplonico {OPA-0~
mercaptoproplonico), de acuerdo con el método descrito por Jones el al.

(1981) y modificade por Lerma et al, (1986).

Bl matertal necesario para la preparacian del reactivo OPA-3-

mercaptopropliénico es el slgulente:

Horato sbdico (NugHOT‘HHHO). Merck.

Metanol grado HPLC, Me 306. Scharlau.

1]

O-Titaldialdehido {OPAY. P-1378. Sigma,

Acldo 3=-mercaptopropidonico. M-6750, Sigma.

El reactivo se prepara del sigulente modo: Lras disolver 32 mg de OPA
en 800 pl de metanol, se afinden 7140 pl de una solucion de tampdn borato
0,1 M ajustada a un pH de 9.5, bPosteriormente se afaden 54 pl de acldo 3~
mercaptopropionico. La solucidn debe congervase a temperatura amblente en
un frasco opaco y cerrado. Bl reactivo preparado posee una valldez de 15

dias,
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La derivacion pre-columna de los aminoficidos fue realizada de la
siguiente manera: a una alicuota de muestra de 20 pl se e incorporaron 4
pl de estdndar Interno (homoserina 0,05 mM). Posterlormente se afadieron 10
pl del reactivo OPA-3-mercaplopropiduico. La mezcla resultante, se agité en
un vortex durante 15 segundos parva favorecer la reaccion. Transcurrido 1
minuto de la adicién del reactivo OPA-3-mercaptopropi6nico a la muestra se
afiadieron 5 pl de &cldo acetico al 5% con el rin de disminuir el pH de la
mezcla y evitar la pérdida de sflice de la columna. Finalizada la
derivacion, seo inyectan en el cromattgrafo 20 pl de la solucién obtenida

mediante un loyector Lipo Reodhyne de volumen fijo de 20 ul,
J.30.2.-Condlclones cromalogrifllcas
Parg conscgulr una correcta separacion de los picos correspondientes
a cada aminofcldo sc empled un gradiente de 2 fases moviles, con un Tlujo

constante de entrada a la columna de 1 ml/min (Herranz et al., 1985).

Los reactivos empleados en la preparacion de las dos fases moviles

utilizadas fueron los slguientes:

Tampon acelato g6dico 4 M. Plerce.
- Alcohel tsopropillce gradoe UPLC. Al 315, Scharlau.
- Metanol grado HPLC, Me 306, Scharlau,

Agua ullrapura obteolda de un gistema MLLL1-Q (Millipore) y

filtrada a traves de un (iltro Millipore de 0.45 pm.

La fase movil A consistiéd en una solucidn 95/5 (v/v) de Llamphn
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acetato st6dico 50 mM y metanol, & la que se le afiadieron 12,5 ml de alcohol
igopropilico por cada litro de mezcla., El tampén acetato sédico utilizado
en la fasc mOvil A se prepard a partir de una soluci6n de acetato sddico 4
M con pH ajustado a 5,67 y fillrada a través de un rlltro Millipore de 0,45

Jm.
La fase movil B consistié en una mezcla 70/30 (v/v) de metancl y

agua.

Previamente a su utilizacién, ambas soluciones se introdujercn en un
baflo de sonicaci6én duvante 15 min para su degasificacién, Posteriormente se
colocaron en el cromatbgrafo. Durante 5 min ambas solucliones se sometieron
a un burbujeo de hello a un flujo de 100 ml/min. Durante el proceso de

andlisils ¢l Clujo de helio fue de (0 ml/min,

El programa de gradientes empleado fue el siguiente:

TIEMPO {min} FLUJO (ml/min)  Fase A (%) Fase B (%)

0,00 1,00 90 10
9.00 L, 00 02 18
12,00 1,00 0 100
16,00 1,00 i) 100
16,01 1,00 90 10
20,00 1,00 90 10

Los 16 primeros min de este programa de gradientes fueron usados para
el andlisis de 1as muesiras; los 4 min slgulentes fueron usados como

programa de preparacion para un pueve andlisis,
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La detecclion de los aminofcidos OPA-derivados se realizb con un
detector de [luorescencia Waters 420-AC con un filtro de excitacion de 340

pm y un Tiltro de emision de 460 nm.

Bl chlculo de (actoves de respuesta (RF), tiempos de retenciédn (RT)
y la cuantificacton de los aminodcidos se llevbé a cabo con un integrador
registrador Walers 745 siguiendo el método del estandar interno. El
estndar {nterno empleado fue la homoserina (Peinade et al, 1986). En la
fig. 18 puede verse un ejemplo de cromatogramas obtenidos con las

condicliones deseritias.

3.3.2.0 Factor de dilucton

El hecho de realtlzar una derivaclon pre-columna de la muestra o de la
solucion patron obliga a ealcular ¢) faclor de dilucibon. Para ello debe
calcularse ¢l volumen de muestra gue se encuentra en la mezcla inyectada.
La preparacidén de la muestra, menclonada en el apartado 3.3.1. de Material
y Métodos, se hizo afadicndo a los 20 wl de muestra o solucidn patron 4 pl
de estandar interno, 10 pl de OPA-3-mercaptopropliénice y 5 pl de écido
acttico al 5%. 11 volumen Clnal de la mezcla fue, por ltanto, de 39 pl. De
estos 39 pl se fuyectaron 20 pl en el cromalégrafo. El volumen total de
miestra inyectado resultd ser, por tanto, de 10,256 pi. El factor de
dilucton se caleuld hallando la Inversa del volumen de muestra inyectado,
resultando ser de 1/10,256 = 0,0075. La concentracitn de cada amlnoacido
presente en 1o muestra se caleuld multiplicando la cantidad medida de dicho

aminodeido por el Cactor de dilucion 0,0875.
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1.3.,2.2. Calibracidn

La calibracién se realiza con el fin de dar al integrador valores de
referencia de los tlempos de retencién y ractores de respuesta de cada
aminofc tdo analizado, Bl tiempo de veteaclén de cada sustancia es el tiempo
medio que tarda en salir de la columna del cromatégralo y es utilizado por
el Integrador para fdentificarla. El factor de respuesta de cada sustancla
es un vator que relaciona las concentraciones conocidas de esta sustancla

y del esténdar fnterno con las &reas de los picos cromatograficos.

Para da calibracton del cromatografo, se prepararon soluclones
estdndar de cada une de tos aminobcidos analizados a4 una concentraclén de
0,08 mM., Kl disolvente empleado en todas las disolucfones fue LCRs. Los

aminofcidos empleados fueron Los siguientes:

- L=Glutamalo, Sigma,
- DL-Homoserina. Sigma.

- GABA. Sigma.

Bl disolvenie empleade en todas  las disoluclones fue LCRs. A
continuncion eytas soluclones cstandar se introdujeron en un bafio de

sonlcactitn durante 15 min para obtener wna correcta disolucion,
El tiempo de retencion de cada aminoficido se obluve tras la loayeccion

de 4 pl de ta solucion estandar de dicho aminodcido diluidas en 20 pl de

LCRs convenientemente derivados (lal y como se describe anteriormente),
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El factor de respuesla para cada aminodcido se obtuvo tras inyectar
5-10 alfcuotas de solucidn patrdn. La solucién patrén se obtuvo mezclando
150 gl de la soluclon esténdar de cada aminodcido, excluide el esténdar
interno, y separando alfcuotas de 20 pl. Las soluciones patrén as{
obtenidas sv almacenaren a -80 °*C hasta el momento de su utillzacién.
previamente a su inyecclon las soluciones patron se derivaron tal y como se

degscribe en ¢l apartado 3.3.1.

lLa inyecelon en el cromatografo waters GOOE de 5 a 10 alicuotas de
goluclan patron permite al {ntegrador reglstvador Waters 745 calcular los

REy los RT medios para cada aminogeido.

La siguiente tabla es un ejemplo de tabla de callbracion obtenida

medlante el método deserito,

AMINOACTDO R ™
Glutamaio 1.081 5.45
liomoserina 0.000 ek
GABA I, 244 14.61

J.4.2.0 Caleulo del ecoeticlenle de variacion,

Para caleular la variacion Intrinseca propis del método de andlisis
s¢ inyectaron en e} cromalografo Waters G00E de § a 10 alicuotas de la
misma solucion patran. Puesto que estas inyecclones fueren reallzadas por
el mismo experimentador y en  las mismas  condiciones, las  posibles

diferencias obtentdas son reflefo de la variabllidad propia del método. Una

81



Materiales y Métodos

vez obtenidas las concentraciones de aminodcidos (en pmol/pl) de la
solucién patron se hallarvon las medias y los coeficientes de variacién de
log valores obtenfdos para cada aminofcido. Los coeficientes de variacion
fueron calculados mediante la sigulente (ormula:

desviacion tipica

coeficiente de varfacion = «-cmcmmmcmmmmmnaenn. X 100
media

El coelficlente de varjacién obtenido para cada aminecacido puede

ohservarse on la sigulente tabla:

MINOACTDG Medin 0 8 N
Glutamico 7,296 6 0,008 1,35 %
GABA 5,038 7 0,124 2,45 %
2
1
n b

o -
o
=)
P
o

FIGURA 18: Ejemplo de cromatogramas oblenidos en las condiciones
romatograficas deseritas en el texto: a) patron; b) muestra obtenida de un

nimal mediante pertusion intracerebral fn vive. La escala representa el
GLl, 20 homoscrina, 3@ GABA.

L

lempo de analisis (en miny. 1.
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3.3.2.4 Curva de linealidad,

La linealldad del método de andlisls deserito ya ha sido mostrada
previamente por otros autores para el range de concentraciones usado (6.25
- 100 pM) (Lerma et al., 1986). A pesar de ello fue nuevamente determinada
{(rig. 19). Pava caleular la Hnealidad de los experimentos se inyectaron en
el cromatografo Walers 600K soluciones patréon con una concentracion
constante de homoserina (Apl. de homoserina 0,05 mM = 102,56 pmoles) y
concentraciones variables de los aminodcidos a analizar. La representacion
grafica de la relacion entre el area de cada aminoscido y el area del
estandar [nterno en el efe de ordenadas y de la concentracion de aminodcido

en el eje de abeisas resultd ajustarse a una linea recta.

CURVA DE LINEALIDAD

4T
oL
- GABA
v 3 A8
1
g
N 27
< -
%ﬂux
0 + ' t t }
0 5 10 15 20 25

(AA] (uM)

FIGURA 19: Curva de linealldad obtenida para los aminodcidos GLU y
GABA bajo las condiciones cromatograficas descritas en el texto.
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Estas condiciones cromatograficas permitieron analizar GLU y GABA, y
se utilizaron en los bloques experimentales 2 y 3. Cuando se comenzaron los
experimentos  que  conforman  esta  Tes{s Doctoral, las condiciones
cromatograficas variaban minimamente a las aqul descritas. Concretamente
para ¢l anflisis de las muestvas del bloque experimental 1| las condiciones

cromalograf {cas variaron en:

- ¢} pllodel tampom acetato 4M se ajustd a 5.85 en vez de a 5,65,

- la tabla de gradlentes fue la siguiente:

TTEMPO(min) FLUJO(ml/min) %A W

0,00 1,00 90 10
5.00 L, 0 40 10
3,00 1,00 0 48
5,00 1,00 N1 62
5,01 00 0 10
9,00 1,40 (t 10
14, 1,04 90 10
23,00 L, 00 H0 10

Con eslas condiciones tue pesible analizar GLU pero no GABA.
Posteriormente el método de perfecioné a las condiciones cromatogréflicas

descritas, de Torma que ot analists permitio la identificacion de GADA.
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4.- HISTOLOGIA

Una vex Cinalizados los experimentos, se comprobd la correctla

localizacion de  las  chnulas  guia y  push-pull mediante el estudio

histolégico de las plezas cervebrales.

El material empleado para dicha determinacion histolégica fue el
siguiente:
- Naf'l (Merek).,

formaldehido 35-40% (Panveac).

heparing 5% (Leod,

microtomo de congelacion Leftz (Wetzlar),

lupgt binoeular (Aelss).

Los animates fueron anestes{ados conuna Inyecclon Intraperitoneal de
2 ml/kg de Equithesin (ver composteion en el apartado 2.3 de Materlal y
Métodos)., A conlinuacion se¢ perfundicron con selucldén sallna isotbnica
(NaCl 0.9%) heparinizada al 1%, seguida de una solucién de formaldehido al
10%. Termluadn la perfusion, se extrajeron los cerebros con unos alicates
planos y se mantuvivron a -4 GC sumergidos en una solucién de formaldehido
al 10%.

Para su estwdio histologico los cerebrog fueron colocades en un
microtomo e congelacion ¥ o ose cortaron en gecclones de 100 pM. A
continuacion  se comproba la locallzacion adecuada de las canulas guia

Implantadas v el area de perfusion utilizando una lupa binocular,
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5.~ METODOS BSTADISTICOS.

Log resultados seoanalizaron usando un andlisis de la varianza de
doble via (ANOVA) seguido de un test de Dunnett, Bn todos los exDerimeﬁtos
gl test de Dunnett compara las medias de cada uno de los perfundidos
{basales, estimula y post-estimide) conun control (Martin de Andrés y Luna
del Castillo, L9907, En este caso fue tomado como control el perfundido

anterior al estimulo.
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Resultados

ILOQUE EXPHERIMENTAL, 1

BUKCTO DK 1A PERIUSTON INTRACORTICAL DR NRUROTENSINA (10, 100 y 1000
M) Y DE NEUROTHNSINA (1000 nM) MAS LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE
ALOPERIDOL {3 mg/Kg) SOBRE LA CONCHNTRACION EXTRACELULAR DE CLU EN LA
ORTEZA PREFRONTAL MHDIAL DK LA RATA DHSPIKRTA.

La perfusion inteacortical de NT (10, 100 y 100 oM) sc reallzo segin
I protocolo experimental L {(pag. 73). L Inyeceton 1.p. de 1, (3mg /kg) mds
1 perfusion fotracortical de NT {1000 oM) se realizd segén el protocolo

perimental 4 (pag. 74).

La perfudion de N1, u las dosis estwdiadas, no produjo ningtn cambio
mportamental observable ea ol anfmal. La foyeccion t.p. de HL produjo en
animal una fomovilidad eataléptica que se maniuvoe durante toda la

arlfusion.,

La loeallzacton histologlea de las canulas gufa Intracercbrales
tuvo compreadida entree los planos A 105000 ¥ A 10050p (Konlg y Klippel,
67). En Ia flg, 20, pag. 92, se muestra en una serle estereotéxica, donde
tuvo sttuada ta punta de las cnulas push-pull en los animales estudiados

esle experimenlo,
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1.1 Acido glutamico.

Los efectos producidos Lras la perfusion Intracortical de NT (10, 100
y 1000 nM) y de NT (1000 nM) tras ia inyeccioén {.p. de HL (3mg/kg) sobre la
(GLU] en la CPM de la rata, se recogen en la tabla 11, En la fig. 20a se
muesiran los efectos producidos sobre la [GLU], por la perfusién de NT' (10,
100 y 1000 nM). En la Tig. 20b sc muestran los efectos producidos sobre la
[GLU]. por la perfusion intracortical de NT (1000 nM) tras la inyeccidn 1.p
de HL (3 mg/kg)

La NT a la dosis de 1000 oM, produjo un aumento significativo (ANOVA)
(p< 0.05) de la [GLU], vn In CPM de 1o rata. Dicha significacion se alcanzd
en el perfundido donde se introduce la droga (p6). Cuando previamente se
fnyectd L (dmg/kg) f.p.. NT no produjo ningin cambio significativo sobre
la [GLU]. As{ mlsmo, NI ne produjo varlaciones significativas sobre la

|GLU] .

&4 NT a tian dosiy de 100 y 10 nM no produjo ningdn cambio

significative sobre la [GLU] en la CPM de la rala.
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ACIDO GLUTAMICO

NT 10nM NT 100nM NT 1000nM NT 1000 nM
+ HL3mg/kg
na? a7 n=6 n=5

tiempo p X HEM P X RSM P X ESM P X ESM p

0-10 {p1) 0. 3% 0,06 - 0,32 0,04 - 0,46 0,08 - 0,41 0,08 -
10-20 {p2) 026 006 - 0@ 0,06 - 0,36 0,086 - 0,35 0,07 -
20-30 (pd) 0,21 0,02 - 0,3 002 - 0,31 0,04 - 0,18 0,08 -
J0-40 (pd) 032 o006 - 044 000 - 0,33 0,06 - 0,38 0,06 -
40-50 (pS) 028 0,04 - 03 o003 - 0,41 0,11 - 0,37 0,06 -
50-60 {p6) 0.2% 0,05 - 040 0,00 - 0,63 0,12 .05 0,36 0,08 -
60-70 (p7T) 0,21 0,02 - 0,33 0,04 - 0,58 0,07 - 0,35 0,08 -
70-80 (p#) o0,1% o013 - 0¥ 003 - 0,32 0,03 - 0,34 0,06 -
80-90 (pM) 0,21 0,08 - 0,28 0,05 - 0,34 0,06 - 0,35 0,03 -
0100 {p10) 0,33 0,06 - 0,30 0,05 - 0,40 0,04 - 0,38 0,08 -

TABLA 11: Efeeto de te NT (10, 100 y 1000 nM) y de NT (1000 nM) + HL
(Img/kg) sobre [GLU] en ta CPM de In rata. Datos expresados en valores
absolutos (pmoles de Ad/pl de perfundido). x: medla, ESM: error estandar de
la medin, n: namero de o anfmales, p:  perfundidos, t: tiempo, P
significacton
estadislica.
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GLUTAMATO (CPM) Resultados

NT
30T  @-@ 100N * p{ .05
AA 100 nM . P A

250 + Q-0 1000 M l
S 200+
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FIGURA  20: Nepresentacion de los lantos por clento respecto al
control los datos expresados en fa tabla 1. a) Efecto de la perfusion
intracorticat de NT (10, 100, 1000 n¥) sobre la |GLU] en la CPM de la rata.
b) efecto de la pertusion tntracortical de NT (1000 oM) tras la inyeccion
i.p. de ML (3mg/kg) sobre 1w [GLU] en In CPM de la rala. Para hallar los

porcentajes s tomd como comtvel la media de los tres perfundidos

ateriores al estimilo (pd. pd. ph. Enoel cje de abscisas se indica el
tiempo. En et eje de ordenmdas seorepresentan 1os porcentajes, Las lineas

verticales represeatan el valor estandar de Ja media,
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PIGURA 21: Locallzacion histologle

Resyltados

A 10500 u

A 10300 u

A 10050 u

a de la punta de las cénulas push-

pull en los animales utdlizndos en el bloque experimental 1.
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BLOQUE BXPHERIMENTAL 2

BERCTO DB LA PEREUSTON INTRACORTICAL DIX APOMORFINA (5, 10 y 20 pM) Y
DE APOMOREINA (10 pM) MAS LA INYECCION INTRAPEKRITONBAL DR HALOPERIDOL (3
mg/kg) SOBRK LA CONCENTRACION BXTRACELULAR DR GLU y GABA EN LA CORTEZA
PREFRONTAL MEDIAL DK LA RATA DRSPIESTA

La perfusion de APO (5, 10 y 20 uM) se realizé segon el protocolo
experimental | (pag. 7). La Inyecelén {op. de BL (3mg/kg) mis la perfusibn
intracortienl de APO (10 pM) se realizd segin el protocolo experimental 3

{pag. 74).

La perfusion intracortical de APO o las dosis estudiadas, no produjo
ningin camblo conductunl abservable en el animal. La inyeccién de HL (1.p.)
produjo en el animal una fnmovilidad cataléptica que se mantiene durante

toda la perfusion.

La locatizacion histologlen de kas cdnulas guia intracerebrales
estuvo comprendida entre low planos A 10500 y A 10050p (Kenig y Klippel,

1967). Ko la [ig. 24, (pag. 100) sc muesira en una serie estereotéxica,
donde estuvo situada la punta de la cédnulas push-pull en los animales

estudiados en esle blogue experimental.
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2.1 Actdo glulimico

Los efectos producidos por la perfusién intracortical de APO (5, 10
y 20 pM) ¥y par la perfustion intracortical de APO (10 M) tras la inyecclion
{.p. do HL, sobre la [GLU] en la CP¥ de la rata, se recogen en la tabla 12,
la gréftea 22n muestran los efectos producidos sobre la [GLU], por la
perfusion intracortical de APO (8, 10 y 20 w), En la grafica 22b se
meestran  lox  efectos  producidos  sobre la [GLU], por la perfusi6n

intracortieal de APO {10 pd) tras la inyecclon de HL (3 mg/kg) L.p.

APO & Ln dosls de 10 pM produjo un aumento significabtivo (ANOVA}
sobre la [GLU] {p<.01). Nsta sigaificacion se alcanzé en el perfundido en
el gue se {ntrodujo la droga (p6) y sc mantuvo durante los 10 primerocs
minitos post-estimulo (p7). Cuando previamente se Inyectd HL (Img/kg) L.p.,
APO no prodwjo ningin cambio slgnificatlivo sobre [GLU]. As{ mismo, HL no

produjo varinciones signiflcal ivag sobre dicho aminoédcldo.

APO n las dosis de §y 20 uM no produjo camblos significativos sobre

ta |GLU.
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Resultados

ACTIDO GLUTAMICO

APO 5 M APO 10 M APO 20 pM APO 10 pM
+ HL 3mg/kg
ne=b nai n=6 n=6

Liempo p X KM P x WM P x BSHM P x ESH P
0-10 (pl) 0,30 0,04 - 0,87 0,65 - 0,31 0,03 - 0,23 0,08 -
10-20 (p2) 0,24 0,08 - p,26 0,04 - 0,28 0,05 - 0,19 0,03 -
20-30 (pd) 0,28 0,04 - 02R 005 - DM 0,05 - 0,20 0,04 -
30-40 (pd} 0,27 0,06 - 0,27 0,06 - 0,36 0,06 ~ 0,22 0,04 -
40-50 (p&) 0.25 0,00 - 0,28 0,04 - 0,26 0,04 - 0,20 0,04 -~
50-60 {pG) 0.3% 0,06 - 0,46 0,04 .01 0,32 0,06 - 0,25 0,07 -
60-70 (p7) 0,31 0,08 - 0,45 0,08 .00 0,37 0,10 - 0.28 0,10 -
70-80 (p8) 0,1 0,06 - 0,34 0,08 - 0,31 0,08 - 0,24 0,07 -
80-90 (pM) 0,28 0,08 - 0,30 0,06 - 0,30 0,06 - 0,25 0,07 -
90-100(p10) 0.0 0.0% - 0,31 0,05 - 0,35 0,12 - 0,21 0,04 -

TABLA 12: Efecto de la perfusion de APO (5, 10y 20 pM) y de APO (10
W) mas ML (dmg/kg) sebre [GLU] en la CPM. Datos expresados en valores
absalulos (pmoles Aa/pl de perfundido). x:medla, BSM:error estandar de la
mdis, ninomero de aalmeles, piperfundldos, t:tiempo, P:significacifn

cstadistica.
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GLUTAMATO (CPM)

Resultados

00T 0.0 8 uM *% p{ .01 A
AA 10 M
250 o9 20 uM APQ
T s
Loy
0 4
5 200 1 ]
8 A
150 +
$ / éw’ig
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LB
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300 Arh APOIO N B
Q0 APO 10 M »
HL ) mig g AR
250 + | pemanmae
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; Ay
o 150 / [\ '
o | Q 1
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g
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FIGURA 22: Hepresentacion en tantos por eiento respecto al control de

los datos  expresadox en o tabla 12, a) Efecto de la perfusion

intracortical de APO (5, 10 y 20 pM) sobre la |GLU] en la CPM de la rata.
b efecto de la pertusion intracortieal de AP0 (3 pM) tras la Inyeccitn
0. de ML (3mgckg) sobee 1o [GLU] en la CPY de la rata. Para hallar los
porcentujes se tomh  como control la medla de los tres perfundidos
g vl eje de abscisas se indica el

teriores wl oestimulo (piepd-pil.
1 error esténdar de la media.

tHempo.  Las lioeas verticales representan ¢
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Resultados

2.2 GABA.

Log efectos producidos tras Ia perfusion Intracortical de APO (5, 10
y 20 pM) y por la prefuston inteacortical de APO (10 pM) tras la inyececién
i.p. de L, sobre Ia [GABA] en la CPM de la rata, se recogen en la tabla
13. En la [T Z3a se muestran los efectos producidos sobre la [GABA] tras
t perfusion intracortlcal de APO (5, 10 y 20 pM). En la fig 23b se
miestran  lox  efectos preodueidos  sobre da (GABA) por la  perfusién

intracortteal de APO (10 pM) tras la Inyecclon de WL (3 mg/kg) 1.p..

AR a b dostys de 20 y 10 pd produjo un aumento significativo (ANOVA)
sobre la [GABA) (p«.06). Estn gignificacion se alcanzd en el perfundido en
el que se introdujo Ia droga (p6). Cuando previamenie se inyectd HL
(Img/kg) 1.p.. APO {10 pM)} no produjo ningdn cambio significative sobre la
[GABA}. Asi mlismo, NI no produn varlaclones significativas sobre dicho

aminofe [do.

APO n In dosts de 65 wM oo produjo cambios significativos sobre la

[GABA] .
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:1empo
0-10
0-20
0-30
0-40
0-50
0-60
g-170
0-80
0-90
-100

en valores absolutos (pmoles GABA/ul de perfundido). x:

P
(pl)
(p2)
(pd)
(pd)
(p3)
(p6)
(p7)
(p8)
(p9)

APO 5 uM

n=6

X
0,03
0,02
0,02
0,03

0,04

0,04

0,03

0,03

,04

{p10) 0,02

ESM
0,003
0,003
0,004
0,010
0,009
0,019
0,008
0,010
0,017
0,004

APO 10 uM

0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,05
0,04
0,04
0,04
0.03

n=6

ESM

0,011
0,007
0,012
0,014
0,008

0,012 .

0,009
0,008
0,011
0,005

GABA

APO 20 uM

0,03
e,03
0,03
0,04
0,03
0,05
0.03
0,03
0,03
0,03

n=6

ESM

0,005
0,006
0,007
0,008
0,003

0,019 .

0,009
0,007
0,006
0,007

X
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,03
0,02
0,02
0,03
0,02

Resultados

APO 10 uM +
HL. 3mg/kg
n=6

ESM P
0,006 -
0,005 -
0,004 -
0,004 -
6,003 -
0,006 -
0,002 -
0,005 -
0,009 -
0,004 -

TABLA 13: Efecto de la perfusién de APO (5, 10 y 20 pM}, y de APO (10
pM) mas HL (3mg/kg) sobre la [GABA] en la CPM de la rata. Datos expresados
media, ESM: error

estandar de la media, n: nimerc de animales, p:perfundidos, t:

significacion estadistica.

tiempo, P:
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GABA (CPM)

Resul tados
APO
300 — : ' * p(.08 A
Q-0 S5 uM *
A-A 10 uM
250~ @@ 20uM
=
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=
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50 —
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S00 = A-A APO 10u -
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Q-0 HL 3 mgﬁq _—
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FIGURA 23: Representacion en tantos por ciento respecto al control de
los datos expresados en la tabla 13. a) Efecto de la perfusion
intracortical de APO (5, 10 y 20 pM) sobre la |GABA] en la CPM de la rata.
b) efecto de la perfusion intracortical de APO (10 pM) tras la inveccidn
i.p- de HL (3mg/kg) sobre la {GABA] en la CPM de la rata. Para hallar los
porcentajes se tomd como control la media de los tres perfundidos
anteriores al estimulo (p3-p4-p5). En el eje de abscisas se indica el
triempo. Las lineas verticales representan el error estandar de la media,
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Resul tados

A 10500 u

A L0300

A 10050 u

FIGURA 24: Localizacién histolégica de la punta de las cénulas push-
pull en los animales utilizados en el blogue experimental 2,
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Resul tados

BLOQUR EXPERIMENTAL 3

BFECTO DR LA PERFUSION DR AGONISTAS/ANTAGONISTAS MUSCARINICOS SOBRR
LA [CONCENTRACION RXTRACHLULAR DE GIU y GABA BN LA CORTEZA PREFRONTAL
NEDIAL DE LA RATA DRSPIKRTA

ste bloyue experimental se puede dividir en tres experimentos:

3.1 Bfecto de la perfusion totracortical de ARE a las dosis de 80,
100 y 200 wM sobre la [GLU] y 1a [GABA} en la CPM de la rata

despiorta,

J.2 Efeccto de la fnyeccion 1,p de 0XO a las dosis de 0,6, 1 y 2 mg/kg
sobre la [GLU] y Ja |GABA] en la CPM de la rata desplerta.

3.3 lifeclo de la perfusion intracortical de McN-A-343 (McN) a las
dogis de 1, 10 y 100 pM y de McN-A-343 (10 gM) tras la
perfusion Intracortical de P2 (100 pM) sobre la [GLU] ¥ la
[GABA] en la CPM de Ja rata desplerta.
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Resultados

J.1 BFKECTO DK LA PERWUSION INTRACORTICAL DE ARRCOLINA A LAS DOSIS DE
§0, 100 Y 200 =M SOBRK LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE GLU ¥y GABA EN LA
(ORTEZA PREFRONTAL MEDIAL DX LA RATA DESPIERTA.

La perfusfon de ARE $c¢ realisd segin el protocolo experimental 1
(pag. T4).

La perfuslon intracortical de ARE, s las dosis estudladas produjo en
animal una conducta de aclealamiento, asf como un aumento de la actividad
molord. Hsta conducta permancce duranle el tlempo que se estd perfundiendo

la droga (p6).

La localizacion histologica de las canulas gufa {ntracerebrales
estuvo comprend ida entre los planos A 105000 y A 10050u (Kondg and Klippel,

1967). n la fig. 27 (pag. 109) se¢ muestra en una serle estercotéxica,
donde estuvo situada la punta de la chnulas push-pull en los animales

estudlados en este experimento.
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Resultados

J.1.1. Acldo glutémico

los cfeclos producidos por la perfusién intracortical de ARE (60, 100
y 200 mM) sobre la [GLYU] en la CPM de la rata despierta, se recogen en la

tabta 14, Clg. 25,

ARK. a la dosis de 200 M, produjo un aumento significative (ANOVA)
sobre ta [GLU] (p< .01). lsta signlficacién se alcanzé en el perfundido en
¢l que se¢ introduce la droga (p6) y se mantuvo durante los 10 primeros

minutos post-estimulo (p7).
ARE, a ln dosis de 100 wM, produjo un aumento significativo (ANOVA)
sobre l1a |GLU) (p< .01). Esta significaci6n se alcanzd en el perfundido en

el que se introduce la droga (p6).

ARK, a la dosls de 50 mM, no produjo ninguna varlacion significativa

sobre [GLU]J.
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iempo

0-10
LO-20
20-30
30-40
40-50
50-60
60-70
7080
80-~90
0-~100

D
(pl)
{p2)
(p3)
(p4)
(p5)
{p6)
(p7)
(p8)
(p9)

ARE 50 mM

n=4

X
0,31
0,31
0,28
0,30
0,30
0,38
0,24
0,31
0,31

(p10)} 0,23

ESM

0,07
0,06
0,05
0,06
0,05
0,04
0,06
0,08
0,07
0,06

ACIDO GLUTAMICO

ARE 100 mM

n=9

- 0,31
- 0,27
- 0,37
- 0,36
- 0,3
- 0,63
- 0,47
- 0,33
- 0,33
- 0,40

ESM

0,04
0,04
0,07
0,05
0,09
0,12
0,08
0,06
0,05
0,06

ARE 200 mM

=7

0,37
0,40
0,31
0,37
0,30
0,61
0,62
0,34
0,37
0,32

ESH

0,05
0,07
0,05
0,04
0,04
0,03
0,09
0,07
0,07
0,05

Resul tados

.01
.01

TABLA 14: Efecto de ARE, a las dosis de 50, 100 y 200 mM sobre [GLU]
n la CPM de la rata. Datos expresados en valores absolutos (pmoles AA/pl
media, ESM: error estandar de la media, n: nimero de

€ Perfundido). x:

pimales, p:perfundido, t: tlempo, P: significaclon estadistica.
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Resultados

GLUTAMATO (CPM)

300 ¢
O-O 50 mM
A-g 100 mM ARE *% p( .01
-@ 200 —
250 - ®-0 mM ",
- T ok
0 1+ T
“'E 200 :’c\.
0
o 150+ clJ\T .
o T g
® = * i
& y00+ ?\§>sgz?§ \o %?Q
é 1 i (J?
50 +
0 : % f : . : | z : :

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
tiempo (min)

HIGURA 25: Representacion cn tantos por ciento respecto al control de
los datos expresados en la tabla 14, Para hallar los porcentajes se tomd

cdia de los tres perfundidos anteriores al estimulo (p3-

comop contral la m
Lag lineas verticales

pi-p3) . En el eje de abscisas se indica el tiempo.
representan el error estandar de la media.
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Resul tados

J3.1.2 GABA

Los efectos producidos por la perfusién intracortical de ARE (58, 100
y 200 mM), sobre la|GABA] en la CPM de la rata despierta, se recogen en la

abla 15, fig. 26.

ARE, a la dosis de 200 mM, produjo un aumento significativo (ANOVA)
sobre la JGABA} (p< .01). Esta significacién se alcanzbd en el perfundido en

el que se introduce la droga {p6) y se mantuvo durante el p7.

ARE, a la dosls de 100 mM, produjo un aumento significativo (ANOVA)
sobre la [GABA] (p< .01). Las |GABA] alcanzaron significacién estadistica

en ol perfundido en el que se introdujo la droga (p6).

ARE, a la dosis de 50 mM, produjo un aumento significativo (ANOVA)
{(p¢ .05} sobre la |GABA) durante el perfundido en el que se introdujo la

droga (p6}).
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Licmpo p

D-10 (p1)
10-20 {p2)
20-30 (p3)
J0-40 (p4a)
40-50 {pH)
50-60 (p6)
60-70 {p7T)
10-80 (p8)
80-90 (pM)

ARE 50 mM

X

0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,05
N
0,03
0,01

90-100 (p10) 0,02

TABLA 15:

n=4

BSM

0.015
0,010
0,004
0,004
0,004
0,007
0,005
0,004
0,005
0,004

GABA

ARE 100 mM

- 0,02
- 0,02
- 0,02
- 0,02
- 0,02
.05 0,04
- 0,02
- 0,02
- 0,02
- 0,02

n=4
ESM
0,001
0,002
0,001
0,001
0,001
0,017
0.005
0,002
0,002
¢,001

Resultados

ARE 200 mM
n=5

0,02 0,003 -
0,03 0,006 -
0,02 0,004 -
0,03 ¢,008 -
0,02 0,003 ~
0,08 0,006 .01
0,06 0,010 .01
0,04 0,008 -
G,02 0,005 -
0,03 0,005 -

Efecto de la perfusiéon intracortical de ARE (50, 100 y 200

mM) sobre |GABA] en la CPM. Datos expresados en valores absolutos (pmoles
media, ESM: error esténdar de la media, n: nimero

MU de perfundido). x:

de animales, priperfundidos, t: tiempo, P: significacidtn estadistica,
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AA (% de control)

0 T T TR R R T T T e

Resuitados

GABA (CPM)
' * p(.03
SOOT O-O 50 mM *% p<.O1
A-A 100 mM ARE
@®-@ 200mM [rrm—
400 + Ak
@

300 -

>3
7
*

J .
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o |
100 4 4:><A:,.—-."'Q / \{3>2;~‘."<£
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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FIGURA 26: Representacién en tantos por ciento respecto al control de
los datos expresados en la tabla 15, Para hallar los porcentajes se tomd

como control la media de los tres perfundidos anteriores al estimulo (p3-
p4-p5). En el eje de abscisas se indica el tiempo. Las lineas verticales

representan el error estandar de la media.
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Resultados

A 10500 u

A 10300 u

A 10050 u

FIGURA 27: Localizacién histol6gica de la punta de las canulas push-

Pl en los antmales utilizados en el experimento 3.1,
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Resultados

3.2 BFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE OXOTREMORINA (0,5; 1y
2 mg/kg) SOBRE LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE GLU y GABA EN LA CORTEZA
PRRFRONTAL MEDIAL DE LA RATA DESPIERTA.

Dicho experimento se reallzd segln el protocolo experimental 3 (pag.
14).

La Inyeccion 1.p. de 0XO produjo en el animal lacrimeo, salivacionm,
dlarrea. ltemblores y en algunas ocasiones convulslones. Estos sintomas
aparecieron a los pocos minutos de la inyeccibn de la droga, y se
prolongaron, aproximadamente, entre 40-60 minutos, segtn las dosis

ullllzadas,

La localiznci6én histolégica de las cénulas guia intracerebrales
estuvo comprendida entre los planos A 10500n y A 10050p (Konig and Klippel,

1967). Ln la fig. 30 (pag. 117) se muestra en una serie estereotaxica,
dénde ecstuve situada la punta de la cénulas push-pull en los animales

estudiados on este experimento,
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Resultados

3.2.1 Acido glutémico
Log efectos producidos sobre la [GLU] en la CPM de la rata desplerta,
tras la inyeceion f.p.o de OXO (0,5, 1y 2 mg/kg), se recogen en la tabla

16, [ig., 28.

0X0 no produjo variacion significatlva sobre la [GLU} a ninguna de

lag dosis estudiadnyg.
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tiempo
0-10
10-20
20-30
30-40
40-50
50-60
60-70
70-80
BO-90

(pl)
(p2)
{p3)
(pd)
(p5)
(p6)
{p7)
(p8)
(p9)

0,48
0,47
0,51
0,60
0,37
0,40
0,37
0,48
0,44

90-100 (pl0) 0,58

0,5 mg/kg

ESM

0,06
0,06
0,08
0,04
0,08
0,04
0,03
0,10
0,07
0,13

ACIDO GLUTAMICO

0X0 1 mg/kg
n=8

P X

- 0,46
- 0,54
- 0,43
- 0,38
- 0,46
- 0,36
- 0,42
- 0,32
- 0,37
- 0,45

ESM

0,08
0,10
0,04
0,06
0,07
0,05
0,09
0,08
0,04
0,05

0X0 2 mg/kg

n=h

X
0,28
0,30
0,29
0,28
0,26
0,23
0,25
0,24
0,26
0,27

ESM

6,03
6,01
0,03
0,06
0,04
0,02
0,02
0,03
0,03
0,04

Resultados

TABLA 16: Efecto de la inyeccién i.p de 0XO, a las dosis de 0,5, 1y
2 mg/kg sobre la [GLU] en la CPM de la rata. Datos expresados en wvalores
Abgolutos (pmoles AA/ul de perfundido). x: media, ESM: error estandar de la

media, n: nomero de animales, p!
©stadistica.

perfundidos, t:

tiempo, P:

significacién
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AA (% de control)

pP2-pl).

300 +

250 +

200+

150 4

100 A

50 +

Resultados

GLUTAMATO (CPM)

O-0O 0,5 mg/kg
A-A 1 mg/kg
@®-® 2my/kg
O)lo
: [

1 i L (] L
1 1 4 1 I 1

10 20 30 40 50 80 70 80 90 100

tiempo (min)

F1GURA 28: Representacién en tantos por ciento respecto al control de
los datos expresados en la tabla 16. Para hallar los porcentajes se tomd
como control la media de los tres perfundidos anteriores al estimulo (pl-

En el eje de abScisas se indica el tiempo. Las lineas verticales

representan el error estandar de la media.

113



Resultadas

3.2.2 GABA

Los efectos producidos por la inyeccién i.p. de OXO (0,5, 1 ¥ 2
iy
ug/kg), sobre la [GABA] en la CPM de la rata despierta,/ se recogen en la

tabla 17, fig. 29.

OX0 no produjo variaciones significativas sobre la [GABA] a ninguna

de las dosis estudiadas.
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tiempo p

0-190
10-20
20-30
30-40
40-50
50-60
60-70
T0-80
g80-90

(pl)
(p2)
(p3)
(p4)
(p5)
(p6)
(p7)
(p8)
(p9)

0X0 0,5 mg/kg

X
0,04
0,04
G,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,05

90-106 (pl0) 0,04

TABLA 17; Efecto de la

n=3

ESM

0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,00
0,00
0,02
0,00

GABA

- 0,03
- 0,04
- 0,03
- 0,03
- 0,04
- 0,03
- 0,02
- 0,03
- 0,02
- 0,03

0X0 1 mg/kg

n=8

ESM

0,01
0,01
0,00
0,00
0,01
4,00
0,00
0,01
0,00
0,00

0X0 2 mg/k

n=>5
X
0,04
0,04
0,05
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,03

ESM

0.01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,00

Resul tados

inyeccién i.p de 0XO (0,5, 1 y 2 mg/kg) sobre

[ GABA} en 1la CPM de la rata. Datos expresados en valores absolutos (pmoles
media, ESM: error estandar de la media, n: namero

AA/ul de perfundido}. x:
de animales, p: perfundidos, t:

tiempo, P: significacion estadistica.
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AA (% de control)

Resultados

GABA (CPM)

300

O-0O 0,5 mg/kg

A-A i mg/kg
250 1 ®-® 2mg/kg
200 +

Ox0

150 4

[
O]

~—
|

1 —O h R /o O
100 ?éém?z§< ‘"\}?%fﬁ?”’f“?

50 4 A
0 # -‘ T

tiempo (min)

FIGURA 29: Representaclén en tantos por clento respecto al control dfs
los datos expresados en la tabla 17. Para hallar los porcentajes se tomd

Como conlrol la medla de los tres perfundidos anteriores al estimulo (pl-
P2-p3). En el eje de abscisas se indica el tiempo. Las lineas verticales

representan el errvor esténdar de la media.
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Resultados

A 10500 u

A 50300 u

A L0050 u

FIGURA 30: Localizaclion histoldgica de la punta de las cdnulas push-
pull en 1oy anfmales utilizados en ¢l experimenio 3,2.
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3.3 EFECTO DE LA PERFUSION INTRACORTICAL DE McN-A-343 (1, 10 y 100
pM) Y DE McN-A-343 (10 puM) TRAS LA PERFUSION INTRACORTICAL DE PIRENZEPINA
{100 pM) SOBRE LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE GLU Y GABA EN LA CORTEZA
PREFRONTAL MEDIAL DE LA RATA DESPIERTA.

La perfusién de McN-A-343 (1, 10 y 100 M) se realizd segin el
prutdcolo experimental 1 (pag 73). La perfusibn de McN tras la previa
perfusién de PZ (100 pM) se realizO segan el protocolo experimental 2 (pag.
73).

La perfusién intracortical de McN-A-343 (McN) (1, 10 y 100 pM) asi
como la perfusion intracortical de PZ (100 pM) no produjo cambios

comportamentales observables en el animal.

La localizacién histolégica de las cénulas guia intracerebrales
estuvo comprendida entre los planos A 10500p y A 10050y (Konig and Klippel,

1967). En la fig. 33 (pag. 125} se muestra en una serie estereotéxica,
donde estuvo situada la punta de la cénulas push-pull en los animales

estudiados en este experimento.
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3.3.1 Actdo glutémico

Los efectos producldos tras la perfusitn intracortical de McN (1, 10
y 100 yM) y por la perfusi6n intracortical de MeN (10 pMj tras la perfusi6n
de PZ, sobre la [GLU] en la CPM de la rata, se recogen en la tabla 18, La
figura Jla muestra los efectos producidoes sobre la {GLU] por la perfusidn
intracortical de MeN (1, 10 y 100 pM). En la figura 31b se muestran los
efectos producidos sobre la [GLU) por la perfusién Intracortical de McN (10

i) tras la previe perfusion de P2 (100 My,

MeN & la dosis de 100 pM produjo un aumento significativo (ANQVA)
sobre In [GLU) (p<.05). Hsia slgnificaclén se alcanzd en el perfundide en

el que se introdujo la droga (p6).

McN a la dosls de 10 pM produjo un aumento significativo (ANOVA)
sobre la [GLU] (p<.01). Esta significacién se alcanzé en el perfundide en
el que s¢ Introdujo la droga (p6). Cuando, previamente se perfundi¢ PZ (100
WM) intracoriical, MeN (10pM) no produjo ningln cambio significativo sobre

la [GLU]. As{ mismo PZ no produjo variaciones significativas sobre dichos

sminofclidos .

McN & la dosits de ) M produjo un aumento significativo [ANOVA) sobre

la [GLU) {p<.01). Bsta significacién se alcanzé en el perfundido en el gue

se Introdujo la droga (p6).
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ACIDO GLUTAMICO

MecN 1 uM McH 10 uM McN 100 uM McN 10 uM+
PZ 100 uM
naf naf n=§ n=§

tiempo p X HSM P X KSM P X BSM P ox ESM

0-10 (pl)y O.46 0,08 - 0,34 0,03 -~ 0,51 0,04 -~ 0,47 0,07
10-20 {p2) 0,43 0,07 - 0,04 0,04 - 0,42 005 - 0,44 0,08
20-30 {pd) 0,53 0,06 - 0,30 0,02 - 0,36 0,04 - 0,51 0,10
30-40 (pd) 0,38 0,05 - 0,2% 0,00 - 0,38 0,05 - 0,60 0,14
40-50 {p5) 0,38 OH,08 - 0,40 0,09 - 0,38 0,06 -~ 0,48 0,08
50-60 (p6) 0,74 0,17 .0} 0,54 0,09 .01 0,52 0,11 .050,47 0,08
60-70 (p7) 0,20 0,08 - 0.41 0,02 ~- 0,48 0,04 - 0,40 0,08
70-80 (p8) 0,38 0,05 - 0,38 0,04 - 0,43 0,06 - 0,46 0,10
80-90 (ph) ©6,4% 0,08 - 0,40 0,083 ~ 0,41 0,05 - 0,45 0,09

90-100 {pl0) 0,33 0.05 - 0,39 0,09 - 0,47 0,08 - 0,43 0,07

TABLA 18: Efccto de 1 McN-A-343 (L, 10y 100 uM) y de McN (10pM) +
PZ (100 pM) sobre [GLU) y con la CPM de la rata. Datos expresados en valores
absolutos (pmoles GLi/Zul de perfundide). x: media, ESM: error esténdar de
la medla, n: numero de anlmales, p:perfundidos, t: tiempo, P: significacion

estadisticn,
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FIGURA 31: Representacién en tantos por ciento respecto al control de

los datos expresados en la tabla 18. a) Efecto de la perfusion

intracortical de McN (1. 10 y 100 pM) sobre la [GLU] en la CPM de la rata.
b) efecto de la perfusién intracortical de McN (10 uM) tras la perfusién PZ

(100 pM) sobre la {GLU] en la CP¥ de la rata. Para hallar los porcentajes
tres perfundidos anteriores al

se Lom6 como control la media de los
Las lineas verticales

estimulo. En el eje de abcisas se indica el tiempo.
representan el error estdndar de la media.

121



Resulitados

3.3.2 GABA

Los efectos producidos por la perfusién intracortical de McN (1, 10
¥ 100 pM) y por la perfusién intracortical de McN (10 pM} tras la perfusién
de PZ, sobre la [GABA] en la CPM de la rata despierta, se recogen en la
tabla 19. La figura 32a muestra los efectos producidos saobre la [GABA] por
la perfusién intracortical de McN (1, 10 y 100 pM). En la figura 32b se
muestran los efectos producidos sobre [GABA} por la perfusién intracartical

de McN (10 pM) tras la perfusion de PZ (100 pM).

McN, a la dosis de 100 uM, no produjo ninguna variacion significativa

sobre [GABA].

MeN, a la dosis de 10 pM, produjo un aumento significativo (ANDVA)
sobre [GABA] (p< .01) durante el p6. Cuando previamente se perfundié PZ
(100 pM) intracortical, McN no produjo ningin cambio significativo sobre

[GABA]. Asi mismo PZ no produjo variaciones significativas sobre 1los

niveles basales de dicho aminoacido.

McN, a la dosis de 1 pM, no produjo ninguna variacidn significativa

schre [GABA}.
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GABA
McN 1 uM McM 10 uM McN 100 uM McN 10 uM +
PZ 100 uM
n=5 n=5 n=5 n=5

tiempo p x ESM P x ESM P X ESM P «x ESM P

0-10 (pl) 0,02 0,001 - 0,02 0,003 - 0,03 0,005 - 0,04 0,010 -
10-20 (p2) 0,02z 0,002 - 0,02 0,002 - 0,03 0,007 - 0,03 0,008 -
20-30 (p3} 0,02 0,003 - 0,02 0,003 - 0,03 0,003 - 0,45 0,008
30-40 (p4) 0,02 0,00t - 0,03 0,002 - 0,02 0,004 - 0,35 0,008 -
40-50 (p5) 0,02 0,000 - 0,03 0,003 - 0,03 0,005 - 0,04 0,006 -~
50-60 (p6) 0,02 0,003 - 0,06 0,015 .01 0,04 O0,005 - 0,04 0,005 -

60-70 (p7) 0,02 0,003 - 0,03 0,010 - 0,04 0,006 - 0,04 0,007 -
70-80 (p8) 0,02 0,003 - 0,02 0,002 - 0,04 0,008 - 0,04 0,007

80-90 {p9) 0,02 0,002 - 0,02 0,003 - 0,03 0,002 ~ 0,04 0,005 -
80-100 (p10) 0,02 0,002 - 0,03 0,002 - 0,03 0,604 - 0,03 0,003 -

TABLA 19: Efecto de la perfusidon de McN-A-343 (1, 10 y 100 uM) y de
McN (10upM) tras la perfusitn de PZ (100pM) sobre la [GABA] en la CPM de la
rata. Datos expresados en valores absolutos (pmoles GABA/ul de perfundido}.
x: media, ESM: error estidndar de la media, n: nimero de animales,
p:perfundidos, t: tiempo, P: significacién estadistica.
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GABA (CPM)
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FIGURA 3Z2: Representacidn en tantos por ciento respecto al control de
los datos expresados en la tabla 19, a) Efecto de la perfusiotn
intracortical de McN (1, 10 y 100 uM} sobre la [(GABA| en la CPM de la rata.
b) efecto de la perfusién infracortical de MeN (10 pM) tras la perfusion PZ
{100 pM) sobre la [GABA] en la CPM de la rata. Para hallar los porcentajes
se tomd como contrel la media de los tres perfundidos anteriores al
estimulo. En el eje de abcisas se indica el tiempo. Las lineas verticales

representan el error estidndar de la media.
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A 10500 v

A L0300 u

A 10050 u

PIGURA 33: Localizaci6n histologica de la punta de las canulas push-
pull en los animales utilizados en el experimento 3.3.
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Discusidn

1. ACERCA DE LOS METODOS.

1.1 Acercen del método de perfusidn intracerebral in vivo

Las concentraciones extracelulares de neurotransmisores In vivo se
pueden cuantlificar mediante dos tipos de téenicas diferentes: técnicas in
sttu y ex situ. Las téenleas [n sfte detectan y miden compuestos quimicos
directamente en el espacfo Inlersticlal (voltametria) (Kissinger et al.,
1973). Las teenieas ex situ, o de perfusién intracercbral, recogen
sustancins del espacio fntersticlal para ser analizadas posteriormente.
Existen varias téenicas ox situ: el cup cortical (McIntosh y Oborin (1953),

la perfuston push=pull (Gaddum, 1961} y la didlisis (Bito et al., 1966).

La voltamelria pernlte cuantificar las concentraciones extracelulares
de neurot rasmisores por medio de un microelectrodo, implantado en la regitn
cerebral a esludlar, gue oxide las moléculas de interés: esta oxidacion
genera unas corrientes que pueden ser relacionadas con las concentracién de
la molécula oxidads (Beaveniste, 1989 Westerink y Justice, 1991, Gardner,
1993). La gran ventaja de esta técnica es que realiza la medicion de las
concentrac fones de neurotransmisores in §itd, poseyendo ademds un tiempo de
resolucion muy corte  (Westerlok y Justice, 1991). Sin embargo, la
voltametria csta limitada a la detecelon de neurolransmisores oxidables,

teniendo ademas problemas de selectividad, ya que compuestos diferentes
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pueden  poseer potenciales  de  oxldacién  similares (Benveniste..
1989:Benveniste et al.. 1969). A diferencia de la voltametria, las técnicas
ex situ permtten detectar todas las sustancias quimicas presentes en el
espacio intersticial (Myers, 1986; Denvenlste, 1989: Ungerstedt, 1991 ;
Gargner, 1883).

Bl cup  cortliceal  constste en un  pequefio cilindro  colocado
quirirgicamente on contacto directo con la superficie cortical. El cup,
formado por ¢l oilindro y la superflicle cortical, puede ser perfundido con
soluctones Tislologicas, permitiendo la recogida de sustancias difundidas
desde la superficle cortical al liquido de perfusi6n (Benveniste, 1989:
Westerlok y Justice, 1991 Gardner, 1993)., Esta técnica es la menos
empleada de tas téenleas ex sftn dado que sb6lo permite la perfusién de
estructuras cerebrales superflelales, usualmente la corteza (Westerink y
Justice, 1991 Gardner, 1993). Las Ltécnicas de perfusién push-pull y de
didlisls, por ol coatrario, permlten acceder & todas las estructuras
cerebrales (Benveniste, 1984 Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 19915
Gardner, 1993). Ademéis, [a técnfca del cup cortical es dificil de aplicar

a animales desplertos (Westerink y Justice, 1991).

Las leenleas de  push-pul) y Ad1alisis son muy similares. Ambas

utilizan una canuln de perfusion que es implantada en el area cerebral que
se desea estudinre (Henvenlste, 1989; Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice,
1991; Cardner, 1993). Bl disefio de la cAnula es bhsicamente el mismo en
ambas téenicas: dos cqnuias, blen concénlricas o bien paralelas, a través
de las cuales fluye el liquido de perfusibn, La diferencia principal entre

ambas técnicas consiste en la presencla, en el caso de la diglisis, de una

128



Discusion

gembrana dinlitica en el extremo de la cénula de perfusién que evita el
contacto directo del ifgquido de perfusion con el tejido cerebral e impide
el paso de gustancias de celevado peso molecular (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1891: Westerink y Justice, 1991: Gardner, 1993). Esta membrana

evita, de este modo, el paso de protefnas y enzimas al liquide recogido.
L 1.4, Dialists vs. push-pull

La principal ventala de la presencia de la membrana dialitica es que
impide la degradaclon de los neurotransmisores por las enzimas presentes en
el liquido recogido, no siendo necesaria la desproteinizacién de las
muestras noles de su andlisis (Ungerstedt, 19915 westerink y Justice, 1991;
Gardner, 1992). No obstante, la membrana dlalitica puede entorpecer el paso
de algunas sustancias de interés presentes en el liquido extracelular,
disminuyendo su concentraclon en el liquido de perfusion {Justice y Neil,
1086: Westerink y Justice, 1991}, Lsto obliga a utilizar un mayor tiempo de
recogida para cada muestra y métodos de andlisis més sensibles. Por otra
parte, la recuperacion de gustancias quimlcas desde el espacio extracelular
a traves de la membrana dinlitlca depende del coeficlente de difusion de
dichas sustancias, del Adrca de la membrana de diglisis, del flujo del

lfquido de perfusion, de las propledades de la membrana y de la temperaturd

(Benvenistle, 1989; Benvenlste el al., 1989; Ungerstedt, 1991},

Bl sistema de perfusion push-pull evita los inconvenientes de la

diflisis, debido o que existe un contacto directo del liquide de perfusion

con ¢l espaclo interstictal (Myers, 1986) Sin embargo, provoca un mayor

daiio tisular debldo al mayor tamafo de las chnulas de push-pull, 1 mm de
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diametro aproximadamente frente, a 0,6 mm en la didlisis, y a un flujo de
perfusion mhs elevado, 20 pl/min en el caso del push-pull con respecto los

1 a3 pl/min usados en la dialists (Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Wwesterink y Justlce, 1891; Gardner, 1993},

La téenfca utilizada en los experimentos que se presentan en esta
tesis Doctoral fue ta perfusioén push-pull. Para minimizar el dafo tisular

que el uso de esta téenlea provoca se tomaron las siguientes precauciones:

- S¢ emplearon sistemas de chnulas concéntricas que se obturan con

menor frecuencia (Myers, 1986),

- La distanela existente entre los extremos distales de las canulas
pust y pull fue de 0,3 mm. Con esta medida la eficacia en la recogida
de sustanciag deade el ted!do cerebral estd cercana al mximo para el

Flujo de perfuslon empleado (Yaksh y Yamamura, 1974),

- Hl liguido de perfusion empleado fue {sotonico con respecto al
liquido eefalorvaquiden, ya que las soluciones isoténicas producen un

menor dafto tlswlar que tas soluciones hipoténicas o hiperténicas

(Yaksh y Yamamura, 1974).

bado que tanto ia dialisis como la perfusion push-pull producen un

clerlo dafle  tisular, se ha cuestionado el origen intracelular o
extracelular de las sustanclas presentes en el 1iquido recogido. Diversos
autores han {ntentado conlestar a esla cuestion a través de diferentes

aproximaciones metodolbgleas:
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- Se han cuantiCicado sustanclas que estdn presentes, predominantemente
en ¢l espaclo Intracelular, como LDH, y cuya salida al espacio
extracelular no esth en relacion con la actividad neuronal. Tras la
aplicacion  de  estimulos  que  inducen la  liberacién de
neurotransmisores, las  concentraciones extracelulares de estas

sustanciay no s modificaron (Greenfleld et al., 1983).

- S¢  han  infundide  precursores de neurotransmisores marcados
radlact ivamente, obteniéndose posteriormente 1a 1liberacién de
peurctransmisores marcados, tanlo en condiciones basales como tras

patimulacion (Besson et al,, 1986: Mora y Myers, 1984).

- Se han tofundido sustancias capaces de liberar neurotransmisores,

como altas concentraclones de K' (30 a 100 mM). La obtencién de un

aumento  en la tlheracion de neurotransmisores tanto en la técnica de
perfusion  push-pull como en la dislisis sugiere la integridad
funcional de lay neuronas en el punto de perfusi6n (Girault et al.,
1986; Yamamoto y Davy, 1992; Campbell et al., 1993). En experimentos
real [zados anteriormente en nuestro laboratorio  se perfundi6 K 100
mM, dicho grupe se ha conslderado el grupo control de los

experimentos que aqul se presentan (Sanz, 1992},

Indepeadientemente  de  lu Lecenica de perfusion intracerebral

utilizadn, cs convenlente comenzar @ recoger muestras para su analisis

después  de obtener niveles estables del neurotransmisor estudiado

(Benveniste, 198Y: Ungerstedt, 1991). In pstudios previos de nuestro

laboratorio se comprob que log niveles de aminodcidos analizados
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alcanzaron establlfdad tras 50 win de perfusi6n continua (Sanz, 1992;
porras. 1982), por lo que las muestras recoglidas durante los 50 primeros

ain de perfusion no se analizaron en los experimentos.

{as técnicas de  perfusiéon  intracerebral tiemen un  Gltimo
inconvenlente, Transcurridos tres dias desde la introduccién de la céanula
de perfusion se produce una reacclién astrocitaria, con la consiguiente
alteracion de los niveles de neurotransmisores y de la difusién de éstos
hacla el ligquidoe de perfusion {Myers, 1986; Benveniste, 1989 Ungerstedt,
1991y, Ko log experimentos que se presentan se evitd tal inconveniente

1levando a cabo un dnico experimento en cada punto de perfusion.
1.1.2. push-pull discontinue vs. push-pull continuo

Bl uso del push-pull lleva asoclado la necesidad de un sistema de

succion del 1iquide de perfusion que runcione simulténeamente a la infusitn
del mismo (Myers, 1986 Westerink y Justice, 109%; Gardner, 1993). Este
problema se soluclona con el use de las bombas de infusion-succibn. A tales
bombas sc aplican dos jerlngas de modo que und {nfunda liquido y la otra lo

recoja. Tal proceder, sin embargo, tiene un importante inconveniente. Para

recoger la muestra obtenida ha de interrumpirse la perfusién y extraerse la

chnula push-pull. be este modo, 8 cada periodo de perfusién (ON) debe

sequirle un perfodo de intervupcién de la perfusién (OFF) para llevar la

micstra recogida desde la jeringa de succion a un vial. Cada periodo OFF

exige la extracci6n de la canula push-pull'y cada periodo ON exige su nueva

introducc{an. Tales manipulaclones podrian producir un mayor dafio tisular,
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asi como la posibilidad de que los niveles de aminoécidos no sean fiel

reflejo de su compartimento neurotransmisor,

En nuestro laboratorio se ha desarrollado y utilizado la técnica de
push-pull continuo, que evita los inconvenientes descritos al utilizar como
fuerza de succlon la gravedad y no necesitar, por tanto, una Jjeringa de
succion (More y Porras, 1993; Porras y Mora, 1993; Sanz et al., 1993;
Exposito el al., 1994; Segovia, 1995). Para ello, el extremo libre del tubo
de recoglda (el tubo adaptado a la cénula pull) se coloca en un colector de
rracclones a una distancie del punto de perfusién tal, que la infusién y la
extraceion del liquldo se realice al mismo flujo y simultédneamente. De este
modo se evitan las sucesivas extracciones e introducciones de la cénula

push-pull con lo cual se consigue:

- Un menor daiio tisular,
- Una mejora en el seguimiento de los niveles del neurotransmisor en la
estructura cerebral estudiada, pues no hay pericdos OFF en los que se

plerda Informaclon.

1.2. Acerca del método de anélisis de aminoacidos

£l procedimiento mas empleado para el anflisis de aminodcidos es la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) debido a su gran
sensibillidad (en el rango de remtomoles) a su elevada capacidad de
resolucion y a su gran versatilidad (Lindroth y Mopper, 1979; Venema el

al., 1983: Peinado ot al., 1986; Ogden ¥y Foldi, 1986). El método HPLC
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permite utilizar pequefios volimenes de muestra, métodos de derivacion
simples, permile un reducido tiempo de anélisis y posee un coste menor gue
otros métodos cromatograficos (Venema et al., 1983; Peinado et al., 1986:

Ogden y Foldl, 1986).

Dadas las ventajas de la cromatografia liquida de alta resulocién
para ¢l anéllsls de aminodcidos, éste fue el método utilizade en los

experimentos presentados en esta Tesis Doctoral,
1.2.1, Acerca de la derivacion y cuantificacion de aminodcidos

Para la cuantificacion de los aminodcidos con el método HPLC es
necesario hacer previamente una dervivaclén de éstos. La derivacién de los
aminofcidos puede reallzarse mediante diferentes técnicas: formacion de
PITC-derivados  (con [leniltiolsocianato) (Bidlingmeyer et al., 1984),
formaclién de  I'MOC-derivados (con cloruro de 9-fluorometiloxicarbonilo)

(Einarson ol al., 1983) o formacion de OPA-derivados (con o-ftaldehido)

(LIndroth y Mopper, 1979),

La formaclén de PITC-derivados es un método poco sensible y que

requicre un procese largo (Ogden y Foldi, 1986},

L.a ventafa de los FMOC-derivados es su gran estabilidad (superior a
las 30 horas.) (Ogden y Foldi, 1986). Sin embargo, el espectro de
luorescencia del reactivo estd muy cercano al de los derivados y pueden

existir interforenclas entve ambos en el cromatograma (Ogden y Foldi,

1986) .
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Los OPA-derivados poseen una elevada fluorescencia y requieren un
tiempo de reaccién corto, por lo que este método es muy sensible para el
andlisis de amino4cidos, tanto con detector de fluorescencia (Korf ¥
Venema, 1985: Smith y Panico, 1985), como con detector electroquimico
(Allison y Shoup, 1984; Peinado et al., 1886). El detector electroquimico,
sin embargo, es muy sensible a los cambios en la composicién de 1a fase
movil y su empleo con programas de gradiente produce alteraciones de la
linea base (Allison y Shoup, 1984). Dadas sus ventajas, el método de
derivacion de los aminoacidos usado en el presente estudio fue la formaci6n
de QPA-derivados, y su cuantificacién se llevé a cabo con un detector de

fluorescencia.

La reaccion del o-ftaldehido (OPA) con los aminodcidos se realiza a
un pH alcalino (9,5) y necesita un tiol como molécula auxiliar para dar
lugar a un compuesto fluorescente (Lindroth y Mopper, 1979; Allison y
Shoup, 1984). La intensidad de fluorescencia y la estabilidad de los OPA-
derivados depende del tiol empleado (Venema et al., 1983; Allison y Shoup,
1984). Los compuestos derivados con mercaptoetanol o mercaptopropibnico
exhiben una fluorescencia mas intensa que los derivados con tertbutiltiol,
perc menor estabilidad (Allison y Shoup, 1984; Herranz et al., 1985; Ogden
y Foldi, 1986). En este trabajo el compuesto utilizado para la formaciéﬁ de
los OPA-derivados fue el Acido mercaptopropidnico, dada su mayor
sensibilidad. Con el fin de minimizar la repercusién que la baja
estabilidad de los derivados obtenidos pudiese tener sobre la
cuantificacion de los aminoacidos, se mantuve constante en todos los
experimentos , el tiempo transcurrido entre la adicion del reactivo de

derivacion y la inyecci6én de la muestra en el cromatdgrafo.

135



Discusidn

1.2.2. Acerca de las condiciones cromatograficas.

Para conseguir una adecuada resolucion de los picos cromatograficos,
se utiliz6 una columna de fase inversa Cy, de 15 cm de longitud y § pum de
tamafio de particula (Herranz et al., 1984, 1985). Se eligid una columna de
longitud intermedia dado que las de mayor longitud si bien, permiten
mejorar la separacién de los picos cromatograficos, aumentan su anchura
y hacen méas lento el andlisis, y las columnas de menor longitud requieren
un menor tiempo de andlisis pero poseen una menor resolucién. Con el fin de

aumentar la vida media de la columna analitica se utilizé una precolumna CIB

(Venema et al., 1983).

El pH de la fase mévil permite una adecuada separacion de los OPA-
derivados y se encuentra dentro de los mirgenes tolerados por el relleno de
la columna (2<pH<8). Dade que la derivacioén de las muestras requiere un pH
de 9,5 (Allison y Shoup, 1984), previamente a su inyeccion se afiadieron a
las muestras 5 pM de adcido acético al 5% con el fin de evitar la pérdida de

silica de la columna (Cobo, 1990).
1.2.3. Acerca de la variabilidad del método de analisis.

El método de anilisis de aminoacidos por HPLC acoplado a detectores
tanto de fluorescencia come electroquimicos es un método sensible y
reproducible para el estudio de los niveles enddgenos de aminodcidos
(Venema et al., 1983; Peinado et al., 1986). El método cumple las
condiciones de linealidad entre 1 pmol y 10 nmoles de aminodcidos por

muestra y para volimenes de muestra comprendidos entre 10 y 500 pl (Venema
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et al., 1983; Peinado et al., 1986). Las concentraciones a las cuales los
aminodcidos estén presentes en las muestras analizadas en este trabajo (
0.01-1 uM), asi como los volumenes de muestra utilizades (20 ul), se
encuentran dentro del rango en el que el método cumple la condicién de
linealidad. Ademés, con anterioridad a la realizacién de los experimentos
se confirmd tal condicién (ver apartado 3.3.2.4 de Materiales y Métodos,

pag. 83).

2. ACERCA DE LOS RESULTADOS.
2.1 Acerca de neurotensina
2.1.1 Interaccitbn NT-GLU en la corteza prefrontal medial de la rata

La perfusion Intracortical de NT a la dosis de 1000 nM, produce un
aumento de {GLU] en la CPM de la rata despierta; dicho efecto es bloqueado

por la inyecci6on i.p del antagonista D1-D2, HL(3 mg/kg) (fig. 20; pag. 91)

La NT presente en la CPM, se encuentra coexistiendo con DA en
terminales que proyectan desde el AVT del mesencéfalo. En la CPM no existe
NT intrinseca (Seroogy el al., 1987; Studler et al., 1988). En dicha regién
cortical los receptores neurotensinérgicos se encuentran mayoritariamente
a nivel postlsinfptico y posiblemente se locallcen sobre las neuronas
piramidales (Hervé et al., 1986; Studler et al., 1988). Los resultados
oblenides en el trabajo que aqui se presenta, estan de acuerdo con los

resultados de Audinai et al (1989) donde la NT tiene un efecto excitador
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sobre las neurgnas piramidales. Asi, la aplicacién iontoforética de NT
produce la despolarizacién del BB% de las neuronas piramidales estudiadas
(Audinat et al., 1989). Por tanto, el aumento de [GLU] obtenido en nuestros
resul tados, podria ser debido a un efecto directo de la NT sobre los
receptores neurotensinérgicos, presuntamente localizados en las neuronas

piramidales de la CPM.

Dado que en la CPM, NT y DA estin coexistiendo en una misma terminal
sinaptica, el efecto que produce NT sobre [GLU] podria deberse, al menos en
parte, a una modulacién de los receptores dopaminérgicos por la unién de NT
a su receptor, de forma que la NT facilitase la transmisién dopaminérgica
y fuese la DA la que mediase la liberacidn de GLU (apartado 2,2.1) (grafica
22, pag. 96). Fuxe et al (1992), en un estudio realizado en neuronas
estriatales de rata, sugieren que la unién de NT a su receptor reduce la
afinidad de los receptores D2 y aumenta la afinidad de los D1 (fig. 12,
pag. 47): este efecto se produce mediante la existencia de una interaccidn
intramembrana entre los receptores neurotensinérgicos y dopaminérgicos.
Dicho modelo de interaccién NT-DA, estd de acuerdo con los trabajos
realizados por Hétier et al (1988) en la CP, donde la NT aumenta la
liberacién evocada de DA (Hétier et al., 1988). Asi mismo, nuestros
resultados podrian ser explicados por este modelo; el hecho de que la
inyeccioén de HL atenfie los efectos producidos por la NT sobre el [GLU]
podria ser debido a que la NT esté modulando los receptores de DA de forma
que facilite la transmisién dopaminérgica, y sea ésta la que produzca la

liberacion de GLU,
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2.2 Acerca de dopamina

2.2.1 Interaccién DA-GLU en la corteza prefrontal medial de la rata

APO a la dosis de 10 pM produce un aumento de la concentracidn
extracelular de GLU en la CPM de la rata despierta. Este efecto es

bloqueado por ¢l antagonista dopaminérgico HL (Img/kg) {fig. 22, pag. 96).

Las lerminales dopaminérgicas, presentes en a CPM de la rata,
proyectan desde el Area ventrotegmental del mesencéfale. Dichas terminales
establecen contactos sindpticos con las neuronas piramidales corticales
{Van Bden et al., 1987: Séguéla et al., 1988; Verney et al., 1990) que son
de naturaleza glutamatérgica (Ottersen y Storm-Mathissen, 1984; Conti et
al., 1987: Dort et al.. 1989) . Tn la CP existen receptores DI y D2. Los
receplores D2 se encuentran presentes en las terminales de las neuronas
piramidales que proyectan a estriado, por tanto, podrian estar presentes en
colaterales recurrenles de dichas neuronas (Retaux et al., 1991). Asi
mismo, se suglere la cxistencla de receptores DI en las dendritas de
neuronas cortlicales plramidales (Retaux et al., 1991). Estos datos nos
hacen suponer que el efecto de la APO sobre [GLU] (obtenidos en este
trabajo) podria ser debido la accion directa de la APO sobre los receptores

dopaminérgicos localizados en las neuronas piramidales glutamatérglcas.
Son muchos los estudios que Indican que la APD tiene un papel

inhibidor sobre las neuronas corticales piramidales (Mora et al., 1976

Bernardi ot al., 1982: Bunney y Chiodo, 1984). El hecho de que APO en
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nuestros resultados posea un efecto excitador sobre dichas neuronas
piramidales y que este efecto sélo se alcance a la dosis intermedia podria
ser debido al hecho de que APO no es un agonista dopaminérgico especifico,
as{ como al efecto de APO sobre la liberacién de otros neurotransmisores

tales como NT y GABA.

Dado que APO es un agonista mixte DL1-DZ, nuestros resultados podrian
deberse a un balance entre los efectos excltadores e inhibidores de los dos
tipos de receptores dopaminérglicos., De hecho, Thierry et al (1986) han
propueslo que los receptores D1 son excitadores mientras que los receptores
D2 poseen un efecto inhibidor en la CPH de rata (Thierry et al ., 1986).
Morelld et al (1991) han sugerido recientemente que APO a dosis bajas actia
principalmente via receptores D2, mientras que a dosis mayores actia
principalmente por medio de los receptores D1, Asi, el balance existente
entre la activacion de receptores DL y D2 por la APO podria explicar, en
parte, nueslros vesultados en los que APO s6lo tiene efecto sobre las

concentraciones extracelulares de GLU a la dosis intermedia.

Una Interacci6n entre DA y otros neurotransmisores podria ser
responsable, al menos en parte, del efecto de la APO sobre la liberaci6n de
GLU. Asf, en la CPM exlste una poblacién de terminales dopaminérglicas donde
DA se encuentra coexisticndo con el péptido NT, y los receptores para NT
tienen una distribuclén paralela a los receptores DI (Studler et al.,
1988). lLa perfusi6n intracortical de APO produce una liberacion de NT {Bean
el al 1990). la cual como hemos visto anteriormente podria estar modulando

los receptores dopaminérgicos, facilitando dicha transmision {fig. 20,

pag. 91).
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La DA tiene un efecto inhibidor sobre el disparo de las neurcnas
piramidales en la CPM (Mora et al., 1986; Bernardi et al., 1982; Bunney y
Chiodo, 1984). Recientemente se ha sugerido que dicho efecto podria
implicar un componente gabérgico y un componente dopaminérgico (Pirot et
al., 1992). Asi, estudios realizados tanto fn vitro como fn vive muestran
que la estimulacién de los receptores dopaminérgicos produce una liberacién
de GABA (Retaux et al., 1991; este trabajo, fig. 23, pag. 99) el cual tiene
un efecto inhibidor sobre las neuronas piramidales (Krnjevie, 1974; Houser
et al., 1984). Asi pues, éste efecto inhibider de la DA parece estar
mediado por una excitacibén de las neuronas gabérgicas {Pirot et al.,
1992). Esta interrelacidn entre DA, GABA y GLU podria explicar, al menos en
parte que, en este estudio, APO sdlo produzca efecto sobre [GLU} a la dosis

intermedia.

2.1.2 Interaccion DA-GABA en la corteza prefrontal medial de la rata

APO, a la dosis de 10pM, produce un aumento de [GABA] en la CPM de la
rata despierta; dicho aumento nc se produce cuando previamente se bloquean

con HL {3 mg/kg) los receptores dopaminérgicos (fig. 23; pag. 99).

En la CPM, GABA se encuentra localizado, mayoritariamente, en
neuronas no piramidales, concretamente en interneuronas (ver apartado
§.4.2, pag. 52). Hasta el momento no hay datos de que exista una relacidn
directa entre las aferencias corticales dopaminérgicas y las neuronas
gabérgicas, pero tanto la organizacidn anatémica de las terminales
gabérgicas y dopaminérgicas, como el hechoe de que ambas terminales

sinapsen sobre las neuronas piramidales, sugiere una posible Interaccibn
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entre estos neurotransmisores (Van Eden et al., 1987: Séguéla et al., 1988;
Venney et al., 1990; Pirot et al., 1992). Nuestros resutados estan de
acuerdo con trabajos anteriores en los que se muestra que DA incrementa la
liberacion de [3H]GABA procedente de tejido de la CPM (Retaux et al., 1891)
¥ el disparo espontdneo de las interneuronas gabérgicas (Penit-Soria et
al., 1987). Estos datos, junto con los resultados obtenidos en este
trabajo, sugieren que el efecto de APO sobre la liberaci6tn de GABA en la
CPM parece ser debido a una estimulacién receptores dopaminérgicos

locaiizados, probablemente, sobre las interneuronas gabérgicas.

2.3 Acerca de acetilcolina

2.3.1 Interaccion GLU-ACh en la corteza prefrontal medial de la rata

La perfusién intracortical del agonista M1-M2, ARE (50, 100, 200 mM),
produce un aumento de [GLU] en la CPM de la rata desplerta (fig. 25 x: pag.
105). La perfuslén intracortical del agonista M1, McN-A-343 (1, 10 y 100
pM), produce un aumento de [GLU}, que es bloqueado por el antagonista Mi,
PZ (100 uM) (fig. 31; pag. 121). La inyeccién intraperitoneal del agonista
M2, OXO (0,5; 1; 2 mg/kg), no produce ningiin efecto socbre [GLU] en la CPM

de la rata despierta (fig. 28; pag. 113).

La ACh presente en la CP proviene de neuronas intrinsecas y de
aferencias que proyectan desde los nicleos basales de Meynert. Las
terminales acetilcolinérgicas establecen contactos sinépticos con las
dendritas de neuronas piramidales y con cuerpos de neunronas no piramidales

(Houser et al., 1985), Tanto los receptores M1 los M2 estan presentes en la
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CP. Los receptores ML se encuentran, posiblemente, sobre las neuronas
piramidales (Chessell et al., 1983) y sobre las terminales dopaminérgicas
(Ono et al.. 1988: Marchi et al., 1990) mientras que los receptores M2, se

encuentran en las Lerminales acetilcolinérgicas (Marchi y Raiteri., 1985).

El efecto excilador que posee la ARE y McN en el trabajo que aqui se
presenta estd de acuerdo con los resultados obtenidos por Bernardo {1993)
donde la aplicaclon fontoforética de ACh produce un efecto excitador sobre
las neuronas piramidales corticales (Bernardo, 1993), concretamente la
activacion de los receptores muscarinicos tiene un efecto excitador sobre

las neuronas de la CPM (Andrade, 19§1).

Bl hecho de que el efecto excitador que posee en nuestros resultados
ARE, sca mimetizado por el agonista M1, McN, pero no por el M2, 0XO, y gque
dicho efecto sea bloqueado por el antagonista M1, PZ, nos hace suponer que
el efecto de la ARE es debido a la activacién de receptores M1, Dado que
los receptores M1 sc encuenlran sobre neuronas piramidales glutamatérgicas
(Chessell et al., 1993), existe la posibilidad de que el efecto producido
por la perfusion de ARE sobre la [GLU], asi como de McN, se deba a un
efecto directo sobre dichos receptores M1 situados en las neuronas

piramidales.

Ahora bilen, dado que los agonistas muscarinicos potencian la
liberacién evocads de DA (Marchi y Ralteri., 1985), y que sobre las
terminales dopaminérgicas cxisten receptores muscarinicos, posiblemente Ml
(Ono et al., 1988: Marchi et al., 1990), el efecto de la ARE, asi como del

McN, sobre [GLU] podria estar mediado, al menos en parte, por una
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facilitaclén de la transmision dopaminérgica, la cual produciria a su vez
ung liberacion de GLU (fig. 22, pag. 96). As{ pues, el efecto de la ACh
sobre las neuronas piramidales glutamatérgicas podria deberse a un balance
entre una excitaclén acetllcolinérgica y/o dopaminérgica vy una inhibicién

gabérgica (ver apartado 2,3.2}).

Il hecho de que O0XO no produzca ningin efecto sobre [GLU] esta de
acuerdo con estudios rcalizades por Meyer y Otero (1985), donde se sugiere
que los receptores M2 actian como autoreceptores y su activacliéon produce

ung dlsminucion de la liberaclén inducida de ACh,
2.3.2 Interacclén ACh-GABA en la corteza prefrontal medial de la rata

La perfusién intracorltical del agonista M1-MZ, ARE (50, 100 y 200
mM), produce un aumento de [GABA] en la CPM de la rata despierta (flg. 26a,
pag. 126). La perfusion intracortical del agonista Mi, MeN-A-343 (1, 10 ¥y
100 pM), produce un aumento de [GABA}, que es bloqueado por el antagonista
MI, PZ (100 yM)(fig. 32b: pag. 124). La layeccién intraperitoneal del
agonista MZ, OXO (0,5; 1: 2 mg/kg), no produce ningtin efecto sobre [GABA)
(flg. 29; pag. 116).

La ACh es un neurotransmisor que aunque, tal y como hemos visto en el
apartado anterior, posee un papel principalmente excitador {Andrade, 1981;
Bernardo, 1993). también hay estudios en los cuales se pone de manifiesto
un papel Inhibidor. Estudios inlciales realizados por Krnjevic et al., en
1966 sugieren que estos efeclos iInhibidores de la ACh podrian estar

mediados por inlerncurcnas gabérgicas (Krnjevic y Schwartz, 1966).
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posteriormente Sillito et al (1985) confirmaron esta hipétesis; de hecho
las capas corticales donde la ACh produce mas frecuentemente una inhibicisn
aceticolinérgica son aquellas donde existe una mayor densidad de
interneuronas gabérgicas (Sillito et al., 1985). As{ mismo, estudios
reclentes muestran que la aplicacién ifontoforética de agonistas
muscarinicos posee un efecto inhibidor scbre las neuronas piramidales de la

Cp (Vidal y Changeaux., 1993)

Nuestros resultados estén de acuerdo con estos estudios, ya que tanto
ARE como McN producen un aumento de [GABA], el cual posee un efecto
inhibidor sobre las neuronas piramidales (Krnjevic, 1974; Houser et al.,

1984) .

El aumento de [CGABA] podria ser debido a una estimulacion directa de
receptores M1, probablemente localizados sobre la interneuronas gabérgicas,
va que ¢l efecto del agonista ML-M2 es mimetizade por el agonista ML, McN,
y este efecto es bloqueado por el antagonista M1 (PZ). Ahora bien, tal y
como hemos visto en el apartado anterior, los agonistas muscarinicos
producen un aumento de la liberacion evocada de DA, y DA, a su vez, produce
un aumento de [GABA] (fig. 23, pag. 99). Por tanto, el efecto de ARE y McN
sobre les niveles de GABA podrian estar mediados por una previa liberacibn
de DA.

151 hecho de que el agonista M2, 0XO, no tenga ningun efecto sobre los
niveles de GABA estd de acuerdo con el hecho de que los receptores M2 en

la corteza de la rata tienen papel de autoreceptores y modulan la

liberaciodn de ACh (Meyer y Otero, 1985).
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Conclusiones

PRIMERA

El agonista dopaminérgico D1-D2, apomorfina, produce un aumento
significativo de [GLU], en la corteza prefrontal medial de la rata. Dicho
aumento es atenuado por el bloqueo previo de los receptores dopaminérgicos

con haloperidol.

SEGUNDA

La neurotensina, produce un aumento significativo de la [GLU] en la
corteza prefrontal medial de la rata. Dicho aumento es atenuado por el
bloquec previo de los receptores dopaminérgicos con haloperidol. Estos
datos sugieren que el aumento de la [GLU] producido por la neurotensina
esté mediado, al menos en parte, por la activacion de receptores
dopaminérgicos. Estos resultados indican la existencia de una interaccitn

entre NT-DA-GLU en la corteza prefrontal medial de la rata.

TERCERA

El agonista dopaminérgico D1-D2, apomorfina, produce un aumento
significativo de [GABA], en la corteza prefrontal medial de la rata. Dicho
aumento es atenuado por el bloqueo previo de los receptores dopaminérgicos
con haloperidol. Estos datos sugieren la existencia de una interaccidn

entre el GABA y la DA, en la corteza prefrontal medial de 1la rata.

147



Conclusiones

CUARTA

El agonista acetilcolinérgico M1-M2, arecolina, produce un aumento
significativo de la |GLU] en la corteza prefrontal medial de la rata . El
agonista M1, McN-A-343, pero no el agonista M2, oxotremorina, produce
fgualmente un aumento de la [GLU]. El efecto del agonista M1 es atenuado
por ¢l Dbloqueo previo de los receptores acetilcolinérgicos con el
antagonista pirenzepina. EBEstos datos sugieren la existencia de una
interaccion entre el GLU y la ACh, en la corteza prefrontal medial de la

rala medinda por receptores Mi.

QUINTA

Il agonista acetilcolinérgico M1-M2, arecolina, produce un aumento
significativo de la {GABA] en la corteza prefrontal medial de la rata . El
agonista M1, McN-A-343, pero no el agonista M2, oxotremorina, produce
fgualmente un aumento de la [GABA]. El efecto del agonista Ml es atenuado
por el blogqueo previo de los receptores acetilcollnérgicos con el
antagonista plrenzepina., EBEstos datos sugieren la existencia de una
interaccion entre el GABA y la ACh, en la corteza prefrontal medial de la

rata medlada por receptores ML,
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