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Introduccion

1. ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

El envejecimiento humano y, por ende, los estudios experimentales en
animales, ha cobrado en la dltima década un gran interés, sin duda debido al
progresivo aumento de la edad media de las poblaciones en los paises
desarroliados. Esto ultimo conlleva no solo el deterioro de las capacidades motoras,
sensoriales e intelectuales de los individuos sino también y, de modo sobresaliente,
su mayor susceptibilidad a sufrir enfermedades neurcdegenerativas como la
enfermedad de Parkinson y las demencias tipo Alzheimer. De todo ello se desprende
que el envejecimiento cerebral empiede a ser unc de los temas de investigacion
prioritarios en el mundo occidental.

El envejecimiento es un proceso deletéreo que acontece a todo ser vivo con el
tiempo, y esta caracterizado por una pérdida progresiva de las funciones propias de
la madurez que culmina con la muerte del individuo. El envejecimientc es un procese
universal y normal, es decir, aunque conlieva una mayor susceptibilidad a sufrir
enfermedades, el envejecimiento no es una acumulacién de patologias. Este es,
precisamente, uno de los principales factores que afectan a la interpretacién de los
resultados de los estudios sobre e! envejecimiento: !a dificultad de diferenciar entre
los cambios primarios (debidos al envejecimiento per se) y los cambios que son
consecuencia de patologias.

Una cuestién dificit de contestar es cuando comienza la vejez. La “edad
cronolégica” es la Unica variable objetiva de que disponemos actualmente para
definir la vejez. En el ser humano se suele considerar que el periodo de vejez
comienza en torno a los 65 afios. En el caso de la rata de raza Wistar {la que se usa
en el trabajo experi-mental de esta Tesis Doctoral), la mayoria de las publicaciones
utilizan como animales viejos ratas de a partir de 18-20 meses de edad. Sin
embargo, debe subrayarse que la edad de inicio del proceso de envejecimiento varia
entre individuos de una misma especie, por i0 que se han propuesto otras variables
diferentes de la edad cronolégica para definir ia vejez, por ejemplo la «edad
biolégica» definida por el grado de funcionamiento del organismo. Sin embargo,
definir la vejez de acuerdo al grado de funcionamiento no es posible mientras no
dispogamos de parametros para delimitar qué grado funcional es el caracteristico de
un individuo anciano.

Desde e! punto de vista de la conducta, el envejecimiento se caracteriza por la
pérdida de capacidad en funciones sensoriales, motoras y cognitivas (ver revision en
(Jolles, 1986; Katzman y Terry, 1892)). En relacion con ias funciones sensoriales y
motoras, en los individuos viejos se han descrito deficiencias en tareas de
percepcion visual, auditiva y tactil, asi como una disminucion de la velocidad de
realizacion de los movimientos simples (que parece relacionarse mas con
limitaciones musculares que con factores nerviosos) y un déficit de la coordinacion
de movimientos complejos (que se relaciona mas con limitaciones neurolégicas). Las
alteraciones cognitivas mas llamativas en los individuos ancianos son las que afectan
a la memoria. Aunque en los humanos estas alteraciones son mas intensas en las
demencias, también estan presentes en los individuos viejos sanos. Los deficits de
memoria de los ancianos afectan, fundamentaimente, a la memoria a corto plazo asi
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como a la adquisicion y consolidacion de informacién nueva y a la evocacion de esta
informacion {memoria a largo plazo).

Los déficits funcionales que aparecen durante el envejecimiento son
consecuencia de las modificaciones estructurales (anatomicas e histolégicas) y
bioquimicas que ocurren en el cerebro durante el proceso de envejecimiento. A
continuacion se describen brevemente estos cambios.

1.1 Cambios anatémicos

Los cambios morfologicos descritos en el cerebro durante el proceso de
envejecimiento incluyen disminuciones del peso y del volumen cerebral. Por ejemplo,
en el humano, se ha descrito una disminucion de en torno al 10% del peso del
cerebro a los 90 afos con respecto al individuo adulto (Brody, 1992; Katzman y
Terry, 1992). De igual manera, la disminucién del volumen cerebral se ha
cuantificado en el humano en un 2% por década a partir de los 50 afios, aunque esta
disminucion del volumen es diferente segin la regidon cerebral estudiada. La
disminucion del peso y del volumen globales del cerebro en el humano durante el
envejecimiento se acompana de un aumento del tamafo de los surcos cerebrales,
una disminucidn del tamafio de las circunvoluciones cerebrales y un aumento del
volumen de los ventriculos (Brody, 1992, Katzman y Terry, 1992).

1.2 Cambios histolégicos

Los cambios microscopicos que ocurren en el cerebro durante el
envejecimiento parecen ser el resultado de la degeneracion de las neuronas. Tales
cambios aparecen no soélo en individuos viejos sino también en el cerebro de
individuos que padecen ciertas enfermedades neuroldgicas como la enfermedad de
Alzheimer. Estos cambios incluyen la presencia de granulos de lipofucsina, granulos
basdfilos y ovillos neurcfibrilares en el citoplasma de las neuronas y de placas
seniles en el espacio extracelular (Katzman y Terry, 1992).

La presencia de granulos de lipofucsina en el citoplasma de las células es
expresién tanto de cambios degenerativos lentos como los que ocurren durante el
envejecimiento, como también de lesiones crénicas. Se observan acumulos de
lipofucsina, por ejemplo, en células del corazdn y del higado como consecuencia del
envejecimiento o en células de musculo estriado en extremidades paralizadas o
inmovilizadas. La presencia de granulos de lipofucsina en las neuronas es uno de los
patrones mas regulares del proceso de envejecimiento (Sohal y Wolfe, 1986; Dani,
1997). Por ejemplo, en la corteza cerebral de los humanos se ha descrito que el 10%
de las grandes neuronas presentan cumulos de lipofucsina (Brody, 1992). La
lipofucsina procede principalmente de la interaccion entre los productos de la
peroxidacién de los lipidos poliinsaturados de las membranas bioldgicas, provocada
probablemente por radicales libres, con un variado grupo de moléculars
biologicamente Utiles (Dani, 1997). Aln no esta claro si este pigmento es sélo
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consecuencia de la acumulacién de productos de desecho por degeneracion o tras
lesiones o puede producir dafio celular por si mismo.

En el citoplasma y las dendritas de ciertas neuronas (fundamentalmente
neuronas piramidales de la corteza cerebral y del hipo-campo)} del cerebro de
individuos viejos se ha descrito la presencia de pequenas vacuolas de contenido
baséfilo de unos 5 mm de diametro (Katzman y Terry, 1992). Se desconoce el
significado de este fenémeno, que ha sido descrito con el nombre de degeneracion
granulo-vacuolar. :

Otro rasgo histolégico comun en el cerebro de individuos ancianos es la
existencia de una maranas de fibrillas llamadas ovillos neurofibrilares asi como la
presencia en el espacio extracelular de placas neuriticas o piacas seniles {(Katzman y
Terry, 1992; Dani, 1997). Ambas resultan ser la principal consecuencia de la
precipitacién de proteinas estructurales durante el envejecimiento neuronal {Dani,
1997). El nlcleo de los ovillos neurofibrilares esta formado por pares de filamentos
helicoidales que contienen proteinas tau (proteinas asociadas a los microtubulos)
anormalmente fosforiladas. Las proteinas tau son componentes normales de las
neuronas, por lo que se acepta que los ovillos neurofibrilares derivan de las
proteinas del citoesqueleto neuronal tras un proceso de degeneracion. Estos ovillos
aparecen fundamentalmente en el citoplasma de neuronas de la corteza cerebral
frontal y temporat y del hipocampo. En cuanto a las placas seniles, son formaciones
aproximadamente esféricas, con un tamafio de entre 10 y 200 pm de diametro, que
aparecen principalmente en la corteza cerebral y en e! hipocampo. Estan constituidas
por un nucleo de sustancia amiloidea (el B-amiloide) rodeado por un anillo de fibrillas
(prolongaciones neuronales degeneradas) y de células gliales. El B-amiloide esta
formado por un péptido (la proteina p-amiloide) que se sintetiza a partir de una
proteina precursora (la proteina precursora del B-amiloide). Tanto la proteina -
amiloide como su proteina precursora se sintetizan de forma normat en neuronas y
células gliales, pero la proteina B-amiloide que forma parte de las placas seniles esta
alterada de forma que se hace insoluble y forma el nicleo en torno al cual aparece la
placa senil.

1.3 Atrofia y muerte neuronal

Ademas de los cambios histolégicos descritos, durante el envejecimiento
cerebrat se produce atrofia y muerte de neuronas en ciertas regiones cerebrales
(Coleman y Flood, 1987; Katzman y Terry, 1992; Dani, 1997; Haug, 1997). La atrofia
neuronal descrita durante el envejecimiento consiste en una disminucién progresiva
del arbol dendritico de las neuronas y de la densidad de espinas dendriticas y, como
consecuencia, del numero de sinapsis de estas neuronas (Katzman y Terry, 1992;
Dani, 1997). Sin embargo, esta atrofia neuronal presenta una gran variabilidad
dependiendo del area cerebral y de la fase del envejecimiento (Dani, 1997; Haug,
1997). Algunos estudios han demostrado incluso que durante el envejecimiento
cerebral normal se puede producir un crecimiento dendritico como respuesta a la
pérdida de neuronas en determinadas areas como la corteza cerebral y el
hipocampo (Coleman y Flood, 1986). En relacion con la variabilidad respecto al area

v
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cerebral, varios estudios han mostrado que, aunque los fenémenos de degeneracion
y muerte neuronal parece que ocurren en toda la corteza cerebral, las regiones mas
afectadas parecen ser la prefrontal y la parieto-temporal (Coleman y Flood, 1987).
También se produce pérdida de neuronas en el hipocampo, en |la amigdala y en
ciertas Areas subcorticales como el locus coeruleus, la sustancia negra, la substantia
innominata (ncleo basal de Meynert) y varios nicleos hipotalamicos (p. ej. el nicleo
supraquiasmatico y el érea predptica medial) (Sabel y Stein, 1981; Coleman y Flood,
1987). Recientemente se ha sugerido sin embargo que el cambio principal que
ocurre durante el envejecimiento es la atrofia de ias neuronas pero no su perdida
(Haug, 1997).

1.4 Envejecimiento y células gliales ,

Diferentes estudios han mostrado que el componente glial del cerebro aumenta
con la edad tanto en ratas como en humanos (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986;
Nichols et al, 1995, David et al., 1997), describiendose tanto un aumento
relacionado con la edad de la proteina glial fibrilar (un marcador de los astrocitos)
como del ARNm para esta proteina en varias estructuras cerebrales incluyendo el
hipocampo vy el estriado.

Basandose en estas observaciones, se ha sugerido que en el cerebro de
individuos viejos existe una hiperactividad glial que puede tener consecuencias
importantes en el metabolismos de varios neurotransmisores como el glutamato y el
GABA (Cobo et al., 1992). Sin embargo, aun no esta claro si esta hiperactividad glial
es sblo una respuesta secundaria a ta atrofia y muerte neuronal o si se puede
asignar a la glia un pape! primario en el envejecimiento cerebral.

1.5 Cambios bioquimicos

~ A diferencia de las modificaciones histolégicas, los cambios bioquimicos
durante el envejecimiento cerebral no han sido tan extensamente estudiados y los
resultados obtenidos son contradictorios. En todo caso, los cambios bioquimicos
descritos parecen relacionarse con los cambios microscépicos ya mencionados.

En relacién a los acidos nucleicos, se ha descrito un aumento del contenido
cerebral de ADN que podria deberse a la proliferacion glial. El contenido de ARN
parece disminuir con la edad en neuronas, pero se mantiene en células gliales
(Marofta et al., 1986; Finch y Morgan, 1990}. En lo que se refiere a las proteinas, se
ha descrito una disminucion del contenido de éstas en el cerebro durante el
envejecimiento, cifrada en el 5-25% entre los 30 y 90 afos en la especie humana.
Esta disminucién del contenido de proteinas en el cerebro podria ser consecuencia
de alteraciones en su sirtesis, tal y como sugiere la disminucion paralela del
contenido de ARN descrita en algunas neuronas (p. ej. en neuronas que contienen
melatonina en sustancia negra y en neuronas piramidales de la corteza y del
hipocampo) (Marotta et al., 1988; Finch y Morgan, 1990).
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1.6 Neurotransmisores y envejecimiento cerebral

Una de las consecuencias de los cambios histolégicos y bioguimicos que
tienen lugar en el cerebro durante el envejecimiento es el deterioro de circuitos
mediados por determinados neurotransmisores. Por ejemplo, la disminucion en la
densidad de espinas dendriticas como consecuencia de la atrofia neuronal, puede
provocar alteraciones en la transmision nerviosa. Ademas, ia alteracion de !a sintesis
y degradacién de las proteinas pueden tener multitud de consecuencias sobre la
accion de los neurotransmisores: por ejemplo a través de la alteracion de las
enzimas que catalizan la sintesis o la degradacién de-estos neurotransmisores o
mediante los cambios que pueden tener lugar en sus receptores.

Los estudios sobre las alteraciones que el envejecimiento puede producir en
diferentes sistemas neurotransmisores son escasos. Probablemente, los
neurotransmisores mas estudiados en relacién con el envejecimiento son la
acetilcolina, la dopamina y la noradrenalina (ver revision en (McGeer y McGeer,
1981: Carlsson, 1986; Pepeu, 1988; Katzman y Terry, 1992; Makman, 1993)). Las
vias neurales mas afectadas por el proceso de envejecimiento normal parecen ser
las proyecciones que, desde el nucleo basal de Meynert, inervan la corteza cerebral
(acetilcolina), las proyecciones que van desde el locus coeruleus a la corteza
cerebral (noradrenalina) y las proyecciones que van desde la sustancia negra (pars
compacta) al estriado (dopamina).
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2. GLUTAMATO

2.1. Neurotransmision glutamatérgica

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el sistema
nervioso de ios mamiferos. Tras la descripcién en los afos 50 de su actividad
convulsiva y excitadora, multitud de estudios han establecido que el glutamato
cumple el papel de neurotransmisor en la mayoria de las sinapsis excitadoras
rapidas del cerebro (ver revision en (Fagg y Foster, 1983: Fonnum, 1984; Cotman et
al., 1987: Orrego y Villanueva, 1993; Nicholls, 1993).

2.1.1.Metabolismo del glutamato

La sintesis de glutamato en el cerebro se puede realizar a través de multitud de
rutas (a partir de giutamina, a-cetoglutarato, proteinas, arginina, ornitina o prolina)
siendo sus principales precursores la glucosa y la glutamina (Fonnum, 1993).
Actualmente se considera que la sintesis de glutamato en el cerebro ocurre,
principalmente a partir de la glutamina por accién de la enzima glutaminasa
(Bradford et al., 1978; Fonnum, 1993). También existe una ruta de sintesis a partir
del o-cetoglutarato catalizada por la aspartato aminotransferasa (Young et al., 1988;
McGeer y McGeer, 1989; Fonnum, 1993).

La glutaminasa es una enzima mitocondrial que se encuentra mayoritariamente
en las terminaciones nerviosas de las neuronas glutamatérgicas, aunque se puede
localizar en ofros tipos celulares (Fonnum, 1993). La enzima glutaminasa esta
regulada principalmente mediante inhibicion por su producto (Bradford et al., 1978),
puede activarse por fosfato y Ca*’, es decir, por el incremento de la actividad en la
terminacion nerviosa, y puede ser inhibida por NH," y H" (Fonnum, 1993).

En cuanto al catabolismo del glutamato se realiza principalmente por oxidacion
a través del ciclo de Krebs o por conversion del glutamato en glutamina mediante la
enzima glutamina sintetasa (Fonnum, 1993). La glutamina sintetasa se encuentra
localizada casi exclusivamente en la astroglia (Norenberg y Martinez-Hernandez,
1979), si bien no se puede excluir una pequefia actividad de esta enzima en
neuronas (Fonnum, 1993).

Una caracteristica importante del metabolismo del glutamato en el cerebro es
que se encuentra separado en dos compartimentos celulares: por un lado las
terminales nerviosas y por el otro fas células gliales. Asi, el glutamato es sintetizado
en las terminales nerviosas y, tras su liberacién al espacio sinaptico, es captado en
su mayoria por las células gliales, donde es convertido en glutamina mediante la
enzima glutamina sintetasa. Una vez sintetizada, la glutamina difunde al espacio
extracelular, de donde es captada por las neuronas glutamatérgicas a través de
transportadores de baja afinidad, utilizandose para la sintesis de glutamato (Fonnum,
1993).
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2.1.2. Almacenamiento, liberacidén e inactivacién del glutamato

Una vez sintetizado, el glutamato es almacenado en vesiculas sinapticas. El
mecanismo de transporte vesicular de glutamato es igual al de dopamina: es
independiente de Na' y esta acoplado a un gradiente de H™ que es generado por una
Mg?'-ATPasa dirigida hacia e! interior de la vesicula (Naito y Ueda, 1985; Nicholls,
1993). Al igual que la dopamina, existe ademas un almacén de glutamato en
citoplasma.

La liberacién sinaptica Ca’-dependiente de glutamato tras estimulacion
quimica o eléctrica se ha demostrado in vitro e in vivo (Fonnum, 1984, Paulsen y
Fonnum, 1989; Nicholls, 1989; Sanchez-Prieto et al., 1984; Zilkkha et al., 1995).
Estudios en sinaptosomas han demostrado que esta liberacion se produce por
exocitosis y no por salida directa desde el citoplasma (Nicholls, 1989).

La inactivacion del glutamato liberado al espacio sinaptico se produce mediante
la recaptura de éste en las terminales nerviosas y en los astrocitos circundantes a
través de sistemas de captacion de alta afinidad y dependientes del gradiente de Na*
y K* (Nicholls, 1993; Gegelashvili y Schousboe, 1998). De estos dos componentes
celutares, el glial es el que capta la mayoria del glutamato liberado (Rothstein et al.,
1996; Gegelashvili y Schousboe, 1998): se ha calculado que, en el estriado, el 80%
del glutamato es captado por los transportadores localizados en las células gliales
(Rothstein et al., 1996). Se han clonado tres transportadores de membrana de alta
afinidad para el glutamato (ver revisién en (Attwell y Mobbs, 1994)). Los tres parecen
tener el mismo mecanismo de accién: la entrada de cada molécula de glutamato se
acompafia de |a entrada de 2 moléculas de Na" y de la salida de 1 molécula de Ky
otra de OH o de HCO5'.

Algunos autores han sugerido que el transporte de glutamato puede invertirse,
produciéndose una liberacion de glutamato que es independiente de Ca®. Este tipo
de liberacion, que puede ocurrir cuando la concentracion extracelular de K" es
elevada o cuando se disipa el gradiente de Na“ (p. ej. con veratridina), se ha
demostrado in vitro (Nicholls, 1989; Attwell et al., 1993). Actualmente se discute si la
liberacion de glutamato a través de su transportador pueda ser un componente
importante de la liberacion fisiolégica de glutamato, o si sélo tiene lugar en
determinadas condiciones patologicas (p. €]. en isquemia) (Nicholls y Attwell, 1990;
Levi y Raiteri, 1993; Nicholls, 1993).

2.1.3.Receptores _glutamatérgicos

Existen dos ciases de receptores glutamatérgicos en el cerebro en funcion de
sus caracteristicas farmacoldgicas y moleculares: receptores ionotropicos vy
receptores metabotropicos. Los receptores giutamatérgicos ionotropicos son canales
idnicos, mientras que los metabotrépicos estan acoplados a proteinas G.



Introduccion

TERMINACION
PRESINAPTICA

Gluc—» Pir

TN

Gin-asa

@ GLU —GLN

GLN

GLU @
¢AMPc
mGluR QJ
GLU
NMDA HWPA e KA CELULA
L ] A GLIAL
Ca* Na* Na*

NEURONA
POSTSINAPTICA

Fig. 2: Esquema de los procesos relacionados con la transmision glutamatergica.
@ Sintesis de glutamato (GLU) a partir de glutamina (GLN), reaccién catalizada
por la glutaminasa {GIn-asa). El glutamato también puede ser sintetizado a partir
de glucosa (Glue) (Pir; piruvato). @ Almacenamiento de glutamato en vesiculas
presinapticas. ® Liberacién de glutamato por exocitosis. @ La union del
glutamato a los receptores AMPA y kainato (KA) produce la entrada de Na*en la
neurona postsinaptica. La unién del glutamato a los receptores NMDA produce la
entrada de Ca®* en la neurona postsinaptica. La activacion de los receptores
metabotrépicos (mGIu.R) postsinapticos produce un aumento del inositol
trifosfato {IP; ). La activacién de los mGlu-R presinapticos produce una
disminucion de AMPc.® Inactivacion del glutamato recaptura a través de
transportadores situados en las terminales presinapticas y en los astrocitos. ®
Sintesis de glutamina en glutamate a través de la accion de fa glutamina
sintetasa (GIn-s). La glutamina glial es liberada al espacio extracelular, captada
por las terminales presinapticas y utilizada para sintetizar glutamato.
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Farmacolégicamente se han descrito tres tipos de receptores ionotropicos para
el glutamato en funcion de su diferente afinidad por sustancias: los receptores N-
metil-D-aspartato  (NMDA), los receptores a- amino -3-hidroxi-5-metil-4- isoxazol-
propio-nato (AMPA), y los receptores kainato (Farooqui y Horrocks, 1991; Nakanishi,
1992; Sprengel y Seeburg, 1993). Recientemente se ha descrito la p03|ble existencia
de un cuarto tipo de receptores ionotropicos, los receptores delta, basandose en
estudios de clonacién (Petralia y Wenthold, 1996).

El receptor NMDA es un canal iénico selectivo para el Ca” regulado por
multiples sitios de unidén. Se han descrito sitios de union especificos para el
glutamato o0 sus agonistas; para glicina; para cationes, en el interior del canal, donde
el Mg puede unirse y bloquear el flujo de iones; para penciclidinas; para poliaminas;
para el Zn>" (distinto del de Mg®"); para H' y un sitio redox (Farooqui y Horrocks,
1991; Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). Los receptores NMDA
poseen una elevada permeabilidad para el Ca , pueden activarse de forma
prolongada y pueden ser blogqueados por Mg®* dependiendo del voltaje de la
membrana (Nakanishi, 1992, Sprengel y Seeburg, 1993). Sus propiedades indican
que el receptor NMDA puede actuar como un detector de coincidencia molecular: su
activacion depende de la existencia simultanea de actividad presinaptica (liberacion
de glutamato) y postsinaptica {(despolarizacién). Debido a esto, el receptor NMDA ha
sido implicado en procesos tales como aprendizaje, memoria y coordinacioén motora.

Los receptores AMPA son canales ionicos independientes de voltaje de
cinética rapida y con permeabilidad selectiva para cationes monovalentes (Na*, K").
Se considera que el receptor AMPA es el responsable de {a transmision excitadora
rapida mediada por glutamato y de la activacion del receptor NMDA por desbloqueo
de! canal iénico como consecuencia de la despolarizacién. Por esto ultimo se
comprende que su distribucién en el cerebro sea muy similar a ta del receptor
NMDA: ambos se encuentran en alta concentracion en la corteza cerebral, el
hipocampo, el estriado y el talamo (Farooqui y Horrocks, 1991; Sprengel y Seeburg,
1993).

Los receptores kainato presentan, como los receptores AMPA, una alta
permeabilidad para cationes monovalentes (Na*, K"} (Farooqui y Horrocks, 1991;
Sprengel y Seeburg, 1993). En realidad, varios estudios han mostrado que ei kainato
puede actuar tanto sobre receptores kainato como sobre receptores AMPA. El papel
fisiologico de estos receptores KA es incierto, aunuge se ha sugerido su participacion
en la transmision excitadora rapida. Recientemente se ha descrito una accion
inhibidora de la liberacion presinaptica de GABA en el hipocampo (Rodriguez-
Moreno et al., 1997). Su localizacion es complementaria a la de los receptores
NMDA y AMPA, si bien parecen estar presentes en todos los circuitos neuronales del
Sistema Nervioso Central {Nakanishi, 1992; Sprengel y Seeburg, 1993).

Los receptores metabotropicos, por su parte, actian acoplados a distintos
efectores celulares a través de proteinas G. Se han clonado hasta 8 tipos diferentes
de estos receptores (mGIuR1-8), que se han agrupado en tres familias en funcion de
la afinidad por diferentes agonistas y de los segundos mensajeros ligados a su
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activacion (Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn, 1893; Hollmann y Heinemann, 1994;
Pin y Duvoisin, 1995):

- Los receptores mGIuR1 y 5 responden mejor al quisqualato y su estimulacion
aumenta la sintesis de inositoles trifosfato y, por tanto, la concentracion intraceiular
de Ca®" por movilizacién de las reservas internas de este cation; se ha descrito
también el aumento de los niveles de AMPc y de acido araquidénico por activacion
del receptor mGiuR1.

- Los receptores mGIuR2 y 3 responden mejor al trans-1-aminociclopentano-1,3-
dicarboxitato y su estimulacién inhibe la formacién de AMPc.

- Los receptores mGIuR4, 6 y 7 responden mejor al 2-amino-4-fosfonobutirato y su
estimulacién también inhibe la sintesis de AMPc.

En cuanto a los receptores mGIuR8 son de dificil clasificacion: algunos autores
los incluyen dentro del grupo de los receptores mGIuR2-3 (Nakanishi, 1992) y otros
dentro del grupo de los receptores mGIuR4-6-7 (Pin y Duvoisin, 1995).

Se ha asignado a los receptores metabotrépicos un papel predominantemente
modulador de la neurctransmision (Nakanishi, 1992; Baskys, 1992). Aungue t{a
activacién de estos receptores puede producir despolarizacion (Schoepp y Conn,
1993), sus efectos pueden ser tanto excitadores comao inhibidores en funcién de los
distintos efectores celulares a los que estén acoplados. De hecho se ha descrito un
aumento de las corrientes de CI' y de K' tras activacidbn de receptores
metabotrépicos que provoca una reduccién de la excitabilidad neuronal (Schoepp y
Conn, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994).

La activacion de receptores metabotropicos presinapticos puede controlar la
liberacién de glutamato. Por un lado, autorreceptores presinapticos del tipo mGIuR4
{que fueron considerados hace afios como un tipo diferente de receptores
glutamatérgicos: los receptores 2-amino-4-fosfonobutirato -AP4-), pero también de
los tipos mGIuR2 y mGIuR3, pueden inhibir ia liberacién de glutamato (Nakanishi,
1992; Schoepp y Conn, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994). Sin embargo, se ha
descrito también un efecto presinaptico facilitador de la liberacién de glutamato tras
activacion de receptores metabotrépicos, si bien se desconoce el subtipo de receptor
implicado (Sanchez-Prieto et al., 1996).

2.1.4.Vias glutamatérgicas

Las neuronas glutamatérgicas estan distribuidas ampliamente en todo el
cerebro, principalmente en el telencéfalo, donde la mayoria de las proyecciones
corticales contienen glutamato (ver revisién en (Fagg y Foster, 1983; Cotman et al.,
1987)). Las vias glutamatérgicas son funcionalmente heterogéneas, debido a la
diferente distribucion de los receptores glutamatérgicos. Por ejemplo, las vias que
usan receptores NMDA estan vinculadas a procesos de plasticidad sinaptica e
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integracion sensorial, mientras gue as que usan receptores AMPA o kainato lo estan
a la transmision excitadora rapida (Cotman et al., 1987).

Las vias glutamatérgicas mejor conocidas son las proyecciones cortico-fugaies
que, desde corteza, llegan a estriado, talamo y nucleos del tronco cerebral {Cotman
et al., 1987). También han sido descritas vias glutamatérgicas talamo-corticales y
cortico-corticales, éstas Ultimas fundamentalmente en el hipocampo. Son
glutamatérgicas, por ejemplo, la via entorrino-cortical (via perforante), las fibras
comisurales, las fibras musgosas y las colaterales de Schaffer (Fagg y Foster, 1983;
Fonnum, 1984; Cotman et al., 1987). :

2.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmision glutamatérgica

Dada 'a abundancia de glutamato en la corteza cerebral y la importancia de las
vias cortico-fugales, la mayoria de estudios acerca de los efectos del envejecimiento
en la neurotransmision glutamatérgica se han centrado en éste area y sus
proyecciones, especialmente, la via corticoestriatal (ver revision en (Porras et al.,
1999)). Se han descrito reducciones consistentes de la concentracién de glutamato
en muestras de tejido cortical, pero este dato no nos informa sobre ei estado de la
neurotransmision giutamatérgica dada la participacion de! glutamato en multitud de
rutas metabodlicas. También se ha descrito una estabilidad en la liberacion
presinaptica de glutamato tanto basal como estimulada. Sin embargo, E! cambio
mejor establecido es la reduccién en la densidad de receptores del tipo NMDA en
todas las areas cerebrales estudiadas. De forma mas controvertida se han descrito
también reducciones en la capacidad de transporte de glutamato (Tabla 2).

2.2 .1.Efectos _del enve'!ecimiento sobre la concentracién de glutamato en muestras
de tejido cerebral '

Diferentes estudios han mostrado un menor contenido de glutamato en la
corteza cerebral de animales viejos en comparacion con animales jovenes (Davis y
Himwich, 1975 Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin Benedetti et al, 1991
Saransaari y Oja, 1995). Sin embargo, la corteza es una estructura heterogénea y
los cambios relacionados con la edad pueden ocurrir de forma diferencial. De hecho,
en estudios analizando las diferentes areas corticales se describe cantidades
menores de glutamato en la corteza frontal de animales viejos (Fomieles et al., 1986,
Dawson, Jr. et al., 1989; Wallace y Dawson, Jr., 1990) pero no en las cortezas
parietal o temporal (Fornieles et al., 1986, Banay-Schwartz et al., 1989a). Incluso
dentro de la corteza frontal se ha descrito una disminucion de glutamato con la edad
en la corteza prefrontal medial pero no en las subdivisiones sulcal y dorsal de la
corteza prefrontal (Fornieles et al., 1986). En el hipocampo, también parece existir
una concentracion de glutamato menor en animales viejos en comparacion con
animales jovenes (Banay-Schwartz et al., 1989a; Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin
Benedatti et al., 1991 Saransaari y Oja, 1995). Las disminuciones de la
concentracion de glutamato en la corteza cerebral, especificamente en la corteza
frontal, y en el hipocampo durante el envejecimiento concuerdan con la perdida de
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neuronas descrita en la corteza cerebral (Coleman y Flood, 1987). En estas
estructuras, la mayoria de las neuronas son glutamatérgicas, por lo que la
disminucién de la concentracion de glutamato puede ser consecuencia de la muerte
neuronal que ocurre durante el envejecimiento.

En el estriado y el nicleo accumbens, los resultados descritos en la bibliografia
son contradictorios, habiendose descrito disminuciones (Strolin Benedetti et al.,
1990; Strolin Benedetti et al., 1991), ausencia de cambios (Dawson, Jr. et ai., 1989;
Wallace y Dawson, Jr., 1990; Donzanti y Ung, 1990; Saransaari y Oja, 1995} e
incluso aumentos (Donzanti y Ung, 1990) de la concentracion de glutamato durante
el envejecimiento. En otras estructuras cerebrales, los resultados obtenidos son
también contradictorios. Por ejemplo, en la sustancia negra se han descrito
aumentos (Donzanti y Ung, 1990), ausencia de cambios (Banay-Schwartz et al.,
1989b) y disminuciones (Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin Benedetti et al., 1991)
del contenido de glutamato.

2.2.2.Efectos del envejecimiento sobre la liberacién de glutamato

En la corteza cerebral, la mayoria de los estudios han demostrado que no
existen cambios a lo largo de la edad en la liberacion de glutamato en condiciones
basales. Esta ausencia de cambios durante el envejecimiento se ha descrito tanto en
estudios in vitro como en estudios in vivo (Dawson, Jr. et al.,, 1989; Dawson vy
Wallace, 1992; Cobo et al., 1992; Palmer et al., 1994; Saransaari y Oja, 1994;
Sanchez-Prieto et al., 1994; Saransaari y Oja, 1995). En cuanto a la liberaciéon de
glutamato en corteza inducida por agentes despolarizantes tales como K' o 4-
aminopiridina, tampoco parece cambiar durante el envejecimiento (Dawson, Jr. et al.,
1989; Palmer et al., 1994; Saransaari y Oja, 1994; Sanchez-Prieto et al., 1894). Sin
embargo, cuando se han analizado 4reas determinadas de la corteza se han
encontrado algunos cambios. Por ejemplo, en la corteza temporal se ha descrito una
liberacién de glutamato inducida por K™ mayor en animales viejos que en animales
jovenes (Meldrum et al., 1992). En la corteza prefrontal se ha descrito ademas una
disminucion de la sensibilidad al estimulo eléctrico en animales viejos (Cobo et al.,
1992).

En el estriado, la mayoria de los estudios muestran gue la concentracion de
glutamato en condiciones basales (Sanchez-Prieto et al., 1994; Porras y Mora, 1995;
Saransaari y Oja, 1995) o tras estimulacion (Freeman y Gibson, 1987, Donzanti et
al., 1993: Sanchez-Prieto et al., 1994; Saransaari y Oja, 1995; Corsi et al., 1997) no
cambia durante el envejecimiento. Sin embargo, se han descrito también tanto
aumentos como disminuciones con la edad en la concentracion basal de glutamato
(Freeman y Gibson, 1987; Massieu y Tapia, 1997, Corsi et al., 1997). Es posible que ’
las diferencias en estos resultados se deban a que los cambios causados por el
envejecimiento se produzcan en ciertas regiones del estriado pero no en otras. En
este sentido, se ha descrito un aumento de la concentracion basal de glutamato
durante el envejecimiento en el estriado lateral pero no en el estriado medial de la
rata (Donzanti et al., 1993).
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En otras areas cerebrales también se ha estudiado la liberacion de glutamato
con el envejecimiento, obteniendose resultados contradictorios. Por ejemplo, en el
hipocampo se ha descrito una concentracidn extracelular de glutamato en
condiciones basales mayor en animales viejos que en animales jovenes (utilizando
ratones vy ratas) (Freeman y Gibson, 1987; Meldrum et al., 1992), aunque Saransaari
y Oja (1995) describen una menor concentraciéon de glutamato en ratones viejos.
También son controvertidos los resuitados obtenidos cuando se induce la liberacion
de glutamato por K" algunos autores muestran que es mayor en animales viejos
(Meldrum et al., 1992; Saransaari y Oja, 1995), pero otros autores no detectan tales
cambios (Freeman y Gibson, 1987).

2.2.3 Efectos del envejecimiento sobre los sistemas transportadores de glutamato

Los trabajos que estudian la capacidad de recaptar glutamato por parte de las
neuronas y las células gliales en relacion con el proceso de envejecimiento ofrecen
resultados contradictorios. En la corteza cerebral y en el estriado se han descrito
tanto disminuciones (Price et al., 1981; Wheeler y Ondo, 1986; Najlerahim et al.,
1990: Saransaari y Oja, 1995) como aumentos (Strong et al., 1984) o ausencia de
cambios (Dawson, Jr. et al., 1989; Palmer et al., 1994) de la capacidad de
recaptacién de glutamato durante el envejecimiento. Las diferencias entre estos
resultados podrian deberse a la existencia de un aumento de la afinidad de los
transportadores que compensaria la reduccion en el numero de transportadores, tal y
como se ha sugerido recientemente (Price et al., 1981; Saransaari y Oja, 1995).

Por otra parte, estos estudios estan hechos utilizando métodos in vitro, sobre
todo preparaciones de sinaptosomas (terminales nerviosas), que no incluyen células
gliales. Sin embargo, el glutamato liberado al espacio sinaptico es captado
fundamentalmente por las células giiales (Rothstein et al., 1996, Gegelashvili y
Schousboe, 1998), por lo que reducciones en transporte neuronal de glutamato
podrian ser compensados por cambios en sentido contrario en el componente glial,
por ejemplo con el aumento del numero o de la capacidad funcional de los astrocitos
(Brizzee et al., 1983; Terry, 1986; David et al., 1997). Esta posibilidad se ve apoyada
por los resultados obtenidos utilizando cortes de tejido cerebral, que inciuyen tanto
neuronas como células gliales, y que han descrito el mantenimiento de la capacidad
de recaptacion de glutamato durante el envejecimiento (Dawson, Jr. et al., 1989).

Es interesante subrayar que todos los trabajos que han estudiado la capacidad
de recaptacién de glutamato en el hipocampo han demostrado también el
mantenimiento de estos sistemas durante el envejecimiento {Najlerahim et al., 1990,
Gilad et al., 1990; Palmer et al., 1994).

2.2.4.Efectos del envejecimiento sobre los recegtores glutamatérgicos

E! cambio mejor establecido en relacion con el estado de la neurotransmision
glutamatérgica durante el envejecimiento es la disminucion de receptores
glutamatérgicos del tipo NMDA. Esta disminucién se ha descrito en la mayoria de las
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areas corticales, en el hipocampo y en el estriado (Peterson y Cotman, 1989;
Tamaru et al., 1991; Wenk et al., 1991; Cohen y Muiler, 1992; Magnusson y Cotman,
1993: Cimino et al., 1993; Serra et al., 1994; Castorina et al., 1994, Wardas et al.,
1997). Junto a la disminucion de la densidad de receptores NMDA se han descrito
otros cambios en este receptor durante e! envejecimiento. Por ejemplo, se ha
descrito una disminucién de la respuesta postsinaptica tras la estimulacién del
receptor NMDA (Baskys et al., 1990; Gonzales et al., 1991, Cepeda et al., 1996),
aunque también un aumento de la afinidad del receptor NMDA por el glutamato
(Cohen y Muller, 1992). Asi mismo, se han descrito cambios en la influencia que
tienen los sitios de modulacién del receptor NMDA sobre la actividad de este
receptor (Miyoshi et al., 1990; Piggott et al., 1992).

El nimero de receptores glutamatérgicos AMPA parece experimentar tambien
disminuciones con el envejecimiento, sin embargo, los resultados con este receptor
no son tan consistentes como los obtenidos con el receptor NMDA. Asi, se han
descrito disminuciones en el nimero de receptores AMPA en la corteza frontal y
parietal del raton (Magnusson y Cotman, 1993), pero no en la corteza cerebral de la
rata (Tamaru et al., 1991; Cimino et al., 1993). Por otra parte, en el hipocampo se
han descrito disminuciones del nUmero de receptores AMPA durante el
envejecimiento en algunas areas, pero no en todo el hipocamnpo (Magnusson y
Cotman, 1993; Cimino et al., 1993). Se ha descrito también una disminucion de la
respuesta a la estimulacién de estos receptores en el hipocampo (Barnes, 1994).

En relacién con el receptor kainato, en nuestro conocimiento solo existe un
trabajo que lo estudie en relacion con el envejecimiento, sefialando que no varia con
la edad en corteza e hipocampo {(Tamaru et al, 1991). No existen trabajos
publicados que estudien otros receptores glutamatergicos durante el envejecimiento.
Por otra parte, algunos trabajos han descritc que la respuesta neuronal tras la
aplicacion exégena de glutamato no cambia con la edad en corteza y en hipocampo
(Lippa et al., 1981; Rao et al., 1993; Abdulla et al., 1995), pero disminuye en el
estriado (Cepeda et al., 1996).

Tabla 2: Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmision
glutamatérgica en la corteza cerebral y el estriado de Ia rata

« Disminucién de la concentracién de glutamato en algunas areas de la

corteza (?7)

« Conservacion de la capacidad de liberar glutamato en condiciones
basales _ .

« Conservacion de la capacidad de liberar glutamato tras estimulacion
con K* (?)

Disminucién del numero de receptores NMDA

+ Disminucion de la respuesta postsindptica a la estimulacion del
receptor NMDA

+ Disminucién del numero de receptores AMPA (7)
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3. DOPAMINA

3.1 Neurotransmision dopaminérgica

Considerada inicialmente como intermediario de la sintesis de noradrenalina, la
investigacion acerca de la dopamina aumentd rapidamente tras su identificacion
como neurotransmisor en los afios 60, debido, en parte, al descubrimiento de su
implicacién en la enfermedad de Parkinson y en la esquizofrenia (ver revision en
(Coté y Crutcher, 1991; Cooper et al., 1996; Cété y Crutcher, 1981)).

3.1.1 Metabolismo de la dopamina

La sintesis de dopamina se realiza en el citosol de las neuronas a partir de la
tirosina mediante la accién de las enzimas tirosina-hidroxilasa y dopa-decarboxilasa.
La enzima limitante en esta ruta de sintesis es la tirosina-hidroxilasa. Esta enzima se
encuentra en el citoso! de las neuronas catecolaminérgicas, requiere de la presencia
de O,, Fe®' y el cofactor tetra-hidrobiopterina y es inhibida por su producto (Weiner y
Molinoff, 1994; Cooper et al., 1996).

En cuanto a la degradacién de la dopamina, ésta se lleva a cabo por medio de
la accion de dos enzimas: la monoaminooxidasa y la catecol-O-metil-transferasa. La
monoaminooxidasa es una enzima intracelular que se encuentra localizada en la
cara externa de las mitocondrias y degrada la dopamina citoplasmatica que no esta
almacenada dentro de las vesiculas presinapticas. La catecol-O-metiltransferasa es
una enzima principalmente extracelular que, en el cerebro, y degrada la DA liberada
a la hendidura sinaptica (Weiner y Molinoff, 1994; Cooper et al., 1996).

3.1.2.Almacenamiento, liberacion e inactivacién_de la dopamina

Una vez sintetizada, la dopamina es introducida en las vesiculas presinapticas
a través de sisternas de transporte acoplados a un gradiente de H* que es mantenido
por una ATPasa dependiente de Mg?* (Seiden et al., 1993). Sin embargo, no toda la
dopamina neuronal se encuentra dentro de las vesiculas: existe una pequefa
proporcién de dopamina libre en el citosol. La dopamina vesicular es liberada de
forma dependiente de Ca®* tras una despolarizacion de la membrana neuronal. La
dopamina que se encuentra en el citoplasma puede ser liberada de forma
independiente de Ca® mediante la inversion del sentido de! transporte de dopamina
a través de los sistemas transportadores que se encuentran en la membrana de la
terminacion nerviosa, aunque esta liberacion independiente de Ca® no parece ser
fisioldgica (Levi y Raiteri, 1993; Seiden et al., 1993).

La inactivacién de la DA liberada a la hendidura sinaptica se produce por
captura a través de sistemas de transporte dependientes de Na" y CI' o por
degradacion de la misma mediante la accién de la catecol-O-metil-transferasa
(Amara y Kuhar, 1993, Seiden et al., 1993).
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3.1.3.Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos se han descrito clasicamente, y basandose en
estudios farmacologicos, en dos tipos: los receptores D1 y los receptores D2, ambos
acoplados a proteinas G. La activacion de los receptores D1 estimula la adenilato-
ciclasa y eleva, por tanto, la concentracién de AMPc. La activacion de los receptores
D2, en general, inhibe la adenilato-ciclasa, aunque también pueden actuar a través
de la apertura de canales de K', el bloqueo de canales de Ca®' y la inhibicidn de la
ruta de los fosfatidil-inositoles (Sibley y Monsma, 1992; Cooper et al., 1996).

Los estudios moleculares han mostrado la existencia de un mayor numero de
receptores dopaminérgicos (Sibley y Monsma, 1992, Weiner y Molinoff, 1994). Hasta
la fecha se han descrito seis tipos de receptores dopaminérgicos: D1, D2s, D2i, D3,
D4 y D5. A pesar de todo, estos receptores se pueden seguir clasificando en base a
los tipos farmacologicos clasicos. Asi, los receptores D1 y D5 estimulan la adenilato-
ciclasa y forman la familia de receptores D1 (se los denomina a veces como D1Ay
D1B respectivamente). Por otra parte, los receptores D2s, D2|, D3 y D4 inhiben la
adenilato-ciclasa y forman la familia de receptores D2 (denominados a veces como
D2As, D2Al, D2B y D2C respectivamente).

Farmacologicamente, los receptores D1 y D5 son equivalentes (el SKF-38393
y el fenoldopam actuan como agonistas selectivos en ambos y el SKF-83566 y el
SCH-23390 actuan sobre ellos como antagonistas selectivos). La Unica diferencia
conocida actualmente entre ambos tipos de receptores es su localizacion: ambos
son postsinapticos, pero los D1 se localizan en el estriado, el nucleo accumbens y el
tubérculo olfatorio mientras que los D5 se encuentran en el hipocampo y el
hipotalamo (Sibley y Monsma, 1992; Cooper et al., 1996).

En cuanto a la familia de receptores D2, el N-0437 y la bromocriptina actdan
como agonistas selectivos en todos ellos; sin embargo, el sulpiride y el YMO-91512
son antagonistas selectivos de los receptores D2 y D3, mientras que la clozapina
actia como antagonista selectivo de los receptores D4. Por otra parte, los D2 se
encuentran, fundamentalmente, en el estriado, el nucleo accumbens y el tubérculo
olfatorio, los D3 en el niicleo accumbens, el tubérculo olfatorio y el cerebelo, y los D4
en la corteza frontal, la médula espinal y el mesencéfalo (Sibiey y Monsma, 1992;
Cooper et al., 1996). En general, los receptores D2 se pueden localizar a hivel tanto
pre como post-sindptico. Los receptores D2 presinapticos (autorreceptores) se
encuentran en terminaciones nerviosas, fundamentalmente en las terminaciones
dopaminérgicas, y no parecen estar acoplados a proteinas G. Estos receptores
presinapticos regulan la sintesis y liberacion de dopamina (ver revision en (Roth,
1984)). Los receptores D2 postsinapticos si estan acoplados a la adenilato-ciclasa a
través de proteinas G de forma que su activacion inhibe la adenilato-ciclasa.
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TERMINACION
PRESINAPTICA

+AMPe 4 AmPc

NEURONA
POSTSINAPTICA

Fig. 1: Esquema de los procesos relacionados con la neurotransmision
dopaminérgica. @ Sintesis de dopamina (DA) a partir de tirosina (Tyr); la
tirosina-hidroxilasa (TH) es Ila enzima reguladora de esta ruta
Almacenamiento de DA en vesiculas presinapticas. ® Liberacion de DA por
exocitosis. @ La unién de la DA a los receptores D1 produce un aumento de
AMPc. La unién de la DA a los receptores D2 postsinapticos produce, en general,
una disminucién de AMPc. La activacion de los receptores D2 presinapticos
(autorreceptores) regula la sintesis y liberacion de DA .® La inactivacién de la
DA se produce por recaptacion a través de transportadores y por degradacion por
la enzima extracelular catecol-O-metil-transferasa (COMT). ® La DA recaptada
es degradada por la enzima mongamino oxidasa (MAO).
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3.1.4.Vias dopaminérgicas

Las principales vias dopaminérgicas del cerebro de la rata son las que forman
los sistemas de proyeccidon mesoestriatal, mesolimbico y mesocortical. Se originan
en la sustancia negra y el area ventrotegmental de! mesencéfalo y proyectan a
estriado, areas limbicas y areas de la corteza cerebral respectivamente (Bjorklund y
Lindvall, 1984; Cooper et al., 1996).

Se han descrito otras vias dopaminérgicas que van desde hipotalamo dorsal y
posterior hacia médula espinal;, desde zona incierta e hipotalamo periventricular a
area predptica e hipotalamo periventricular; desde sustancia gris periacue-ductal y
sustancia gris periventricular del hipotalamo a sustancia gris periacuedultal, talamo
medial e hipotalamo medial; y desde nucleos arcuato y periventricular a pituitaria y
eminencia media. Ademas de estas neuronas de proyeccion, existen interneuronas
dopaminérgicas en bulbo olfatorio y retina (Bjorklund y Lindvall, 1984; Cooper et al.,
1996).

3.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmision dopaminérgica

Probablemente, la via mejor estudiada en relacién con el envejecimiento
cerebral es la proyeccion dopaminérgica nigro-estriatal (ver revision en (Joseph et
al., 1990)). Esto se debe, en gran parte, al descubrimiento de que la enfermedad de
Parkinson se produce como consecuencia de la muerte de las neuronas de
proyeccion de la sustancia negra, con la consiguiente disminucién del contenido de
dopamina en el estriado (ver revision en (l.ozano et al., 1998)). Los resultados
descritos en la bibliografia sugieren que el envejecimiento produce una alteracion de
la neurotransmision dopaminérgica en el estriado fundamentalmente a nive!
postsinaptico, produciendo una disminucién del nimero de receptores de dopamina
(Tabla 1). A nivel presinaptico, la disminucion del nimero de neuronas descrita en la
sustancia negra parece tener como consecuencia una disminucion de los sitios de
recaptura de dopamina y, aunque de forma mas controvertida, de la capacidad de
liberar dopamina por parte de las terminales dopaminérgicas (Tabla 1). Se ha
sugerido que estas alteraciones de la neurotransmision dopaminérgica estarian
implicadas en las alteraciones motoras y cognitivas que se observan en los
individuos viejos (Murray y Waddington, 1881; Arnsten, 1993).

3.2.1.Efectos del envejecimiento sobre la_concentracion de dopamina en muestras
de tejido cerebral ‘

Los sisternas dopaminérgicos son, posiblemente, los mas afectados durante el
envejecimiento (ver revision en (Joseph et al, 1990, Makman, 1993)). Un buen
indicador del estado en que se encuentran los procesos de sintesis y degradacion de
la dopamina es la concentracidén de dopamina en tejido, que nos informa, por tanto,
de la cantidad de dopamina de que disponen las terminales dopaminérgicas. Esta
aproximaciéon metodologica ha sido muy utilizada para estudiar el efecto del
envejecimiento sobre la neurotransmisién dopaminérgica. Los resul-tados descritos
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son, sin embargo, contradictorios: diferentes autores han descrito en la rata una
disminucion del contenido de dopamina en el estriado durante el envejecimiento
(Ponzio et al., 1982; Strong et al., 1884, Giorgi et al., 1987; Stoess! et al., 1989;
Marshall y Rosenstein, 1990); sin embargo, otros no han detectado tales cambios
(Rose et al., 1986; Watanabe, 1987; Godefroy et al., 1989).

Por otra parte, se ha descrito una disminucion con la edad de la actividad de la
enzima tirosina-hidroxilasa en el estriado de la rata durante el envejecimiento (Ponzio
et al., 1982) y una reduccién similar de ia tasa de sintesis de dopamina (Watanabe,
1987: Marshall y Rosenstein, 1990). Estos datos sugieren que existe una
disminucion real de dopamina en el estriado durante el envejecimiento. Ademas,
esta hipétesis se ve apoyada por la disminucién de! nimero de neuronas durante el
envejecimiento descrita en la sustancia negra (donde se encuentran los cuerpos
celulares de la terminaciones dopaminérgicas del estriado) (Sabel y Stein, 1981;
Felten et al., 1992). En un reciente estudio se ha mostrado, sin embargo, que
cuando se estudia la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa en funcion del
nimero de células dopaminérgicas restantes, existe un aumento de la sintesis de
dopamina que actuaria como mecanismo compensatorio (Greenwood et al., 1991).

3.2.2.Efectos del envejecimiento sobre la liberacion de dopamina

Hay pocos trabajos que hayan estudiado las concentraciones cerebrales de
dopamina en condiciones basales. En el estriado, varios trabajos, utilizando técnicas
in vitro e in vivo, no han detectado cambios significativos de las concentraciones
extracelulares de dopamina con la edad (Gregerson y Selmanoff, 1990; Diuzen et al.,
1991; Santiago et al., 1993; Kametani et af., 1995).

Por otro lado, se ha investigado también la liberacién de dopamina inducida por
altas concentraciones de K', como modelo para estudiar la capacidad de las
terminaciones dopaminérgicas para liberar dopamina. Durante el envejecimiento, se
ha descrito que la liberacion in vitro (Thompson et al., 1981; Joseph et al., 1988,
Woodward et al., 1989) e in vivo (Santiago et al., 1993; Kametani et al., 1995) de
dopamina inducida por K" se mantiene sin cambios en el estriado de animales viejos.
Sin embargo, otros autores han descrito disminuciones con la edad de la liberacion
de dopamina inducida por K* (Rose et al., 1986; Dluzen et al., 1991; Friedemann y
Gerhardt, 1992; Dobrev et al., 1995).

3.2.3.Efectos del envejecimiento sobre los sistemas transgortadores de dogamina

Uno de los métodos utilizados para estudiar a capacidad de liberar dopamina
de las terminaciones dopaminérgicas ha sido la aplicacion de anfetamina. Sin
embargo, 1a anfetamina produce una liberacion de dopamina citoplasmatica que es
independiente de Ca”, por lo que estos estudios nos informan mas del estado de los
sistemas de trasporte y de la capacidad de sintesis de dopamina que de los
mecanismos de liberacién vesicular. En el estriado y en el niiclec accumbens, varios
trabajos in vive han descrito una menor liberacién de dopamina tras la administracion
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local con anfetamina en animales viejos (Huang et al., 1995; Kametani et al., 1995).
Sin embargo, en estudios in vitro en el estriado se han descrito tanto reducciones
(Dluzen et al., 1991) como ausencia de cambios (Thompson et al., 1981).

Por otra parte, los trabajos que han estudiado directamente el nimero de
transportadores de DA y su afinidad por la DA han mostrado reducciones con la
edad en diferentes aras cerebrales tanto en roedores (Joseph et al., 1980; Shimizu y
Prasad, 1991; Araki et al., 1997) como en humanos (Wang et al., 1997)

3.2.4 FEfectos del envejecimiento sobre los receptores dopaminérgicos

La disminucién con la edad de la densidad de receptores dopaminérgicos del
tipo D2 es uno de los cambios mejor establecidos en el estriado. Este hecho se ha
observado tanto en animales de experimentacidn como en humanos, indepen-
dientemente de las técnicas utilizadas (ver revision en (Joseph et al., 1990) y (Hyttel,
1989; Rinne et al., 1990; Morelli et al., 1990)).

En cuanto a los receptores dopaminérgicos del tipo D1, existen bastante
controversia sobre si sufren o no variaciones en su densidad con el envejecimiento
(ver revision en (Joseph et al, 1990)). Asi, algunos autores han descrito una
disminucién del nUmero de receptores D1 durante el envejecimiento paralela a la que
ocurre con los receptores D2 (Hyttel, 1989; Rinne et al., 1990; Morelli et ai., 1990,
Giorgi et al., 1992); sin embargo, otros autores describen que el numero de
receptores D1 no cambia durante &l envejecimiento (O'Boyle y Waddington, 1984;
Araki et al., 1997).

Se ha sugerido que fa disminucién del numero de receptores dopaminergicos
durante el envejecimiento se podria producir como consecuencia tanto de la muerte
de neuronas que expresan estos receptores como de la disminucién de la sintesis de
receptores dopaminérgicos en las neuronas supervivientes (Joseph et al., 1990;
Giorgi et al., 1992).

Tabla 1: Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisién
dopaminérgica en el estriado de la rata

+ Disminucién de la sintesis de dopamina
Disminucion de la concentracién de dopamina (?)

s Conservacion de la capacidad de liberar dopamina en condiciones
basales

« Disminucion de la capacidad de liberar dopamina tras estimulacion
con K* (?)

e Conservacion del numero de transportadores de DA y de su afinidad
por la dopamina
Disminucién del nimero de receptores D2

e Disminucion del niumero de receptores D1 (7)
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4. GABA

4.1. Neurotransmision GABAérgica

El aminoacido neutro 4acido gamma-aminobutiico (GABA) es el
neurotransmisor inhibidor mas ampliamente distribuido en el cerebro (Mugnaini y
Oertel, 1985). Tras el descubrimiento de su presencia en tejido cerebral en 1950, y la
demostracion de su papel neurotransmisor a partir de estudios electrofisiologicos
entre 1950 y 1965, muchos estudios han sugerido su implicacién en trastornos como
la epilepsia, la ansiedad o la enfermedad de Parkinson (ver revision en (Delorey y
Olsen, 1994; Cooper et al., 19986)).

4.1.1.Metabolismo del GABA

La sintesis de GABA se realiza principalmente a partir de glutamato en un solo
paso enzimatico catalizado por la enzima &cido glutamico decarboxilasa (GAD). Esta
enzima requiere la presencia de piridoxal fosfato como cofactor. Existen otras vias
de sintesis de GABA en el cerebro (p. €j. a partir de putrescina) aunque se
consideran de menor importancia (Martin y Rimvall, 1993; Delorey y Olsen, 1994;
Cooper et al., 1996).

La GAD es una enzima citoplasmatica que se encuentra localizada solo en las
neuronas GABAérgicas, por lo que se utiliza como marcador especifico de estas
neuronas (McGeer y McGeer, 1989). La reaccion catalizada por la GAD es
esencialmente irreversible, por lo que requiere de una estrecha regulacion (Martin y
Rimvall, 1993). Asi, al menos un 50% de GAD esta presente en el cerebro como
apoenzima, constituyendo una reserva de GAD inactivo (Martin y Rimvall, 1993).
Ademas, la GAD es inhibida por su producto, por Zn** y por a-cetoglutarato (Cooper
et al., 1996).

La degradacion del GABA se realiza a través de una reaccion de
transaminacion catalizada por la GABA transaminasa (GABA-T). En esta reaccion se
produce la transami-nacién del GABA con el o-cetoglutarato para originar
semialdehido succinico y GLU. El semialdehido succinico es oxidado por la
semialdehido succinico deshidrogenasa a acido succinico, el cual entra en el ciclo de
Krebs. Por su parte el GLU puede ser utilizado para la sintesis de GABA (McGeer y
McGeer, 1989; Delorey y Olsen, 1994; Cooper et al., 1996). La GABA-T es una
enzima mitocondrial que requiere piridoxal fosfato como cofactor. La disponibilidad
de a-cetoglutarato, metabo-lito intermedio del ciclo de Krebs, es un factor regulador
importante de la actividad de la GABA-T (McGeer y McGeer, 1989; Cooper et al.,
1996).

La ruta metabélica descrita se denomina “cortocircuito GABA”, y constituye un
pequefio anexo al ciclo de Krebs en el cerebro, que ofrece una via alternativa entre
el a-cetoglutarato y el acido succinico, cuya funcion principal es la biosintesis de
GABA en las terminaciones nerviosas (Martin y Rimvall, 1993; Cooper et al., 1896).
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El cortocircuito GABA puede ser también completado en las células gliaies ya que
poseen todas ias enzimas necesarias para la degradacidén del GABA captado desde
el espacio sinaptico (GABA-T y semialdehido succinico deshidrogenasa). El
glutamato formado en los astrocitos a través de la GABA-T, que no puede ser
convertido en GABA debido a la falta de GAD, es transformado por la -glutamina
sintetasa en glutamina, la cual pasa a las terminaciones nerviosas. En éstas, la
enzima glutaminasa convierte la glutamina en glutamato manteniendo asi el
suministro de precursor de GABA (McGeer y McGeer, 1989; Cooper et al., 1996).

4.1.2. Almacenamiento, liberacidn e inactivacion del GABA

Tras su sintesis, el GABA se almacena en vesiculas sindpticas gracias a la
accion de un sistema de transporte vesicular de baja afinidad, independiente de Na’
y acoplado a un gradiente electroquimico de H' generado por una ATPasa
dependiente de Mg®* (Fykse y Fonnum, 1988).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado ia liberacién de GABA de forma
dependiente de Ca*’ desde terminales nerviosas en respuesta a estimulos quimicos
despolarizantes (Nicholls, 1989; Young et al., 1990, Sved y Curtis, 1993). Esta
iiberacién dependiente de Ca® se produce principalmente por exocitosis (Nicholls,
1989).

La inactivacion del GABA liberado desde ia terminal nerviosa se lleva a cabo a
través de sistemas de transporte de alta afinidad localizados en la membrana
presinaptica y en los elementos gliales circundantes. Hasta la fecha se han clonado
4 transportadores de GABA con diferentes afinidades para el GABA y diferentes
farmacologia y loca-lizacion (Attwell y Mobbs, 1994). La estequiometria de este
transporte parece ser el cotransporte de 1 GABA, 1 ClI'y 2 Na* (Attwell y Mobbs,
1994). '

Debido al caracter electrogénico del transporte de GABA asi como a su
dependencia del gradiente de Na“, la despolarizacion del terminal nervioso podria
favorecer la salida de GABA de forma independiente de Ca®'. La existencia de esta
liberacién independiente de Ca*" a través del transportador, que parece contribuir a
la liberacion de GABA inducida por despolarizaciéon, ha sido demostrada in vitro
(Bernath y Zigmond, 1988; Levi y Raiteri, 1993) e in vivo en las células horizontales
de la retina (Schwartz, 1987).

4.1.3.Receptores GABAérgicos

Se han descrito dos tipos diferentes de receptores para el GABA,
caracterizados inicialmente por su diferente sensibilidad a agonistas y antagonistas:
el receptor GABA-A, sensible al agonista muscimol y al antagonista bicuculina, pero
insensible al agonista baclofén; y el receptor GABA-B, insensible a la bicuculina y
sensible al baclofén (DeLorey y Olsen, 1994; Cooper et al., 1996). Diversos estudios
farmacologicos y moleculares sugieren la existencia de una gran variedad de
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subtipos de receptores, tanto para el receptor GABA-A como para el GABA-B (Burt y
Kamatchi, 1991; Sieghart, 1992; Bonanno y Raiteri, 1993; Bowery, 1993; Macdonald
y Olsen, 1994).

El receptor GABA-A es un canal iénico con permeabilidad selectiva para el CI'.
Contiene sitios de union especificos para GABA, picrotoxina, barbituricos, benzodia-
zepinas y anestésicos esteroideos. El sitio de unién para el GABA regula la apertura
del canal, requiriéndose al menos 2 moléculas de GABA para la activacion del
receptor (Burt. y Kamatchi, 1991; Sieghart, 1992; Macdonald y Olsen, 1994). El
receptor GABA-A se localiza principalmente a nivel postsinaptico y es el responsable
de la clasica accion inhibidora postsinaptica del GABA. La activacion del receptor
GABA-A produce la apertura breve del canal de CI', que hiperpolariza la membrana
postsinaptica. Las corrientes de CI” a través del receptor GABA-A pueden verse
reducidas por la accibn de picrotoxina y bicuculina (agentes convulsivos) y
aumentadas por la accion de benzodiaze-pinas, barbituricos y anestésicos
esteroideos (agentes depresores de la actividad nerviosa) (Burt y Kamatchi, 1991;
Sieghart, 1992; Macdonald y Olsen, 1994).

Los receptores GABA-B se descubrieron al observar la presencia de
receptores para GABA en terminaciones nerviosas periféricas insen-sibles a
bicuculina y sensibles a baclofén (Bowery et al., 1980). El receptor GABA-B esta
acoplado a la adenilato ciclasa a través de protelnas G y modula canales de Ca” en
terminaciones nerviosas periféricas y de K' en sinapsis centrales (Bowery, 1993;
Macdonald y Olsen, 1994). Los receptores GABA-B se localizan tanto pre como
postsinapticamente, predominando en un lugar o en otro segun la region cerebral
(Bowery, 1993). Los receptores GABA-B presinapticos inhiben la liberacion de
neurotransmisores tales como giutamato, noradrenalina, dopamina, serotonina y
varios péptidos (substancia P, colecistoquinina, somatostatina). También acttan
como autorreceptores, modulando la liberacién de GABA. La activacion de los
receptores postsinapticos GABA-B producen potenciales postsinapticos inhibidores |
(Bowery, 1993; Bittiger et al., 1993).

Recientemente se ha descrito un tercer tipo de receptores GABA, denominado
GABA-C, localizado preferentemente en la retina, que es un canal de Cl insensible a
las drogasque modulan los receptores GABA-A y GABA-B y que es activado
selectivamente por el acido cis-4-aminocroténico (Bormann y Feigenspan, 1995).

4.1.4.Viag GABAérgicas

El GABA es el neurotransmisor inhibidor distribuido mas ampliamente en el
cerebro. Mientras que las neuronas monoaminérgicas y colinérgicas constituyen
poblaciones relativamente pequefias y loca-lizadas, las neuronas GABAérgicas se
distribuyen de forma ubicua (Mugnaini y Oertel, 1985, McGeer y McGeer, 1989).
Existen, ademas, regiones cerebrates en las que la gran mayoria de las neuronas
presentes son GABAérgicas (p.ej. estriado, nucleo palido, sustancia negra pars
reticulata, varios nucleos de la amigdala y el nlcleo interpeduncular) (Mugnaini y
QOertel, 19885).
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Fig. 3. Esquema de los procesos relacionados con la transmision gabérgica. @
Sintesis de GABA a partir de glutamato {(GLU) tanto en la mitocondria, por accién
de la GABA transaminasa (GABA-T), como en el citoplasma, por accion de la
glutamico deshidrogenasa (GAD). El glutamato utilizado procede de la sintesis a
partir de glutamina por accion de la giutaminasa (GIn-asa) o de ia sintesis a partir
de glucosa (Gluc) (Pir: piruvato). @ Almacenamiento de GABA en vesiculas
presinapticas. ® Liberacion de GABA por exocitosis. @ La unién del GABA a
los receptores GABA-A produce la entrada de CI" en la neurona postsinaptica. La
activacion de los receptores GABA-B pre- y post-sinapticos disminuye, en
general, la produccion de AMPc. ® La inactivacion del GABA se produce por
recaptacion a través de {rapsportadores situados en las terminaciones
presinapticas y en las células gliales. ® El GABA recaptado por las células
gliales es transformado en glutamato por accién de ta GABA-T y, después, en
glutamina a través de la accién de la glutamina sintetasa (GIn-s). La giutamina
glial es liberada al espacio extracelular y captado por las terminaciones
presinapticas y utilizada para sintetizar glutamato y GABA.
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Las neuronas GABAérgicas pueden ser tanto interneuronas, integradas dentro
de circuitos locales inhibidores, como neuronas de proyeccion (Fagg y Foster, 1983,
McGeer y McGeer, 1989). El GABA esta localizado sobre todo en interneuronas en la
corteza cerebral, el hipocampo, el bulbo olfatorio, el hipotalamo y la retina. Tambien
existen interneuronas GABAérgicas en el estriado, el tdlamo, los coliculos superior e
inferior, el cerebelo y la médula espinal. Las vias de proyeccién GABAérgicas mejor
conocidas son las proyecciones de las células cerebelosas de Purkinje y de las
neuronas estriatonigrales. En los ultimos afios se han descrito neuronas de
proyeccion gabérgicas, incluso en areas donde habia sido postulada su total
ausencia, por ejemplo, en la corteza y el hipocampo (Fagg y Foster, 1983; Mugnaini
y Qertel, 1985; McGeer y McGeer, 1989).

Los ganglios basales son la region cerebral que presenta mayor abundancia de
proyecciones GABAérgicas, formando circuitos compiejos donde los procesos de
inhibicion y desinhibicion juegan un papel fundamental (Fagg y Foster, 1983;
Mugnaini y Oertel, 1985; McGeer y McGeer, 1989; Kita, 1993). Se han descrito vias
de proyeccion GABAérgica desde el estriado a ta sustancia negra y al nucleo palido y
desde éste a nucleos talamicos.

4.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmision GABAérgica

Los estudios acerca del efecto del envejecimiento sobre la neurotransmision
GABAérgica son escasos y sus resultados son poco consistentes.

4.2.1. Efectos del envejecimiento sobre la concentracion de GABA en muestras de
tejido_cerebral

A diferencia del glutamato, el GABA no interviene en el metabolismo celular,
por lo que el estudio de la concentracion tisular de GABA nos indicaria la cantidad de
GABA de que disponen las terminales GABAérgicas. Sin embargo, existen pocos
estudios que hayan analizado ia concentracion de GABA en muestras de tejido
cerebral a lo largo del envejecimiento. Sus resuitados, ademas, son contradictorios.
Por ejemplo en la corteza prefrontal dorsal se ha descrito un aumento de la
concentraciéon de GABA con la edad (Fornieles et al., 1986), aungue Donzanti y Ung
(1990) no han reproducido este hallazgo. En el estriado se han descrito tanto
aumentos de GABA con la edad (Donzanti y Ung, 1990; Strolin Benedetti et al.,
19980) como disminuciones {Banay-Schwartz et al., 1889a). En la sustancia negra
Strolin Benedetti et al. (1990) describen un aumento de la concentracion de GABA
mientras Banay-Schwartz et al. (1989) no detectan cambios.

Por otra parte, la actividad de la enzima de sintesis del GABA, la GAD, no

parece modificarse con la edad en el estriado de la rata (Lai et al., 1981; Strong et
al., 1984).
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4.2 2 Efectos del envejecimiento sobre la liberacion de GABA

No existen apenas estudios en la bibliografia mostrando los efectos del
envejecimiento sobre la liberacion de GABA. Recientemente se ha descrito que tanto
la liberacién basal como la estimulada con K' se mantiene inalterada con la edad en
el estriado de la rata (Porras y Mora, 1995; Corsi et al., 1997).

Los estudios sobre el efecto que el envejecimiento tiene en los receptores de
GABA son también muy escasos. En corteza cerebral parece que el nimero de
receptores de GABA-A no varia con la edad (Wenk et al, 1991), aunque se han
descrito modificaciones en sus propiedades (Samochocki y Strosznajder, 1994). En
relacion con el receptor GABA-B no se han descrito variaciones de su numero en el
cerebro de la rata durante e! envejecimiento (Turgeon y Albin, 1994).

En un trabajo reciente, se ha descrito un aumento de la sensibilidad de las
neuronas de la corteza frontal a la aplicacién de bicuculina que indica la existencia
de un tono GABAérgico aumentado en esta region cortical en las ratas vigjas
(Abdulla et al., 1995). '
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5. RESUMEN Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

En la Ultima decada, el estudio del envejecimiento cerebral ha cobrado un-gran
interés debido al progresivo aumento de la edad media de las poblaciones en los
paises desarrollados, lo que conlleva el deterioro de las capacidades motoras,
sensoriales e intelectuales y una mayor susceptibilidad a sufrir enfermedades
neurodegenerativas como {a enfermedad de Parkinson y demencias tipo Alzheimer.
l.as alteraciones bioquimicas e histolégicas que tienen lugar durante el
envejecimiento cerebral tienen como consecuencia el deterioro de circuitos
especificos mediados por determinados neurotransmisores. Los sistemas
aminérgicos, y en particular los dopaminérgicos son, posiblemente, los mas
afectados durante el envejecimiento (ver revision en.(Joseph et al., 1990; Makman,
1993)). También el aminoacido neurotransmisor glutamato se ve afectado durante el
envejecimiento, principalmente la expresion de sus receptores, aungue en generatl el
sistema glutamatérgico presenta una notable estabilidad (ver revision en (Porras et
al., 1999)). Ya que no todos los sistemas neurotransmisores son igualmente
afectados por el proceso de envejecimiento, es probable que el resultado final de
este proceso sea un cambio en el balance entre dichos sistemas. Es por esto por lo
que, en los Ultimos afios, el estudio de {a interaccidn funcional de diferentes sistemas
neurotransmisores, concretamente entre los sistemas glutamatérgicos vy
dopaminérgicos, esta cobrando gran relevancia en el proceso de envejecimiento
(Porras y Mora, 1995; Expdésito et al., 1995).

El estudio de la interaccion entre glutamato y dopamina, y glutamato y GABA,
en el estriado ha sido el foco de una intensa investigacién debido, en parte, a su
implicacién en la patogenia de algunas enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson (Carlsson y Carlsson, 1990; Greenamyre, 1993). En
menor medida, también la interaccion entre estos neurotransmisores en el nucleo
accumbens ha sido objeto de intensa investigacidon. Ambas estructuras, el estriado y
el nucleo accumbens, presentan caracteristicas estructurales similares que
sustentan la existencia de una interaccién entre glutamato, dopamina y GABA. En
concreto, ambas areas reciben una extensa proyeccion glutamatérgica desde
regiones telencefalicas asi como una importante aferencia mesencefalica
dopaminérgica (ver revisidén en (Smith y Bolam, 1990; Groenewegen et al., 1991)). El
estriado recibe aferencias giutamtérgicas desde el cortex, principalmente desde
areas frontoparietales, y proyecciones dopaminérgicas desde la sustancia negra pars
compacta. Por su parte, el nicleo accumbens recibe aferencias glutamatérgicas
desde estructuras limbicas como e! hipocampo, corteza prefrontal y amigdala,
mientras que las aferencias dopaminérgicas provienen principalmente del area
ventrotegmental. Una caracteristica importante de las aferencias glutamatérgicas y
dopaminérgicas al estriado y el nucleo accumbens es que convergen sobre las
mismas espinas dendriticas de neuronas GABAeérgicas de proyeccion sin realizar
contactos sinapticos entre ellas (Bouyer et al., 1984, Freund et al., 1984, Sesack y
Pickel, 1990; Sesack y Pickel, 1992). La existencia de este patrén sinaptico sugiere
la existencia de interacciones, tanto sinapticas como extrasinapticas, entre
glutamato, dopamina y GABA en el estriado y el nicleo accumbens de la rata.
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Diversos estudios in vitro e in vivo han sugerido -que el glutamato puede
modular la liberacién de dopamina y GABA en el estriado y el ntcleo accumbens de
la rata (ver revision en (Ruzicka y Jhamandas, 1993)). En efecto, la perfusion local
de agonistas glutamatérgicos en el estriado y el nucleo accumbens incrementa la
concentracion extracelular de dopamina y GABA (Keefe et al., 1992; Morari et al.,
1993; Young y Bradford, 1993; Whitton et al., 1994; Ohno y Watanabe, 1995,
Kendrick et al, 1998). Recientemente, hemos mostrado que la perfusién
intraestriatal del agonista NMDA incrementa la concentracion extracelular de
dopamina y GABA, asi como la de glutamato, y que este efecto esta modulado por el
oxido nitrico (Segovia y Mora, 1998). Sin embargo, el uso de agonistas
farmacolégicos nos da sélo una informacién parcial de las acciones del glutamato
enddgeno sobres otros sistemas neurotransmisores, ya que los agonistas soélo
actuan sobre un tipo especifico de receptor. Una vision mas fisiolégica nos la daria el
estudio de las acciones locales del propio neurotransmisor, el cual actuaria sobre
todos sus receptores. Por eso, la aproximacién experimental realizada en la presente
Tesis Doctoral consistio en el incremento de las concentraciones extracelulares de
glutamato enddgeno, mediante e! bloqueo de su recaptura, y el estudio de sus
efectos sobre otros sistemas de neurotransmisores.

Para los experimentos descritos en esta Tesis Doctoral, se utilizé |a técnica de
microdidlisis en el animal despierto, que nos permitia la administracion local, a traves
de la canuia de microdialisis, del bloqueante de la recaptura de glutamato, en este
caso el acido L-trans-pirrolididin dicarboxilico (PDC), asi como la medida simultanea
de los diferentes neurotransmisores estudiados. Diversos estudios han descrito que
el PDC produce una inhibicion selectiva y potente de la recaptura de glutamato sin
interferir en {a union del glutamato a sus receptores ionotrépicos y metabotropicos
(Bridges et al., 1991; Thomsen et al., 1994, Kanai et al., 1994, Balcar et al., 1995) ni
producir dafio neurotdxico (Massieu et al., 1995; Obrenovitch et al., 1996). En
estudios previos de nuestro laboratorio hemos mostrade que la perfusion
intracerebral de PDC incrementa la concentracién extracelular de glutamato in vivo
(Segovia et al., 1997; De! Arco y Mora, 1997).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue el estudio de la interaccion
entre glutamato, dopamina y GABA en el estriado y nucleo accumbens de la rata
despierta, y sus posibles cambios durante el proceso de envejecimiento. Para ello se
estudid el efecto de un incrementd de la concentracion de glutamato endégeno,
mediante la perfusion local de PDC, sobre la concentracién extracelular de dopamina
y GABA en ratas Wistar macho de diferentes edades. En los distintos grupos de
edad se correlacionaron los incrementos de la concentracion de glutamato y las
posibles variaciones de la concentracion extracelular de dopamina y GABA. También
se estudié el efecto de la perfusién de PDC en la concentracién extracelular de los
metabolitos de la dopamina, DOPAC y HVA, del precursor de la sintesis de
glutamato y GABA, glutamina, y de taurina, al que se le han asignado funciones
neuromoduladoras. Los experimentos realizados fueron los siguientes:

1. Estudio del efecto de la perfusién intracerebral de PDC (1, 2 y 4 mM) en el
estriado y nucleo accumbens de ratas jévenes (2-4 meses).
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Estudio de fa mediacién de receptores glutamatérgicos en el efecto del PDC,
mediante la perfusién local de un antagonista de receptores NMDA, CPP (1 mM),
y de un antagonista de receptores AMPA/kainato, DNQX (1 mM), en el estriado y
nucleo accumbens de ratas jovenes (2-4 meses).

Estudio del efecto de la perfusion intracerebral de PDC (1, 2 y 4 mM) en el
estriado y nucleo accumbens de ratas de edad media (12-14 meses).

Estudio del efecto de la perfusién intracerebral de PDC (1, 2 y 4 mM) en el
estriado y nicleo accumbens de ratas viejas (27-32 meses).

Estudio del efecto de Ia perfusién intracerebral de PDC (4 mM) en el estriado y
nucleo accumbens de ratas muy viejas (37 meses).

El efecto del envejecimiento sobre la interaccion entre glutamato, dopamina y

GABA se estudié comparando en los diferentes grupos de edad dos parametros que
“cuantifican” 1a relacion entre los incrementos de glutamato y las posibles variaciones
de la concentracion extracelular de dopamina y GABA:

a)

la pendiente de la recta de regresidn lineal obtenida para la correlacion entre las
variaciones de {a concentracion de dopamina y GABA y los incrementos de
glutamato tras ia perfusidn local de PDC (1, 2 y 4 mM).

el cociente entre las variaciones de la concentracion de dopamina y GABA y los

incrementos de glutamato para los maximos incrementos de glutamato (PDC 4
mM).

El estudio de los efectos del envejecimiento sobre las posibles variaciones de

la concentracion de DOPAC, HVA, glutamina y taurina tras la perfusion local de PDC
se realizd siguiendo la misma aproximacion estadistica. Por ultimo, se estudio
también el efecto del envejecimiento sobre la concentracién extracelular basal de
aminoacidos y catecolaminas.

29



MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos

1. ANIMALES

Los animales utilizados en los experimentos presentados en esta Tesis
Doctoral fueron ratas macho de la raza Wistar de cuatre grupos de edad: ratas
jovenes de 2 a 4 meses de edad (250-400 g); ratas de edad media de 12 a 14 meses
de edad (600-750 g); ratas viejas de 27 a 32 meses de edad (600-800 g); y ratas
muy viejas de 37 mese de edad (600-700 g). Las ratas fueron suministradas por el
Animalario de la Universidad Complutense de Madrid y por e! Servicio de Animales
de Experimentacion de la Universidad de Granada.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales, con acceso a comida y

bebida ad libitum, en un ciclo luz-oscuridad invertido de 12 h (luz a las 6.30h.,
oscuridad a fas 18.30 h.). y a una temperatura ambiental constante de 24 ° C.
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2. MATERIAL

2.1. Construccién de implantes para la perfusion intracerebral in vivo

Los implantes empleados para la perfusién intracerebral in vivo fueron
disefiados y construidos en nuestro iaboratorio (Segovia et al., 1997) (Fig. 4) y
constan de los siguientes elementos:

o dos piezas acoplables macho-hembra, de metacrilato y nailon respectivamente,
construidas por el Taller de Asistencia Técnica a la Investigacion de la
Universidad Complutense de Madrid.

o dos canulas de acero inoxidable de 20 ga (didmetro exterior de 802 mm y
diametro interior de 660 mm) y una longitud de 8 mm (guias).

« dos canulas de acero inoxidable de 24 ga (didametro exterior de 635 mm) y una
longitud de 802 mm (fiadores).

e untornillo de 1 mm de diametro y 5§ mm de longitud.

t
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Fig 4: Esquema del implante. A, imagen de ambas piezas por separado. B,
acoplamiento de ambas piezas mediante el tornillo lateral de sujeccion.En ambas
imagégenes se puede ver como se inserta la canula de microdialisis en el
implante (Segovia et al., 1997).
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Las canulas guia se unen a la base de la pieza de nailon hembra con resina
epoxi (Araldit®). Este conjunto se implanta en el craneo de la rata con el proposito
de orientar e! sistema de canulas de microdialisis hasta el area cerebrai objeto de
estudio. Hasta el momento del experimento, las canulas guias permanecen ocluidas
con los fiadores. Para proceder a la perfusion intracerebral se acopla la pieza de
metacrilato macho en la pieza de nailon permitiendo que el extremo de la canula (la
membrana dialitica) esté protegido durante su insercion. Ambas piezas son
atravesadas por un orificio perpendicular al eje principal por el que se introduce un
tornillo, que impide la movilidad de la canula una vez insertada.

2.2. Construccion del sistema de canulas de microdialisis

Las canulas de microdilisis han sido construidas segun un disefio desarroliado
previamente en nuestro laboratorio (Segovia et al., 1997). El material utilizado en el
proceso fue el siguiente:

¢ dos canulas de acero inoxidable de 30 ga (diametro exterior de 305 ym, diametro
interior 152 um) y longitud de 10 mm

s una canula de acero inoxidable de 26 ga (diametro exterior de 457 ym y diametro
interior de 254 um) y una longitud de 30 mm

e una canula de acero inoxidable de 20 ga (diametro externo de 902 ym y diametro
interno 660 um) y una longitud de 15 mm

e un capilar de silica con didmetro externo 144 um y diametro interno de 75 ym y
una longitud de 55 mm (Composite Metal Services LTD.)

e membrana de dialisis de cuprofano con un diametro de 200 pm, 8-10 mm de
longitud y un tamaiio de exclusién molecular de 5000 Da (Hospal).

La Figura 5 muestra el proceso de construccién de fa canula de microdialisis;

A: se une el capilar de silica a una de las canulas de 30 ga mediante pegamento de
contacto (Super Glue-3®, Loctite) de manera que la silica sobresalga alrededor de 1

mm por uno de los extremos de la canula de acero inoxidable. B: por el extremo
contrario de la silica se inserta la canula de 26 ga. C: el conjunto de canulas y silica
se inserta en la canula de 20 ga afadiendo, pegada a la primera, la otra canula de-
30 ga doblada en angulo. Los extremos de la canula de 20 ga son sellados con
resina epoxi (Araldit®) de manera que quede una camara en el interior. D: se corta el

extremo mas largo de la silica a una longitud de 4.5 mm; bajo una lupa y con ayuda

de un hilo de tungsteno se introduce la membrana de dialisis dejando un espacio de

0.5 mm entre el extremo de la silica y el extremo de la membrana de dialisis de

forma que queden 2 mm de superficie de intercambio. Ambos extremos de la

membrana se sellan con unas gotas de pegamento de contacto.
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Fig. 5: Proceso de construccion de la canula de microdialisis (ver texto).

2.3. Preparacion de Equithesin

El anestésico Equithesin fue preparado en nuestro laboratorio, a partir del
siguiente proceso secuencial:

¢ disolver 21.25 g de hidrato de cloral en 49.4 m| de etanol absoluto.

« afadir 4.86 g de pentobarbital sédico disueltos previamente en 21 ml de agua
bidestilada

* agregar 198 ml de 1,2-propilenglicol.

s afadir 10.63 g de sulfato magnésico disueltos previamente en 50 ml de agua
bidestilada y agua bidestilada c.s.p. 500 ml.

La solucién asi obtenida debe conservarse a temperatura ambiente.
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3. METODOS EXPERIMENTALES

3.1. Procedimiento quirdrgico: estereotaxia

Los implantes para la perfusién intracerebral in vivo fueron estereotaxicamente
implantados en el cerebro del animal mediante intervencién quirargica. El material
empleado en dicha intervencion fue el siguiente:

+ estereotaxico para roedores (David Kopf Instruments 900).

bisturi (hoja Aescuiap® BB515).

¢ pinzas hemostaticas.

¢ Espongostan Film® (Ferrosan).

s« motor porta brocas (Casali DSE-47).

» broca de 1 mm de diametro.

¢ tornillos de 1.4 mm de diametro.

+ aguja de insulina (25 ga).

« destornillador de relojero.

» espatula recta.

+ resina acrilica Denture Base Quick® (lvoclar).
s tornillo de 3 mm de diametro y 20 mm de longitud.

Ei instrumental quirdrgico, asi como el implante que se va a colocar en el
animal, se mantienen en una solucién antiséptica (Armil al 1 por 1000) durante toda
la intervencion.

Antes de comenzar la operacion, se controla el peso de la rata y
posteriormente es anestesiada con Equitesin (2 mg/kg, intraperitoneal). Tras inducir
una anestesia profunda en el animal (desaparicion del reflejo corneal), éste se coloca
en el estereotdxico fijando el maxilar superior a 4 mm por debajo de la linea
interaural. Mediante una incisién longitudinal de la piel se deja al descubierto la
calota del animal. Se abre al campo quirdrgico mediante pinzas hemostasicas y tras
controlar la hemorragia secundaria al! corte de los tejidos, se localiza el punto
Bregma (punto de coincidencia de las suturas interparietal y frontoparietal). Este
punto se utiliza como referencia para calcular dos de las coordenadas estereotaxicas

correspondientes al area cerebral objeto de estudio: + 0.6 mm en el eje antero-
posterior y £+ 2.5 mm en el eje lateral para el estriado, y +1.6 mm en el eje
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anteroposterior y = 1.6 mm en el eje lateral para el nlcleo accumbens (Kénig y
Klippel, 1967).

A continuacion, se realizan 4 orificios en el hueso, dos para el emplazamiento
de los tornillos de fijacién, y otros dos a través de los cuales pasan las canulas guias.
Es importante dejar la duramadre intacta al perforar los 2 dltimos orificios puesto que
es la referencia para caicular la tercera coordenada esterotaxica, ventral, a -2.8 mm
tanto para el estriado como para el nicleo accumbens (Konig y Klippel, 1967).

Posteriormente, se rasga la duramadre con la punta de una aguja de insuiina y
se introduce el implante hasta el punto calculado.

El implante se fija a la calota con resina acrilica, de forma que queden
englobados los tornillos de fijacion, la base del implante y la cabeza del tornillo de 3
mm de diametro, colocado en la parte posterior del implante con el fin de anclar el
sistema de perfusion al mismo durante el experimento. Al endurecerse la resina se
forma un sélido bloque que fija perfectamente et conjunto a la calota del animal.

Antes de retirar a la rata del estereotaxico se introducen los fiadores en las
guias para evitar su oclusion por restos de hemorragia o de tejido. Tras ia operacion
quirtrgica el animal es mantenido en su jaula; se hace un seguimiento diario de su
peso y del estado de la herida. Los fiadores se movilizan diariamente y se limpian
con etanol al 70% con el proposito de mantener desinfectadas las canulas guias.

3.2. Perfusion intracerebral in vivo: microdialisis

La perfusién intracerebral in vivo se lleva cabo mediante el sistema de canulas
de microdialisis descrito anteriormente. Este sistema permite el paso continuo de un
liquido de perfusién a través de la membrana de dialisis ubicada en el area del
cerebro estudiada. La canula recoge las sustancias quimicas presentes en el liquido
intersticial merced a su paso a través de la membrana dialitica a favor de gradientes
de concentracién. Asi se obtienen las muestras que posteriormente seran analizadas
con el fin de cuantificar los componentes neuroquimicos extraidos. La longitud final
de las canulas se ajustd para que la membrana de didlisis se situe en el area de
interes (la posicion del extremo de la canula fue: -5 mm para el estriado y -7.5 mm
para el nicleo accumbens (Kénig y Klippel, 1967)).

Entre 3 y 4 dias después de la intervencion quirargica se llevaron a cabo los
experimentos de microdialisis durante la fase de oscuridad del ciclo. El liquido de
perfusion utilizado es un liquido cefalorraquideo sintético (LCRs), cuyo pH es de 7.3
y cuya composicion fue; NaCl 137 mM; KC! 3 mM; CaCl; 3.4 mM; MgSO,1 mM;
NaH.PO. 0.5 mM; Na,HPQO, 2 mM; Glucosa 3 mM. El flujo de perfusién fue 2.5
ml/min.

El experimento comienza con la puesta a punto del sistema de perfusion, que
consta de los siguientes elementos:
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e una bomba de infusion Harvard 22
+ dos jeringas Hamilton de 2.5 ml
e una valvula Harvard HV 4-4 de cuatro vias

o un soporte giratorio (swivel), disefiado y construido en el propio laboratorio, al
que se une el sistema de anclaje al implante del animal

¢ tubos de polietileno de 20 y 26 ga

una canula de microdialisis.

Una vez conectados todos los elementos del sistema como se muestra en la
Figura 6, se colocan en la bomba de perfusién las jeringas cargadas con los liquidos
de perfusion, y se inicia la perfusion de LCR a través de la canuia con el objetivo de
crear una presidn hidrostatica sobre la membrana que proporcione rigidez suficiente
para evitar su colapso durante la insercion en el tejido cerebral. Una vez insertada la
canula, se lleva a cabo el anclaje del sistema de perfusién al implante, para que el
movimiento det animal se sincronice con el movimiento del swivel, permitiendo asi el
libre movimiento de! animal. Finalmente se fija la canula de microdialisis con el
tornillo perpendicular del imptante (Figura 1).

—

F—___

/}3 B
N

A

Fig. 6: Representacion esquematica del sistema completo utilizado para’la
realizacién de los experimentos mediante la técnica de microdialisis. A, bomba de
infusién; B, valvula de cuatro vias; C, swivel; D, cénula de microdialisis, E,
recogida de la muestra.
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Tras la insercién de la canula en el cerebro del animal, se dejan transcurrir 3 h.
antes de empezar la recogida de muestras, con el fin de permitir la estabilizacion de
las concentraciones de aminoacidos y catecolaminas presentes en el espacio
extracelular. Tras este periodo de estabilizacion se recogieron muestras cada 15 min
durante 240 min. Las muestras obtenidas son almacenadas a -80 °C hasta el
momento de su analisis.

El protocolo de perfusién utilizado es et siguiente:
19  Periodo de estabilizacion {180 min).

2°  Periodo de control (60 min), en el que se recogieron 4 muestras control para
determinar la concentracién extracelular basal de las sustancias analizadas,

3°  Periodo de preestimulo (60 min), en el que mediante un giro de la valvula del
sistema, se perfundieron los antagonistas de receptores glutamatérgicos, en los
grupos experimentales correspondientes.

49  Periodo de estimulo (60 min), en el que mediante un giro de la valvula del
sistema, se perfundié el PDC (1, 2y 4 mM)

5°  Periodo de postestimulo (60 min), en el que se estudia el efecto postestimulo
de la perfusion de PDC.
3.3. Analisis de neurotransmisores por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)
De las muestras recogidas en los experimentos de perfusion se separaron dos

alicuotas antes de ser almacenadas -80 °C: una alicuota de 5 ! para el analisis de
‘aminoacidos; y otra de 25 pl para el andlisis de catecolaminas

3.3.1.Deteccion de aminoacidos por HPLC

Los aminoacidos presentes en las muestras recogidas del tejido cerebral in
vivo han sido analizados mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector
fluorométrico, segun el método usado previamente en el laboratorio (Segovia et al,
1994; Segovia et al., 1997, Segovia y Mora, 1998).

3.3.1.1. Derivatizacion de la muestra.
Para la deteccion y cuantificacionb de los aminodcidos presentes en las

muestra se realizd una derivatizacién precolumna con el reactivo o-ftaldialdehido-3-
mercaptopropionico (OPA-3-mercaptopropidnico).
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La preparacion del reactivo OPA-3-mercaptopropionico requiere los siguientes
componentes:

e acido 3-mercaptopropionico (Sigma)

. borat'o sodico (Na2B40O710H20) (Merck)
« metano! grado HPLC (Scharlau)

» O-ftaldialdehido (OPA} (Sigma}

Se disuelven 32 mg de OPA en 800 pl de metanol, a lo que se afiaden 7140 i
de una solucién tampén de borato sédico 0.1 M ajustada a un pH de 9.5
Posteriormente se afiaden 54 p! de acido 3-mercaptopropionico. La solucion debe
conservase a temperatura ambiente en un frasco opaco y cerrado. El reactivo es atil
durante 15 dias, aproximadamente.

La derivacion precolumna se realiza llevando a cabo secuencialmente los
siguientes pasos: a una alicuota de 5 pl de muestra se le incorporan 5 ul de estandar
interno (homoserina 6.25 uM). Posteriormente se afiaden 10 pl del reactivo OPA-3-
mercaptopropiénico. Esta mezcla se agita en un vortex durante 15 segundos para
favorecer la reaccion. Al completarse 1 minuto desde la adicion del reactivo se
afiaden 5 ml de una solucidén de acido acético al 5% con el fin reducir el pH de la
reaccion (el pH éptimo de la misma es 8-9) y, por lo tanto, de detenerla.

Finalizada la derivatizacién, se inyectan en el cromatégrafo 20 pl de ia solucién
obtenida en un inyector tipo Rheodyne (loop de 20 pl). La muestra pasa por una
precolumna C18 Spherisorb® (Phase Separations) y después por una columna
Spherisorb® ODS-2 (Phase Separations) con un tamaro de particula de 5 pm, un
diametro de 4.6 mm y una longitud de 15 cm.

3312 Condiciones cromatograficas.

Con el fin de lograr una separacioén entre picos bien definida, se ha empleado
un programa de gradientes de dos fases moviles con un fiujo constante de 1 ml/min.

Los reactivos empleados en la preparacion de las dos fases méviles utilizadas
fueron los siguientes:

 agua ultrapura obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q Plus® (Millipore) y
filtrada posteriormente (filtro de 0.45 pm. de poro, Millipore)

o alcohol isopropilico grade HPLC (Scharlau)
« metano! grado HPLC (Scharlau)

s tampoén acetato sddico 4 M (Pierce}
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e NaOH en lentejas (Merck)
e Acido acético (Merck)

La fase movil A consiste en una solucion 95/5 (v/v) de tampon acetato sédico
50 mM y metanol, a la cual se afiaden 12.5 ml de alcoho! isopropilico por cada litro
de mezcla. Ef tampbn acetato sédico se prepara a partir de una solucion de acetato
sodico 4 M, ajustada a un pH= 5.67 con NaOR y acético glacial, y posteriormente
filtrada (filtro de 0.45mm, Millipore). La fase movil B es una solucién 70/30 (v/v) de
metanol y agua.

Previamente a su utilizacion, ambas soluciones se introdujeron en un bano de
sonicacién durante 15 min para su degasificacién. Posteriormente se colocaron en el
cromatografo; durante el proceso de analisis el flujo de helio fue de 10 ml/min.

Se establecio un programa de gradiente de pasc de ambas soluciones,
presentado en la tabla 1. Los 16 primeros min. de este programa son el tiempo de
analisis de la muestra; los 4 min. siguientes permiten recuperar al sistema las
condiciones de inicio.

Tabla 4: Programa de gradientes para el analisis de aminoacidos
Tiempo (min.) Flujo (ml/min.) Fase A (%) Fase B (%)

0.00 1.00 90 10

9.00 1.00 52 48

12.00 1.00 0 100

16.00 1.00 0 100

16.01 1.00 90 10

20.00 1.00 1.90 10

La deteccidn de los aminoacidos OPA-derivados se realizd con un detector de
fluorescencia Waters 474 con un filtro de excitacién de 340 nm y un filtro emision de
480 nm.

Los datos cromatograficos han sido procesados usando el programa

informatico MAXIMA® 820 (Waters). Las concentraciones de aminoacidos son
cuantificadas mediante el método del estandar interno (homoserina).
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3.3.1.3. Factor de dilucion.

£l hecho de realizar una derivatizacién precolumna de la muestra obliga a
calcular el factor de dilucion o volumen real de muestra que se encuentra en la
solucién inyectada. De acuerdo al método usado en nuestro laboratorio, Spl. de
muestra se diluyen en un volumen final de 25 ul., de los cuales se inyectan 20 yl. en
el cromatografo. El volumen total de muestra inyectado resultd ser, por tanto, de 4 pl.
El factor de dilucién se calcula hallando el cociente entre el volumen total de muestra
inyectado y el volumen final inyectado, resultando ser de 4/20 = 0.2. La
concentracion real de cada aminoacido en la muestra se calculo dividiendo la
concentracién cuantificada en la solucién inyectada de dicho aminoacido por el factor
de dilucion 0.2. '

3.3.1.4. Calibracion.

La calibracién se realiza con el fin de proporcionar al programa los valores de
referencia de los tiempos de retencion, asi como los factores de respuesta de cada
aminoacido analizado. El tiempo de retencién de cada sustancia es el tiempo medio
que tarda en salir de la columna del cromatografo y es utilizado por el programa
informatico para identificaria. El factor de respuesta de cada sustancia pone en
relacidon las concentraciones conocidas de esta sustancia y del estandar interno con
las areas de los picos cromatograficos.

Para la calibracién del cromatografo, se prepararan soluciones patron con cada
uno de los aminoacidos analizados a partir de las soluciones madre. La calibracion
se realiza inyectando en el cromatografo 5 patrones, a concentraciones diferentes
(0.25, 0.5, 1, 5, 10 y 20 uM). El limite de deteccion fue de 0.05 uM para todos los
aminoacidos.

3.3.1.5. Calculo def coeficiente de variacion.

Para calcular 1a variacién intrinseca propia de! método de analisis se inyectan
en el cromatografo 6 alicuotas de una solucién patrén 1 uM. Puesto que estas
inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas
condiciones, las posibles diferencias obtenidas han de ser debidas a la variabilidad
propia del método. Los coeficientes de variacién (CV) obtenidos para cada
aminoacido se expresan en la Tabla 5.

Tabla 5: Coeficientes de variacion de aminoacidos

AMINOACIDO | n MEDIA 3 CV.

GABA 6 1.199 0.108 9.018%

TAU 6 1.271 0.097 7.660%

GLU 6 1.256 0.075 5.272%
| GLN 6 | 1.193 0.086 7192%
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3.3.1.6. Linealidad del analisis cromatograéfico.

Para determinar la linealidad del método de andlisis cromatografico utilizado se
inyectan en el cromatégrafo soluciones patron con concentraciones variables de los
aminoacidos a analizar. La representacion grafica de la relacidn entre el cociente
area aminoacido/area del estandar interno (eje de ordenadas) y la concentracion de
aminoéacido (eje de abcisas) se ajusta a una linea recta.
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Fig. 7: Curva de linealidad obtenida para los aminoacidos GABA, glutamato y
glutamina bajo las condicicnes cromatograficas descritas en el texto.

3.3.2.Deteccion de catecolaminas por HPLC

Las catecolaminas presentes en las muestras recogidas del tejido cerebral in
vivo han sido analizados mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector
electroquimico segln el método usado previamente en el laboratorio (Segovia y
Mora, 1998).

La muestra se inyecta en un inyector Rheodyne (foop de 25 pl), pasando
primero a través de una precolumna C18 Nova-Pak® (Waters) con un tamario de
particula de 4 ym, un diametro de 3.9 mm y una longitud de 20 mm, posteriormente
la muestra corre a través de una columna C18 Nova-Pak® (Waters) con tamafio de
particula de 4 uym y unas dimensiones de 3.9X150 mm.

3.3.2.1. Condiciones cromatograficas.

Para la separacion de catecolaminas se ha utilizado un programa isocratico,
con un flujo constante de 1 ml/min y una sola fase movil, lo cual permite |la deteccion
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de la dopamina y sus metabolitos en 8.50 min. Para preparar la fase movil se
requieren los siguientes componentes:

» metanol grado HPLC (Scharlau)
» tampon acetato-citrato 0.1 M

La fase movil consiste en una solucién 82/18 (v/v) de tampdn y metanol. El
tampon acetato-citrato se prepara disolviendo en agua ultrapura (ver apartado
3.3.1.2), acetato sédico 0.1M (Merk), acido citrico 0.1 M (Merk), sulfonato sodico 2.9
mM (Scharlau} y EDTA 1mM (Sigma) (pH= 3.48, ajustado con HCI 1 N}. Previamente
a su utilizacién, el tampon es filtrado (filtro 0.45 mm, Millipore).

Antes de colocarla en el cromatégrafo, la solucién se introduce en un bafio de
sonicacién durante 15 min para su degasificacion.

La deteccion de las catecolaminas se realiza con un detector electroquimico
Coulochem Il 5200A (ESA). Este consta de una célula de guarda (ESA 5021), fijada
a 50 mV., y dos células analiticas (5011) a 340 mV. (célula 1 o de oxidacién) con una
sensibilidad de 2 pA, y =250 mV., con una sensibilidad de 5 nA (célula 2 o de
reduccién). Se utilizan dos células analiticas debido a la diferencia de
concentraciones entre la dopamina (rango de nM) y sus metabolitos (rango de pM),
lo que complica su deteccién con una unica célula.

lLos datos cromatograficos han sido procesados usande el programa
informatico MAXIMA® 820 (Waters).

3.3.1.2. Calibracion.

La calibracién se realiza con el fin de proporcionar al programa los valores de
referencia de los tiempos de retencion, asi como los factores de respuesta de cada
catecolamina analizada. El tiempo de retenciéon de cada sustancia es el tiempo
medio que tarda en salir de la columna del cromatdgrafo y es utilizado por el
programa informatico para identificarla. El factor de respuesta de cada sustancia
pone en relacién las concentraciones conocidas de esta sustancia con las areas de
los picos cromatograficos.

Para la calibracion del cromatografo, se prepararan soiuciones patron con cada
una de las catecolaminas analizadas a partir de las soluciones madre. La calibracién
se realiza inyectando en el cromatégrafo patrones con diferentes concentraciones
de ios metabolitos (100, 200, 400, 800 y 1600 nM) y de dopamina (0.5, 1, 2 y 4 nM).
El limite de deteccidon en las muestras es de 0.25 nM para dopamina, 0.5 nM para
DOPAC y 10 nM para HVA.
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32.3.1.3. Calculo del coeficiente de variacion.

Para calcular la variacion intrinseca propia del método de analisis se inyectan
en e! cromatografo 6 alicuotas de una solucién patrén de 1 nM de dopamina. Puesto
gue estas inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas
condiciones, las posibles diferencias obtenidas han de ser debidas a la variabilidad
propia de! método.

Los coeficientes de variacién (CV) obtenidos para cada catecolamina se
expresan en la Tabla 6.

Tabla 6: Coeficiente de variacion de catecolaminas
CATECOLAMINAS | n MEDIA 5 CVv.

| Dopamina 6 0.98 0.11 11.59 %
DOPAC 3] 135.30 2.54 1.88 %
HVA 6 66.44 4.76 7147 %

3.3.1.4. Linealidad del anélisis cromatografico

Para determinar la linealidad del método de analisis cromatografico utilizado se
inyectaron en el cromatografo soluciones patrén con concentraciones variables de
las catecolaminas a analizar. La representacion grafica de la relacion entre el area
bajo 1a curva de cada catecolamina (eje de ordenadas) y la concentracion inyectada
(eje de abcisas) se ajusta a una linea recta.
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Fig. 8: Curva de linealidad obtenida para dopamina, DOPAC y HVA bajo ias
condiciones cromatograficas descritas en el texto.
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3.4. Histologia

Una vez finalizados los experimentos, se comprueba la correcta localizacion de
las canulas de dialisis mediante el estudio histologico de las piezas cerebrales.

Ei material empleado para el estudio histolégico de las piezas es el siguiente:
e NaCi (Merck)
« formaldehido 35-40% (Panreac)
o heparina 5% (Léo)
* microtomo de congelacién Leitz (Wetzlar)
e |upa binocular (Zeiss).
El animal es anestesiado con Equithesin (2 ml/kg i.p.). A continuacién se
realiza una perfusidén intracardiaca con solucién salina isotonica (NaCl 0.9%)
heparinizada al 1%, seguida de una solucién de formaldehido al 10%. Una vez fijado

el tejido, se extrae el cerebro y se mantiene en una solucion de formaldehido al 10%
a4°C.

Antes de colocarla en el microtomo la pieza es lavada con agua abundante
para eliminar el formaldehido. Se obtienen muestras de 50 pm de espesor que se
colocan bajo la lupa binocular para comprobar la localizacion de la canula en el
estriado.

44



4.

Material y Métodos

METODOS ESTADISTICOS

Para el andlisis estadistico de los datos se han utilizado los siguientes metodos

en funcién de los datos estudiados:

a)

d)

Factorial dos direcciones, dosis-tiempos (3x16) y dosis tratamientos (3x16), para
el analisis del efecto de la perfusion intracerebral de diferentes dosis de PDC (1,
2 y 4 mM), asi como el efecto de la perfusién de antagonistas glutamatérgicos en
las acciones del PDC {4 mM). :

Coeficiente de correlacioén de Pearson y test de independencia para el estudio en
los distintos grupos de edad de la posible dependencia entre los incrementos de
la concentracion de glutamato y las posibles variaciones de la concentracion
extracelulares de dopamina, GABA, DOPAC, HVA, taurina y glutamina. Las
variaciones de la concentracion de las sustancias medidas se calcularon como la
diferencia entre la media de las muestras en las que se perfundid el PDC (1 hora)
y la media de cuatro muestras controi (1 hora). Para la glutamina, sin embargo,
los efectos del PDC se calcularon como la media de todas las muestras tras el
comienzo de la perfusién de PDC (2 horas) menos la media de ocho muestras
control (2 horas). Dado el reducido numero de animales muy viejos, se analizo
conjuntamente el grupo de ratas viejas y muy viejas. También se realizéd un
analisis de correlacion para el estudio de la posible dependencia de los cocientes
entre las variaciones de dopamina, GABA, DOPAC, HVA, taurina y glutamina y
los incrementos de glutamato para los maximos incrementos de glutamato (PDC
4 mM) con la edad, asi como de dependencia de la concentracion extracelular
basal de las sustancias medidas con la edad. El calculo de los efectos del PDC
se realizd segin se describe en este punto.

Regresion lineal por el método de minimos cuadrados y comparacion de las
pendientes obtenidas para la estudio en los distintos grupos de edad estudiados
de la variacién de la relacion entre los incrementos de glutamato y las posibles
variaciones de la concentracion extracelulares de dopamina, GABA, DOPAC,
HVA, taurina y glutamina. El calculo de los efectos del PDC se realizé segun se
describe en el punto b). Dado el reducido nimero de animales muy viejos, se
analizé conjuntamente el grupo de ratas viejas y muy viejas.

ANOVA de una via para el estudio en los diferentes grupos de edad del cociente
entre las variaciones de dopamina, GABA, DOPAC, HVA, taurina y glutamina y
los incrementos de glutamato para ios maximos incrementos de giutamato (PDC
4 mM), asi como de la concentracién extracelular basal de las sustancias
medidas. El calculo de los efectos del PDC se realizé segun se describe en el
punto b).
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Resultados

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados para esta Tesis
Doctoral se han agrupado en blogues en funcion del grupo experimental estudiado y
del diferente tratamiento farmacoldgico (el protocolo de perfusion intracerebral usado
en todos los experimentos se describe en el apartado 3.2 de la seccion “Material y
Métodos”):

.- Blogue 1: efecto de la perfusion intracerebral de PDC sobre glutaméto,
dopamina, DOPAC, HVA, GABA, taurina y glutamina en el estriado y el nucleo
accumbens de ratas jovenes (2-4 meses).

- Bloque 2: efecto de la perfusion intracerebral de un antagonista de receptores
glutamatérgicos del tipo NMDA, acido 3-[(R)-2-carboxipiperazin-4-il]-propil-1-
fosfonico (CPP) (1 mM), y del tipo AMPA/kainato, 6,7-dinitroquinoxali-2,3-diona
(DNQX) (1 mM) sobre las acciones del PDC en ratas jovenes (2-4 meses).

- Blogue 3: efecto de la perfusion intracerebral de PDC sobre glutamato,
dopamina, DOPAC, HVA, GABA, taurina y glutamina en el estriado y el nucleo
accumbens de ratas de edad media (12-14 meses).

- Blogue 4: efecto de la perfusion intracerebral de PDC sobre glutamato,
dopamina, DOPAC, HVA, GABA, taurina y glutamina en el estriado y el nicleo
accumbens de ratas de edad vieja (27-32 meses) y muy vieja (37 meses).

En estos bloques los resultados se presentan en forma de gréaficas. En el texto
los datos de concentracién se expresan en valores absolutos como mediatE.E.M.
Las graficas muestran, también en valores absolutos (mediatE.E.M)), la dinamica
temporal de las concentraciones extracelulares de aminoacidos y catecolaminas en
condiciones basales y tras los tratamientos farmacologicos. En los bloques 1, 3y 4
también se muestran la correlacion entre los efectos del PDC sobre aminoacidos y
catecolaminas y la dosis de PDC (para el glutamato) o los incrementos de glutamato
(para el resto). En el bioque 2 se muestra también la comparacion entre el efecto de
la perfusion de PDC solo y de PDC mas CPP o DNQX. Los datos se muestran en
valores relativos (mediatE.E.M.) tomando como 100% el efecto del PDC sin
tratamiento con CPP y DNQX. '

" Finalmente, en los dos Ultimos bloques de los resultados se resume el efecto
del envejecimiento sobre aminoacidos y catecolaminas:

- Blogue 5: estudio del efecto del envejecimiento sobre la concentracion
extracelular de glutamato, dopamina, DOPAC, HVA, GABA, taurina y glutamina
en el estriado y el nicleo accumbens de la rata despierta.

- Blogue 6: estudio del efecto del envejecimiento sobre las interacciones entre

glutamato, dopamina, DOPAC, HVA, GABA, taurina y glutamina en el estriado y
el nicleo accumbens de la rata despierta.
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En este dltimo apartado se muestran graficas comparando las rectas de
regresion obtenidas en los diferentes grupos de edad para las correlaciones
descritas en los blogues anteriores, asi como graficas comparando el cociente entre
el efecto del PDC en aminoéacidos y catecolaminas y el efecto del PDC en glutamato
en los diferentes grupos de edad (ver seccion “Métodos Estadisticos™ en “Material y
Métodos"). (6 “Resumen y Planteamiento del Trabajo”).

47



Resultados

1. EFECTO DE LA PERFUSION INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y
NUCLEO ACCUMBENS DE RATAS JOVENES

1.1 Glutamato

Estriado

La concentracion extracelular basal de glutamato en el estriado de ratas
jévenes fue 0.72+0.18 uM.

La perfusion intraestriatal de PDC (1, 2 y 4 mM) incremento la concentracién
extracelular de glutamato (Fig. 9). El incremento medio de la concentracién de
glutamato fue: 4.32+0.71 uM (p< 0.001) para la dosis de 4 mM, 2.5210.41 uM (p<
0.001) para la dosis de 2 mM y 1.1510.20 uM (p< 0.05) para la dosis de 1 mM (Fig.
9A). El incremento de la concentracidon de glutamato se correlaciond con la dosis de
PDC utilizada (r= 0.54, p< 0.01) (Fig. 9B).

Nucleo accumbens

La concentracién extracelular basal de glutamato en el nicleo accumbens de
ratas jovenes fue 0.2610.04 M.

Al igual que en el estriado, la perfusidon en el nucleo accumbens de PDC (1,2 y
4 mM) incrementéd la concentracién extracelular de glutamato (Fig. 10}. El incremento
medio de la concentracion de glutamato fue: 3.76:0.41 uM (p< 0.001} para la dosis
de 4 mM, 1.6310.23 pM (p< 0.001)_para la dosis de 2 mM y 1.20+0.09 pM (p< 0.001)
para la dosis de 1 mM (Fig. 10). El incremento de Ia concentracién de giutamato se
correlacionaron significativamente con la dosis de PDC utilizada (r= 0.77; p< 0.001)
(Fig. 10B).
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Figura 9: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de glutamato en ratas jévenes (2-4 meses) (A) (* p<
0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los incrementos de
giutamato y la dosis de PDC.
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Figura 10: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelutar de glutamato en ratas jovenes (2-4 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre ios incrementos

de glutamato vy la dosis de PDC.

50



Resultados

1.2 Dopamina y metabolitos

Estriado
La concentracion extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y

HVA en e! estriado de ratas jovenes fue 0.5140.08 nM, 296.26:36.12 nM y
105.68+11.38 nM, respectivamente.

La perfusién intraestriatal de PDC (4 mM) produjo un incremento de la
concentracién extracelular de dopamina de 6.08+1.88 nM (p< 0.001) (Fig. 11A).
PDC, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentracién
de dopamina de 0.25x0.09 nM (Fig. 11A). Las dosis de 1 mM de PDC no modificd
significativamente la concentracion de dopamina (Fig. 11A). Como se puede ver en
ta Figura 11B, los incrementos de dopamina se correlacionaron significativamente
con los incrementos de glutamato (r= 0.77; p< 0.001) (Fig. 11B). El analisis
estadistico posterior a través del calculo del cosficiente de correlacién parcial mostrd
que la correlacién entre los incrementos de dopamina y de glutamato en ratas
jovenes fue independiente de la dosis de PDC utilizada (r= 0.70; p< 0.001). [NOTA:
el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.62 (p< 0.001)].

La perfusion en el estriado de PDC (4 mM) disminuyd la concentracion
extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 12 y 13). El descenso medio de la concentracion
de DOPAC y HVA fue de 61.76115.88 nM {p< 0.001) y 26.22+5.57 nM (p< 0.001),
respectivamente (Fig. 12A y 13A). EI PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modifico
significativamente la concentracién de DOPAC y HVA (Fig. 12A y 13A). Los
descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato: r=0.61 (p< 0.001} (Fig. 128 y 13B), sugiriendo que estos
descensos han sido producidos por el glutamato. Los coeficientes de correlacion
parcial entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato fueron
r= 0.48 (p< 0.01) para el DOPAC y r= 0.34 (n.s.) para el HVA, indicando que la
correlacion entre los descensos de DOPAC, pero no los de HVA, y los incrementos
~ de glutamato en ratas jovenes fue independiente de la dosis de PDC. [NOTA: los
coeficientes de correlacién parcial obtenidos a partir de todos los datos en el estudio
fueron r= 0.40 (p< 0.001) para el DOPAC, y r= 0.40 (p< 0.001) para el HVA}

Nicleo accumbens

La concentracion extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
HVA en el nlicleo accumbens de ratas jovenes fue 0.72+0.13 nM, 350.98+45.50 nM y
83.1616.84 nM, respectivamente.

La perfusidén en e! nucleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un incremento

de la concentracion extracelular de dopamina de 4.3410.86 nM (p< 0.001) (Fig. 14A).
Las dosis de 1 y 2 mM de PDC produjeron un incremento no significativo en la
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concentracién de dopamina de 0.75+0.35 nM y 0.7210.46 nM, respectivamente (Fig.
14A). Los incrementos de dopamina se correlacionaron significativamente con los
incrementos de giutamato (r= 0.78; p< 0.001} (Fig. 14B), lo cual sugiere que los
incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato. El coeficiente de
correlacién parcial entre los incrementos de dopamina y de glutamato independiente
de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.49 (n.s.). [NOTA: el coeficiente de correlacion
parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.54 (p< 0.001)].

La perfusién en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) disminuyo la
concentracién extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 15 y 16). El descenso medio de la
concentracion de DOPAC y HVA fue de 94.67+21.66 nM (p< 0.001) y 30.56%5.23 nM
(p< 0.001) respectivamente (Fig. 15A y 16A). El PDC a la dosis de 2 mM produjo un
descenso no significativo en la concentracion de DOPAC y HVA de 66.85+25.98 nM
y 11.80£5.12 nM, respectivamente (Fig. 15A y 16A). Los descensos de DOPAC y
HVA se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato. (Fig.
15B y 16B), sugiriendo que estos descensos han sido producidos por el glutamato.
Los coeficientes de correlacion parcial entre los descensos de DOPAC y HVA y los
incrementos de glutamato fueron r= 0.14 (n.s) para el DOPAC y r= 0.05 (n.s.) para el
HVA, indicando que la correiacién entre los descensos de DOPAC y HVA y los
incrementos de glutamato en ratas jovenes no fue independiente de la dosis de PDC.
{NOTA: las correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el estudio
fueron r= 0.45 (p< 0.01) para el DOPAC, y r= 0.45 (p< 0.001) para el HVA].

52



Resultados

ESTRIADO
A
—&— PDC 4 mM PDC
s | —o— PDC2mM
—&— PDC | mM N
<
=]
5 -
0 - T T T T T T T LI T ¥ T T T T 4
0 15 30 45 60 75 90 105120135 150 165 180 195210 225 240
B TIEMPQ (min)
25 ©
r=0.77 (p<.001)
s
E
<
=)
<]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A[GLU] (uM)

Figura 11: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extracelular de dopamina en ratas jovenes (2-4 meses) {(A) (* p<
0.05 comparado con su control). {B) correlacion entre los incrementos de

dopamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 12: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extracelular de DOPAC en ratas jovenes (2-4 meses) (A) (* p<
0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los descensos de DOPAC
y los incrementos de glutamato.
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Figura 13: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC {1, 2 y 4 mM) sobre ia
concentracion extracelular de HVA en ratas jévenes (2-4 meses) (A) (* p< 0.05
comparado con su control). {B) correlacién entre los descensos de HVA vy los

incrementos de glutamato.
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Figura 14: Efecto de la perfusion en el nicles accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de dopamina en ratas jovenes (2-4 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control}. (B) carrelacion entre los incrementos
de dopamina y los mcrementos de glutamato.
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Figura 15: Efecto de la perfusion en el nuclec accumbens de PDC (1, 2y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de DOPAC en ratas jovenes (2-4 meses) (A)
(* p< 0.05 comparado con su confrol). (B) correlacion entre los descensos de
DOPAC y los incrementos de glutamato.
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Figura 16: Efecto de la perfusion en el nucleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de HVA en ratas jovenes (2-4 meses) (A) (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los descensos de HVA y

los incrementos de glutamato.
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1.3 GABA

Estriado

La concentracion extracelular basal de GABA en el estriado de ratas jovenes
fue 0.111£0.01 pM.

La perfusién intraestriatal de PDC (4 mM) produjo un incremento de la
concentraciéon extracelutar de GABA de 0.28+0.07 uM (p< 0.001) (Fig. 17A). PDC a
la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo de 0.0910.03 pM (Fig. 17A).
La dosis de 1 mM de PDC no modificé significativamente la concentracion de GABA
(Fig. 17A). La Figura 17B muestra ta correlacion entre los incrementos de GABA y
los incrementos de glutamato (r= 0.90; p< 0.001). La existencia de esta correlacion
sugiere que los incrementos de GABA han sido producidos por el glutamato. El
analisis estadistico posterior a través del caiculo del coeficiente de correlacién parcial
mostré que fa correlacion entre los incrementos de GABA y de glutamato en ratas
jovenes fue independiente de la dosis de PDC utilizada (r= 0.87; p< 0.001). [NOTA:
el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.70 (p< 0.001)}.

Nucleo accumbens

La concentracion extracelular basal de GABA en el nuicleo accumbens de ratas
jovenes fue 0.11+£0.01 pM.

La perfusién en el nlcieo accumbens de PDC (4 mM) produjo un incremento
de la concentracion extracelular de GABA de 0.4210.09 pM (p< 0.001) (Fig. 18A).
PDC a las dosis de 1 y 2 mM produjo un incremento no significativo en la
concentracion extracelular de GABA de 0.02+0.01 pM y 0.03£0.01 pM,
respectivamente (Fig. 18A). Como se ve en la Figura 18B los incrementos de GABA
se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.87; p<
0.001), sugiriendo que los incrementos de GABA han sido producidos por el
glutamato. El coeficiente de correlacion parcial entre los incrementos de GABA y de
glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada en ratas jovenes fue r= 0.71
(p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de correlacién parcial obtenido a partir de todos los
datos en el estudio fue r= 0.54 (p< 0.001)].
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Figura 17: Efecto de la perfusién en el estriade de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de GABA en ratas jovenes (2-4 meses) (A) (* p< 0.05
comparado con su control). (B) correlacién entre los incrementos de GABA y los
incrementos de glutamato.
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Figura 18: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelutar de GABA en ratas jovenes (2-4 meses) (A) (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los incrementos de
GABA y los incrementos de glutamato.
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1.4 Taurina

Estriado

La concentracién extracelular basal de taurina en el estriado de ratas jévenes
fue 0.994£0.11 pM.

La perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) produjo un incremento de la
concentracidon extraceiular de taurina (Fig. 19A). Los incrementos medios de la
concentracion de taurina fueron: 1.94+0.32 uM (p< 0.001) para la dosis de 4 mM,
1.27+0.14 uM (p< 0.01) para a dosis de 2 mM, y 0.78+0.19 uM (p< 0.05) para ia
dosis de 1 mM (Fig. 19A). Como se puede ver en la Figura 19B, los incrementos de
taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r=
0.91; p< 0.001), lo cual sugiere que los incrementos de taurina han sido producidos
por el glutamato. El coeficiente de correlacién parcial entre los incrementos de
taurina y de glutamato en ratas jévenes independiente de la dosis de PDC fue r=
0.89 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de
todos los datos en el estudio fue r= 0.83 (p< 0.001)].

Niicleo accumbens

L.a concentracion extracelular basal de taurina en el nlcleo accumbens de
ratas jovenes fue 0.66+0.06 uM.

La perfusién en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM) produjo un
incremento de la concentracion extracelular de taurina (Fig. 20A). Los incrementos
medios de la concentracion de taurina fueron: 1.5410.19 uM (p< 0.001) para la dosis
de 4 mM, 0.88+£0.13 pM (p< 0.001) para la dosis de 2 mM, y 0.5£0.07 pM (p< 0.01)
para la dosis de 1 mM (Fig. 20A). Como se ve en la Figura 20B los incrementos de
taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r=
0.90; p< 0.001), sugiriendo que el glutamato es el responsable de los incrementos de
taurina. El coeficiente de correlacion parcial entre los incrementos de taurina y de
glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.80 (p< 0.001). [NOTA:
el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r=0.83 (p< 0.001)].
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Figura 19: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extracelular de taurina en ratas jovenes {2-4 meses) (A) (* p< 0.05
comparado con su control). {B) correlacion entre los incrementos de taurina y los
incrementos de glutamato.
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Figura 20: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion exiracelular de taurina en ratas jévenes (2-4 meses) (A) (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los incrementos de

taurina y fos incrementos de glutamato.
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1.5 Glutamina

Estriado

La concentraciéon extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas
jovenes fue 12.94+1.34 uM. Los incrementos en la concentracion de glutamato se
correlacionaron con los valores de glutamina basal: el coeficiente de correlacion
parcial entre los incrementos de glutamato y la concentracion basal de glutamina
independiente de la dosis de PDC fue r= 0.72 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de
correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.53 (p<
0.001)].

La perfusién en el estriado de PDC (4 mM) produjo un descenso de la
concentracién extracelular de glutamina de 2.08+0.60 uM {(p< 0.001) (Fig. 21A). PDC
a las dosis de 1 y 2 mM no modifico la concentracion de glutamina. Los descensos
de glutamina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato
(r= 0.75; p< 0.001), sugiriendo que los cambios en la concentracién extracelular de
glutamina han sido producidos por el glutamato (Fig. 21B). El coeficiente de
correlacion parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato en ratas jovenes
independiente de la dosis de PDC fue r= 0.70 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de
- correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.48 (p<

0.001}].

Nucleeoaeceumbens

La concentracién extracelular basal de glutamina en el nucleo accumbens de
ratas jovenes fue 12.03+0.66 uM. Al igual que en el estriado, los incrementos de
giutamato se correlacionaron con la concentracién basal de glutamina. Sin embargo,
esta relacion solo se hizo evidente cuando se analizaron todos fos datos en el
estudio: el coeficiente de correlacion parcial entre los incrementos de glutamato y la
concentracién basal de glutamina en ratas jovenes fue r= 0.13 (n.s.) y para todos los
datos en el estudio fue r= 0.33 (p< 0.02).

La perfusion en el nucleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un descenso de
la concentracion extracelular de glutamina de 2.09+0.52 uM (p< 0.001) (Fig. 22A).
PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modificé la concentracion de glutamina (Fig. 22A).
Los descensos de glutamina se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato (r= 0.52; p< 0.01), sugiriendo que el glutamato es el
responsable de los descensos de glutamina (Fig. 22B). El coeficiente de correlacion
parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato independiente de la dosis
de PDC utilizada fue r= 0.50 (p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial
obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.23 (n.s.)].
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Figura 21; Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de glutamina en ratas jovenes (24 meses) (A) (" p<
0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los descensos de

glutamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 22: Efecto de la perfusién en el nacleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelufar de glutamina en ratas jévenes (2-4 meses)
{A) (* p< 0.05 comparado con su control}. (B) correlacion entre los descensos de

giutamina y los incrementos de glutamato.
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Resuitados

2. EFECTO DE LA PERFUSION INTRACEREBRAL DE CPP Y DNQX SOBRE
LAS ACCIONES DEL PDC EN EL ESTRIADO Y NUCLEO ACCUMBENS DE
RATAS JOVENES

2.1 Glutamato

Estriado

La perfusiéon en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no maodifico la
concentracién extracelular basal de glutamato (Fig. 23A).

La perfusién intraestriatal de CPP (1 mM) no modificéd los incrementos en la
concentracién de glutamato producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 23B). Sin embargo,
el DNQX atenud en un 45% (p< 0.01) los incrementos producidos por el PDC (4 mM)
(Fig. 23B). Los incrementos medios de la concentracion de glutamato producido por
el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron de 3.94+1.20 uM (p< 0.001) y
2.81£0.48 (p< 0.001), respectivamente (Fig. 23A).

Nucieo accumbens

La perfusion en el nicleo accumbens de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no
modificd la concentracion extracelular basal de glutamato (Fig. 24A).

Al igual que en el estriado, la perfusién intraestriata! de CPP (1 mM) no
modificd los incrementos en ta concentracién de glutamato producidos por el PDC
(Fig. 24B). Sin embargo, el DNQX atenud en un 48% (p< 0.001) los incrementos
producidos por el PDC (Fig. 24B). Los incrementos medios de la concentracion de
glutamato producido por el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron de 3.60+0.26
HM (p< 0.001) ¥ 1.9510.13 (p< 0.001), respectivamente (Fig. 24A).

68



Resultados

ESTRIADO
A
CPP
12,5 PDC
DNQX —eoo—

10,0 -
)
= 754
2
<) 5,0

2,5 -

0,0 - T T T H 1 1 T T T ] 1 T 1 T 1

0 15 30 45 60 75 90_105 120135 150 165 180 195210225240
B TIEMPO {(min)

125 .

100 - T
S 7 *¥
= 75 /
o)
=
2 ] /
<]

25 - /
0 N T T e T

PDC 4 mM +CPP1mM +DNQX 1 mM

Figura 23: (A) Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (4 mM) (-®-),
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracién
extracelutar de glutamato en ratas jévenes (2-4 m;eses) (* p< 0.05 comparado
con su control). (B) Comparacion entre los incrementos de glutamato producidos
tras perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM)
(™ p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM)‘.




Resultados

N. ACCUMBENS
A
CPP PDC
6 DNQX

S

EXE

=)

el

-

=) 2 N

0- - T T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105120135150 165180195 210225240
B TIEMPO (min)
125 -
100 o T T

9
= 754
= % 3
—
L 50- / T
<)

0- _

PDC 4 mM +CPP 1 mM +DNQX 1 mM

Figura 24: (A) Efecto de la perfusién en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) (-
®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX {1 mM} (-O-) sobre la concentracion
extracelular de glutamato en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado
con su control). (B) Comparacion entre los incrementos de glutamato producidos
tras perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM)} o PDC+DNQX (1 mM)
(*** p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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2.2 Dopamina y metabolitos

Estriado

La perfusion en el estriado de CPP (1 mM) no modificé la concentracion
extracelular basal de dopamina ni de sus metabolitos DOPAC y HVA (Fig. 25A, 26A
y 27A). La perfusion de DNQX (1 mM) tampoce modificé la concentracion
extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 26A y 27A). Como se indicd en la seccion de
“Material y Métodos”, el DNQX provocd una alteracion del analisis cromatografico
que impidié la medida de dopamina.

La perfusion intraestriatal de CPP (1 mM) redujo en un 86% (p< 0.001) los
incrementos de dopamina producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 25B). En el grupo del
CPP, el PDC produjo un incremento no significativo de la concentracion de dopamina
de 0.8710.56 nM (Fig. 25A). EI CPP también atenud los descensos de DOPAC y
HVA producidos por el PDC en un 69% (p< 0.001) y 79% (p< 0.001),
respectivamente (Fig. 26B y 27B). Los descensos medios producidos fueron de
18.99+7.66 nM (n.s.) para el DOPAC y 5.57+3.58 nM (n.s.) para el HVA (Fig. 26A y
27A).

Por su parte el DNQX (1 mM) también redujo los descensos de DOPAC y HVA
producidos por el PDC en un 89% (p< 0.001) y 100% (p< 0.001), respectivamente
(Fig. 26B y 27B). Extrapolando de los resultados obtenidos del grupo de CPP, estos
resultados sugieren que el DNQX puede haber atenuado también los incrementos de
dopamina. El descenso de la concentracidon de DOPAC fue de 7.1317.89 nM (n.s.)
(Fig. 26A). En el caso del HVA, el DNQX revirtié los efectos del PDC produciendo un
pequefic incremento no significativo de 0.9315.33 nM (Fig. 27A).

Nilcleo accumbens

La perfusion en el nicleo accumbens de CPP (1 mM) incrementé la
concentracion extracelular de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA (Fig. 28A,
29A y 30A). Los incrementos maximos se obtuvieron en los Ultimos 15 minutos de
perfusion de CPP, y fueron de 1.00+0.31 nM (p< 0.001) para la dopamina,
91.11£19.35 nM (p< 0.001) para el DOPAC, y 41.911£9.37 nM (p< 0.001) para el HVA
(Fig. 28A, 29A y 30A). Por su parte, la perfusion de DNQX (1 mM) no modificé la
concentracién extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 29A y 30A).

La perfusién en el nicleo accumbens de CPP (1 mM) redujo en un 90%
(p<0.001) los incrementos producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 28B). El PDC produjo
un incremento no significativo de la concentracion de dopamina de 0.41+0.20 nM
(Fig. 28A). Sin embargo, el CPP no modificé los descensos de DOPAC y HVA
producidos por el PDC (Fig. 29B y 30B). Los descensos medios producidos fueron
de 92.9219.89 nM (p< 0.001) para el DOPAC y 34.9116.81 nM (p< 0.001) para el
HVA (Fig. 20A y 30A). '
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Al igual que en el estriado, el DNQX (1 mM) redujo los descensos de DOPAC y
HVA producidos por e! PDC en un 95% (p< 0.001) y 100% (p< 0.001),
respectivamente (Fig. 29B y 30B). Estos resultados sugieren que el DNQX puede
haber atenuado también los incrementos de dopamina. El descenso de la
concentracion de DOPAC fue de 5.05+12.14 nM (n.s.) (Fig. 29A). En el caso del
HVA, el DNQX revirtié los efectos del PDC produciendo un pequefio incremento no
significativo de 0.98+4.92 nM (Fig. 30A).
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Figura 25: (A) Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX {1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de dopamina en ratas jévenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado
con su control). (B) Comparacion entre los incrementos de dopamina producidos
tras perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM)
(*** p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 26: (A) Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPP {1 mM} (-A-) y PDC+DNQX (1 rﬁM) (-O-) scbre la concentracion
extracelutar de DOPAC en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con
su control). (B) Comparacién entre los descensos de DOPAC producidos tras
perfusién de PDC (4 mM) {100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (***
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM). '
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Figura 27: (A) Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPP (1 mM) (-A-} y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de HVA en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con su
control). (B) Comparacién entre los descensos de HVA producidos tras perfusion
de PDC {4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (*** p< 0.001
comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 28: (A) Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) (-
®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de dopamina en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado
con su control). (B) Comparacién entre los incrementos de dopamina producidos
tras perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM)
(*** p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 29: (A) Efecto de la perfusién en el nucleo accumbens de PDC (4 mM) (-
@®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM} (-O-) sobre la concentracion
extracelular de DOPAC en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con
su control). (B) Comparacion entre los descensos de DOPAC producidos tras
perfusién de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (***
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 30: (A) Efecto de la perfusion en el nucleo accumbens de PDC (4 mM) (-
@®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNGX (1 mM) (-O-) sobre la-concentracion
extracelular de HVA en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con su
control). (B) Comparacién entre los descensos de HVA producidos tras perfusion
de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (*** p< 0.001
comparado con el grupo de PDC 4 mM). ‘
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2.3 GABA

Estriado

La perfusion en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX {1 mM) no modificé la
concentracion extraceluiar basal de GABA (Fig. 31A).

La perfusién intraestriatal de CPP (1 mM) atenu6 de forma no significativa los
incrementos en la concentracion de GABA producidos por el PDC (4 mM) en un 23%
(Fig. 31B). Por su parte, el DNQX atenué en un 83% (p< 0.001) los incrementos
producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 31B). Los incrementos medios de la
concentracién de GABA producido por el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron
de 0.19+0.10 pM (p< 0.05) y 0.05+0.01 (n.s.), respectivamente (Fig. 31A).

Nucleo accumbens

La perfusion en el nucleo accumbens de CPP (1 mM) produjo un incremento
de la concentracion extracelular basal de GABA que solo fue significativo en los
ultimos 15 minutos de perfusion del CPP (Fig. 32A). Este incremento fue de
0.10%£0.07 uM (p< 0.001). Por su parte, la perfusion de DNQX (1 mM) no modifico a
concentracion extracelular basal de GABA (Fig. 32A).

Sorprendentemente, la perfusion en el nicleo accumbens de CPP (1 mM)
potencié en un 51% (p< 0.01) los incrementos en la concentracion de GABA
producidos por et PDC (Fig. 32B). Por el contrario, el DNQX atenud de forma no
significativa los incrementos de GABA en un 21% (Fig. 32B). Los incrementos
medios de la concentracion de GABA producido por el PDC en los grupos de CPP y
DNQX fueron de 0.63+0.10 yM (p< 0.001) y 0.33+0.08 (p< 0.001), respectivamente
(Fig. 32A).
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Figura 31: (A) Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) {-O-) sobre la concentracion
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Figura 32: (A) Efecto de la perfusién en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) (-
®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-} y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre ia concentracion
extracelutar de GABA en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con su
control). (B) Comparacién entre los incrementos de GABA producidos tras,
perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP {1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (**
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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2.4 Taurina

Estriado

La perfusién en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no modifico la
concentracion extracelular basal de taurina {(Fig. 33A).

La perfusién intraestriatal tanto de CPP (1 mM) como de DNQX (1 mM) atenud
los incrementos en la concentracién de taurina producidos por el PDC (4 mM) en un
54% (p< 0.001) y en un 77% (p< 0.001), respectivamente (Fig. 33B). Los
incrementos medios de la concentracién de taurina producidos por el PDC en los
grupos de CPP y DNQX fueron de 0.8910.34 uM (p< 0.05) y 0.4410.11 (n.s.),
respectivamente (Fig. 33A).

Niicleo accumbens

La perfusién en el nucieo accumbens de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no
modifico la concentracion extracelular basal de taurina (Fig. 34A).

La perfusiéon en el nucleo accumbens de CPP (1 mM) no modificd los
incrementos en la concentracion de taurina producidos por el PDC (Fig. 34B). Por el
contrario, el DNQX atenud en un 64% (p< 0.001) los incrementos de taurina (Fig.
34B). Los incrementos medios de la concentracién de taurina producido por el PDC
en los grupos de CPP y DNQX fueron de 1.6110.19 pM {(p< 0.001) y 0.55£0.10 (p<
0.01), respectivamente (Fig. 34A).

82



Resultados

ESTRIADO
A
CPP PDC
] DNQX
—_— 4 7 *
=
2 34
=) *
e 2
14
0 - T T T T T T T T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105120135150 165 180 195 210 225 240
B TIEMPO (min)
150 1
125 S
g 100 T
2 751 ek %
t‘ —_——
50 4
< %k %
25 4 I
/ \

0- T
PDC 4 mM

Figura 33: (A) Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de taurina en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con su
control). (B) Comparacion entre los incrementos de taurina producidos tras
perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (™

+CPP1mM +DNQX I mM

p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 34: (A) Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) (-
@®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de taurina en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con su
control). (B) Comparacién entre los incrementos de taurina producidos tras
perfusién de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (**
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM). ‘
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2.5 Glutamina

Estriado

La perfusion en el estriado de CPP (1 mM) produjo un descenso significativo
de la concentracion extracelutar basal de glutamina de 1.52+0.51 uM (p< 0.01) (Fig.
35A). La perfusién de DNQX (1 mM) no modificé ta concentracion extracelular basal
de glutamina en el estriado (Fig. 35A).

La perfusion intraestriatal tanto de CPP (1 mM) como de DNQX (1 mM)
bloqued los descensos en la concentracion de glutamina producidos por el PDC (4
mM) (Fig. 35B). En ambos grupos se invirtié, ademas, el efecto del PDC sobre la
glutamina, produciéndose un incremento de 0.68£0.18 puM (n.s.) para el caso del
CPP, y de 3.76+1.37 uM (p< 0.01) para el caso del DNQX (Fig. 35A).

Nucleo accumbens

La perfusién en el nlcleo accumbens de CPP (1 mM) no modifico la
concentracion extracelular basal de glutamina (Fig. 36A). Sin embargo, la perfusion
de DNQX produjo un incremento de la concentracidn basal de glutamina de
1.3740.39 pM (p< 0.001) {Fig. 36A).

La perfusion en el nucleo accumbens tanto de CPP (1 mM) como de DNQX (1
mM) atenud los descensos en la concentracion de glutamina producidos por el PDC
(4 mM) en un 36 % (p< 0.01) y en un 77% (p< 0.01), respectivamente (Fig. 36B). Los
descensos medios de la concentracion de glutamina producidos por el PDC en los
grupos de CPP y DNQX fueron de 1.34£0.36 uM (p< 0.01) y 0.49+0.31 (n.s.},
respectivamente (Fig. 36A).

85



Resultados

ESTRIADO
A
25
cpp
PDC
DNQX
20 4
2 15
A 10
=
5 4
0 L I I T T ¥ 1 I T T 3 I T I T T
0 15-30 45 60 75 90 105120135150 165 180195210225 240
B TIEMPO (min)
300 - ok ok
200 -
S
~ 1 .
z 1% *k
) -
<a o vz
-100 + T

PDC 4 mM +CPPImM +DNQX1mM

Figura 35: (A) Efecto de fa perfusién en el estriado de PDC (4 mM) (-@-),
PDC+CPFP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) {-O-) sobre la concentracion
extracelular de glutamina en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con
su control). (B) Comparacion entre los descensos de glutamina producidos tras
perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (***
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 36: (A) Efecto de la perfusién en el nacleo accumbens de PDC (4 mM) (-
®-), PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-) sobre la concentracion
extracelular de giutamina en ratas jovenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado con
su control). (B) Comparacion entre los descensos de glutamina producidos tras
perfusion de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (**
p< 0.01 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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3. EFECTO DE LA PERFUSION INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y
NUCLEO ACCUMBENS DE RATAS DE EDAD MEDIA

3.1 Glutamato

Estriado

La concentracion extracelular basal de glutamato en el estriado de ratas de
edad media fue 0.69+0.24 pM.

La perfusion intraestriatal de PDC (1, 2 y 4 mM) incrementd 1a concentracion
extracelular de glutamato (Fig. 37). El incremento medio de la concentracién de
glutamato fue: 3.71£0.73 pM (p< 0.001) para la dosis de 4 mM, 1.1920.10 pM (p<
0.01) para la dosis de 2 mM y 1.2840.27 uM (p< 0.01) para la dosis de 1 mM (Fig.
37A). El incremento de la concentracion de glutamato se correlaciond con ia dosis de
PDC utilizada (r= 0.64; p< 0.02) (Fig. 37B).

Nucleo accumbens

La concentracion extracelular basal de glutamato en el nicleo accumbens de
ratas de edad media fue 0.39+0.06 uM.

La perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2y 4 mM) incremento la
concentracion extracelular de glutamato (Fig. 38). El incremento medio de la
concentracion de glutamato fue: 4.80£0.84 uM (p< 0.001) para {a dosis de 4 mM,
2.49+0.53 pM (p< 0.01)_para la dosis de 2 mM y 1.07+0.13 pM (p< 0.05) para la
dosis de 1 mM (Fig. 38A). El incremento de la concentracion de glutamato se
correlacionaron significativamente con la dosis de PDC utilizada (r= 0.72; p< 0.01)
(Fig. 38B)}.
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Figura 37: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM} sobre la
concentracion extracelular de glutamato de ratas de edad media (12-14 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los incrementos
de glutamato y {a dosis de PDC.
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Figura 38: Efecto de la perfusién en el niicieo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelular de glutamato de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los
incrementos de glutamato y la dosis de PDC.
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3.2 Dopamina y metabolitos

Estriado

La concentracion extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
HVA en el estriado de ratas de edad media fue 1.0420.35 nM, 284.27+26.53 nM y
101.56+12.30 nM, respectivamente.

La perfusiéon PDC (4 mM) en ratas de edad media produjo un incremento de la
concentracién extracelular de dopamina de 10.6614.53 nM (p< 0.001) (Fig. 39A).
PDC, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentracion
de dopamina de 1.21£0.34 nM (Fig. 39A). Las dosis de 1 mM de PDC no modificd
significativamente la concentracion de dopamina (Fig. 39A). Al igual que en el
estriado de ratas jovenes, los incrementos de dopamina se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.83; p< 0.001) (Fig. 39B),
sugiriendo que los incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato.
El coeficiente de correlacién parcial mostro que la correlacion entre los incrementos
de dopamina y de glutamato en ratas de edad media fue independiente de la dosis
de PDC utilizada (r= 0.77; p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlacién parcial
obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.62 (p< 0.001)].

La perfusion en ei estriadoc de PDC (4 mM) disminuyo la concentracién
extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 40 y 41). El descenso medio de la concentracion
de DOPAC y HVA fue de 73.34+19.51 nM (p< 0.001) y 29.85+9.01 nM (p< 0.001),
respectivamente (Fig. 40A y 41A). Et PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modifico
significativamente la concentracion de DOPAC y HVA (Fig. 40A y 41A). Los
descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato. (Fig. 40B y 41B), sugiriendo que estos descensos han
sido producidos por el glutamato. Los coeficientes de correlacion parcial entre los
descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato independiente de la
dosis de PDC fueron r= 0.56 (p< 0.05) para el DOPAC y r= 0.74 (p< 0.01) para el
HVA. [NOTA: los coeficientes de correlacién parcial obtenidos a partir de todos los
datos en el estudio fueron r= 0.40 (p< 0.001) para el DOPAC, y r= 0.40 (p< 0.001)
para el HVA]. .

Nucleo accumbens

La concentracion extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
HVA en el nicleo accumbens de ratas de edad media fue 0.39:x0.06 nM,
275.35£31.91 nM y 93.291+12.64 nM, respectivamente.

La perfusion en el nucleo accumbens de PDC (2 y 4 mM) produjo un
incremento de la concentracidon extracelular de dopamina de 3.50+0.94 nM (p<
0.001) para la dosis de 4 mM y de 1.19+0.32 nM (p< 0.05) para la dosis de 2 mM
(Fig. 42A). La dosis de 1 mM de PDC no modificé la conceniracidon extracelular de
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dopamina (Fig. 42A). Los incrementos de dopamina se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato {r= 0.87; p< 0.001) (Fig. 42B), lo
cual sugiere que los incrementos de dopamina han sido producidos por e glutamato.
El coeficiente de correlacién parcial entre los incrementos de dopamina y de
glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.77 (p< 0.01). [NOTA:
el coeficiente de correlacién parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.54 (p< 0.001)].

ta perfusion en el nucleo accumbens de PDC (2 y 4 mM) disminuyé la
concentracion extraceiular de DOPAC y HVA (Fig. 43 y 44). Para la dosis de 4 mM,
el descenso medic de la concentracion de DOPAC y HVA fue de 84.22+18.06 nM
(p< 0.001) y 30.50£7.34 nM (p< 0.001) respectivamente (Fig. 43A y 44A). EI PDC a
la dosis de 2 mM produjo un descenso en la concentracion de DOPAC y HVA de
51.2246.08 nM (p< 0.05) y 14.8313.63 nM (p< 0.05), respectivamente (Fig. 43A y
44p). Los descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato. (Fig. 43B y 44B). Los coeficientes de correlacidn parcial
entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato fueron r=
0.69 (p< 0.01) para el DOPAC y r= 0.57 (p<0.05) para el HVA, indicando que la
correlacion entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de giutamato
en ratas de edad media fue independiente de la dosis de PDC. [NOTA: las
correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el estudio fueron r=
0.45 (p< 0.01) para el DOPAC, y r= 0.45 (p< 0.001) para el HVA].
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Figura 39: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre fa
concentracion extracelular de dopamina de ratas de edad media (12-14 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los incrementos
de dopamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 40: Efecto de la perfusién en e! estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extracelular de DOPAC de ratas de edad media (12-14 meses) (A)
(* p< 0.05 comparado con su control). {B) correlaciéon entre los descensos de
DOPAC y los incrementos de glutamato.
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Figura 41: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de HVA de ratas de edad media (12-14 meses) (A) (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los descensos de HVA y
los incrementos de glutamato.
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Figura 42: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de dopamina de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los
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e dopamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 43: Efecto de la perfusién en el nacleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracidn extraceluiar de DOPAC de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los
descensos de DOPAC y los incrementos de glutamato.
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Figura 44: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de HVA de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparada con su control). (B) correlacién entre los
descensos de HVA y los incrementos de glutamato,
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3.3 GABA

Estriado

La concentracion extracelular basal de GABA en el estriado de ratas de edad
media fue 0.11+0.01 pM.

La perfusion intraestriatal de PDC (4 mM) produjo un incremento de la
concentracion extracelular de GABA de 0.35:20.14 uM (p< 0.001) (Fig. 45A). PDC a
la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo, retrasado en el tiempo, de
0.0410.02 uM (Fig. 45A). La dosis de 1 mM de PDC no modificé significativamente la
concentracién de GABA (Fig. 45A). Los incrementos de GABA y los incrementos de
glutamato se correlacionaron significativamente (r= 0.68; p< 0.01) (Fig. 45B),
sugiriendo que los incrementos de GABA han sido producidos por el glutamato. Ei
analisis estadistico posterior a través del calculo del coeficiente de correlacion parcial
mostré que la correlacién entre los incrementos de GABA y de glutamato en ratas de
edad media fue independiente de la dosis de PDC utilizada (r= 0.52; p< 0.05).
[NOTA: el coeficiente de correlacién parcial obtenido a partir de todos los datos en el
estudio fue r= 0.70 (p< 0.001)].

Nicleo accumbens

La concentracion extracelular basal de GABA en el nucleo accumbens de ratas
de edad media fue 0.11£0.01 pM.

La perfusion en el nucleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un incremento
de la concentracion extracelular de GABA de 0.4710.11 uM (p< 0.001) (Fig. 46A). Al
igual que en el estriado, PDC a las dosis de 2 mM produjo un incremento no
significativo retrasado en el tiempo en la concentracion de GABA de 0.1210.06 uM
(Fig. 48A). La dosis de 1 mM de PDC no modificé significativamente la concentracion
de GABA (Fig. 46A). Como se ve en la Figura 46B los incrementos de GABA se
correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.80; p<
0.001). El coeficiente de correlacion parcial entre tos incrementos de GABA y de
glutamato independiente de |a. dosis de PDC utilizada en ratas jévenes fue r= 0.77
(p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partlr de todos los
datos en el estudio fue r= 0.54 (p< 0.001)].

99



Resultados

ESTRIADO
A
197 _e— PDC4mM PDC
—O— PDC 2 mM
0879 —a— PDC1mM *
=
= 06 -
<
< 0,4 -
=
0,2 -
0.0 b T T T T T T T T T T T T T T T ?
0 15 30 45 60 75 90 105120135150 165 180 195210 225 240
B TIEMPO (min)
1,04 r=0.68 (p<.01) o
=
Z
<
jas}
<
=
<]

A [GLU] (uM)

Figura 45: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extracelular de GABA de ratas de edad media (12-14 meses) (A) (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los incrementos de
GABA y los incrementos de glutamato.
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Figura 46: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracidn extraceiular de GABA de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre Ios
incrementos de GABA y los incrementos de glutamato.
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3.4 Taurina

Estriado

La concentracion extracelular basal de taurina en el estriado de ratas de edad
media fue 1.06+0.15 pM.

La perfusion en el estriado de PDC (2 y 4 mM) produjo un incremento de la
concentraciéon extracelular de taurina (Fig. 47A). Los incrementos medios de la
concentracion de taurina fueron: 1.96+0.61 pM (p< 0.001) para la dosis de 4 mM, y
0.93+£0.22 uM (p< 0.05) para la dosis de 2 mM (Fig. 47A). PDC, a ta dosis de 1 mM,
produjo un incremento no significativo de la concentracién de taurina de 0.44+0.11
KM (Fig. 47A). Los incrementos de taurina se correlacionaron significativamente con
los incrementos de glutamato (r= 0.85; p< 0.001) (Fig. 47B), lo cual sugiere que los
incrementos de taurina han sido producidos por el glutamato. Ei coeficiente de
correlacién parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato independiente de
la dosis de PDC en ratas de edad media fue r= 0.80 (p< 0.001). [NOTA: el
coeficiente de correlaciéon parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.83 (p< 0.001)].

Nucleo accumbens

La concentracidn extracelular basal de taurina en el nicleo accumbens de
ratas de edad media fue 0.8810.09 UM,

La perfusién en el nucleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM) produjo un
incremento de la concentracion extracelular de taurina (Fig. 48A). Los incrementos
medios de la concentracién de taurina fueron: 2.12+0.36 uM (p< 0.001) para la dosis
de 4 mM, 1.03+0.14 pM (p< 0.01) para la dosis de 2 mM, y 0.40£0.09 pgM (p< 0.05)
para la dosis de 1 mM (Fig. 48A). Al igual que en ratas jovenes, los incrementos de
taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato en
ratas de edad media (r= 0.91;, p< 0.001) (Fig. 48B). El coeficiente de correlacién
parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato independiente de la dosis de
PDC utilizada fue r= 0.80 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial
obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.83 (p< 0.001)].
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Figura 47: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la

concentracién

extracelular de taurina de ratas de edad media (12-14 meses) (A)

(* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacién entre los incrementos de
taurina y los incrementos de glutamato.
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Figura 48: Efecto de la perfusién en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelular de taurina de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B} correlacion entre los
incrementos de taurina y los incrementos de glutamato.
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Resulrados

3.5 Glutamina

Estriado

La concentracion extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas
medias fue 14.71+1.59 pM. Al contrario que en ratas jovenes, no se encontro una
correlacion significativa entre los incrementos de glutamato y fa glutamina basal en
ratas de edad media: el coeficiente de correlacion parcial entre los incrementos de
glutamato y la concentracién basal de glutamina independiente de la dosis de PDC
fue r= 0.72 (n.s.). [NOTA: e! coeficiente de correlacién parcial obtenido a partir de
todos los datos en el estudio fue r= 0.53 (p< 0.001)].

La perfusion en el estriado de PDC (4 mM) produjo un descenso de la
concentracion extracelular de glutamina de 1.90+0.80 pM, que sélo alcanza la
significacién tras la perfusion de PDC (p< 0.01) (Fig. 48A). PDC a las dosis de 1y 2
mM no modificd la concentracion de glutamina. Al contrario que en ratas jovenes, los
descensos de glutamina no se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato (r= 0.42; n.s.) (Fig. 49B). El coeficiente de correlacion
parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato en ratas medias
independiente de la dosis de PDC fue r= 0.31 (n.s.). [NOTA: el coeficiente de
correlacién parcial obtenido a partir de todos ios datos en el estudio fue r= 0.48 (p<
0.001)}.

Nucleo accumbens

La concentracién extracelular basal de glutamina en el nicleo accumbens de
ratas de edad media fue 18.76+0.93 pM. Al contrario que en el estriado, los
incrementos de glutamato se correlacionaron con la concentracion basal de
glutamina: el coeficiente de correlacién parcial entre los incrementos de glutamato y
la concentracién basal de glutamina independiente de la dosis de PDC fue r= 0.52
(p< 0.05). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los
datos en el estudio fue r= 0.33 (p< 0.02)].

La perfusion en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un descenso de
la concentracién extracelular de glutamina de 2.47+0.52 pM, que soélo aicanzd
significacion estadistica tras la perfusién del PDC (p< 0.01) (Fig. 50A). PDC a las
dosis de 1 y 2 mM no modificd significativamente la concentracién de glutamina (Fig.
50A). Como en el estriado, los descensos de glutamina no se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.46; n.s.) (Fig. 50B). El
coeficiente de correlacion parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato
independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.35 (n.s.). [NOTA: el coeficiente
de correlacién parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.23

(n.s.)].
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Figura 49: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC {1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de glutamina de ratas de edad media (12-14 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B) correlacion entre los descensos de
glutamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 50: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelular de glutamina de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (B} correlacion entre los
descensos de glutamina y los incrementos de glutamato.
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4. EFECTO DE LA PERFUSION INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y
NUCLEO ACCUMBENS DE RATAS DE EDAD VIEJA Y MUY VIEJA

4.1 Glutamato

Estriado

La concentracién extracelular basal de glutamato en el estriado de ratas de
edad vieja y muy vieja fue 0.4410.09 pM y 0.73+£0.20 uM, respectivamente.

La perfusion intraestriatal de PDC (1, 2 y 4 mM) en ratas de edad vigja
incrementd la concentracion extracelular de glutamato (Fig. 51A). El incremento
medio de la concentracién de glutamato fue: 2.89+0.60 uM (p< 0.001) para la dosis
de 4 mM, 1.23+0.13 uM (p< 0.01) para |la dosis de 2 mM y 0.82+0.14 pM (p< 0.05)
para la dosis de 1 mM (Fig. 51A). La perfusién en el estriado de PDC (4 mM) en
ratas de edad muy vigja produjo un incremento significativo de la concentracién de
glutamato de 3.111£0.46 pM (p< 0.001) (Fig. 51B}. El incremento de la concentracién
de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlacioné con la dosis de PDC
utilizada (r= 0.64, p< 0.001) (Fig. 51C).

Nueleoaceumbens

La concentracion extraceluiar basal de giutamato en el nicleo accumbens de
ratas de edad vieja y muy vieja fue 0.36+0.04 pM y 0.2910.05 uM, respectivamente.

La perfusién en el nucleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM) en ratas de edad
vieja incrementd la concentracion extracelular de glutamato (Fig. 52A). El incremento
medio de ta concentracidon de glutamato fue: 5£1.05 pM (p< 0.001) para la dosis de 4
mM, 1.51+0.19 pM (p< 0.01)_para la dosis de 2 mM y 1.06+0.11 uM (p< 0.05) para la
dosis de 1 mM (Fig. 52A). La perfusién en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) en
ratas de edad muy vieja produjo un incremento significativo de la concentracion de
glutamato de 3.24+0.43 pM (p< 0.001) (Fig. 52B). El incremento de la concentracion
de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlaciond significativamente con la
dosis de PDC utilizada (r= 0.68,; p< 0.001) {Fig. 52C).
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Figura 51: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracién extraceluiar de giutamato de ratas de edad vieja (27-3C meses) (A)
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con su control).
(C) correlacion entre los incrementos de glutamato y la dosis de PDC.
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Figura 52: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentraciéon extracelular de giutamato de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A} y ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con
su control). (C) correlacién entre los incrementos de glutamato y la dosis de PDC.
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Resultados

4.2 Dopamina y metabolitos

Estriado

La concentracion extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
HVA en el estriado de ratas de edad vieja fue 1.20£0.21 nM, 234.34£33.34 nM y
106.11+14.98 nM, respectivamente. En cuanto a la concentracion extracelular basal
de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en el estriado de ratas de edad muy
vigja, ésta fue 0.90+0.11 nM, 426.48+56.89 nM y 106.45+12.62 nM, respectivamente.

La perfusién PDC (4 mM) en ratas de edad vieja produjo un incremento de la
concentracién extracelular de dopamina de 3.13+0.74 nM (p< 0.001) (Fig. S3A).
PDC, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentracién
de dopamina de 0.82:0.60 nM (Fig. 53A). Las dosis de 1 mM de PDC no modificod
significativamente la concentracién de dopamina (Fig. 53A). Por otro lado, la
perfusion PDC (4 mM) en ratas de edad muy vieja produjo un incrementc de la
concentracion extracelular de dopamina de 4.09+1.50 nM (p< 0.001) (Fig. 53B). Al
igual que en el estriado de ratas jovenes, los incrementos de dopamina en ratas
viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de
glutamato (r= 0.66; p< 0.001) (Fig. 53C). El coeficiente de correlacion parcial entre
los incrementos de dopamina y de glutamato en ratas de edad vieja y muy vieja
independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.56 (p< 0.01). [NOTA: el
coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.62 (p< 0.001)}.

La perfusion en el estriado de PDC (4 mM) en ratas viejas disminuyd la
concentracion extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 54A y 55A). El descenso medio de
la concentracion de DOPAC y HVA fue de 54.30+17.90 nM (p< 0.01) y 29.55+8.91
nM (p< 0.001), respectivamente (Fig. 54A y 55A). El PDC a las dosis de 2 mM
también produjo un descenso de la concentracién de DOPAC y HVA de 34.60123.02
nM (n.s.) y 18.10+11.39 nM (p<0.05) (Fig. 54A y 55A). La dosis de 1 mM de PDC no
modificé la concentracion extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 54A y 55A). La
perfusion de PDC (4 mM) en el estriado de ratas muy viejas produjo un descenso de
la concentracion de DOPAC y HVA de 80.12+£23.09 nM (p< 0.001) y 23.2714.26 (p<
0.001) (Fig. 54B y 55B). Los descensos de DOPAC y HVA en ratas viejas y muy
viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de giutamato (Fig.
54C y 55C), sugiriendo que estos descensos han sido producidos por el glutamato.
Los coeficientes de correlacion parcial entre fos descensos de DOPAC y HVA y los
incrementos de glutamato independiente de la dosis de PDC fueron r= 0.37 (n.s.)
para el DOPAC y r= 0.44 (p< 0.05) para el HVA. [NOTA: los coeficientes de
correlacion parcial obtenidos a partir de todos los datos en el estudio fueron r= 0.40
(p< 0.001) para el DOPAC, y r= 0.40 (p< 0.001) para el HVA].
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Resultados

Nucleo accumbens

La concentracién extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
HVA en el nucleo accumbens de ratas de edad vieja fue 0.47+0.06 nM,
234.95+38.16 nM y 56.80+8.12 nM, respectivamente. La concentracion extracelular
basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en ratas de edad muy vieja fue
0.40+£0.05 nM, 271.54147.30 nM y 47.0817.89 nM, respectivamente.

La perfusién en el nicleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un incremento
de la concentracion extracelular de dopamina de 2.93+1.17 nM (p< 0.001) (Fig. 56A).
La dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo de la concentracion de
dopamina de 0.92+0.22 nM (Fig. 56A). La dosis de 1 mM de PDC no modifico la
concentracion extracelular de dopamina (Fig. 56A). La perfusion de PDC (4 mM) en
el nucleo accumbens de ratas muy viejas produjo un incremento de la concentracion
de dopamina de 1.52+0.24 nM (p< 0.001) (Fig. 56B). Los incrementos de dopamina
en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los
incrementos de glutamato (r= 0.89; p< 0.001) (Fig. 56C), lo cual sugiere que los
incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato. El coeficiente de
correlacién parcial entre los incrementos de dopamina y de glutamato independiente
de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.87 (p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de
correlacién parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.54 (p<
0.001)].

La perfusion en el nlcleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un descenso de
{a concentracion extracelular de DOPAC y HVA de 58.71£35.73 nM (p< 0.01) y
15.57+7.57 nM (p< 0.01), respectivamente (Fig. 57A y 58A). El PDC a la dosis de 2
mM produjo un descenso no significativo en la concentracion de DOPAC, pero no de
HVA, de 37.59+14.84 nM (Fig. 57A y 58A). La dosis de 1 mM de PDC no modifico la
concentracion de DOPAC ni de HVA (Fig. 57A y 58A). La perfusion de PDC (4 mM)
en el nucleo accumbens de ratas muy viejas produjo un descenso de la
concentracion extracelular de DOPAC y HVA de 753212345 nM (p< 0.01) y
17.20+4.06 nM (p< 0.01), respectivamente (Fig. 57B y 58B). Los descensos de
DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los incrementos de
glutamato (Fig. 57C y 58C). Los coeficientes de correlacién parcial entre los
descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato independiente de la
dosis de PDC fueron r= 0.52 (p< 0.05) para el DOPAC y r= 0.60 (p<0.01) para el
HVA. [NOTA: las correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el
estudio fueron r= 0.45 (p< 0.01) para el DOPAC, y r= 0.45 (p< 0.001) para el HVA].
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Figura 53: Efecto de |la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de dopamina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A)
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (B} (* p< 0.05 comparado con su control).
(C) correlacién entre los incrementos de dopamina y los incrementos de
glutamato.
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Figura 54: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de DOPAC de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja {37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con su control}. (C}
corretacion entre los descensos de HVA y los incrementos de glutamato.
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Figura 5§5: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de HVA de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con su control). (C)
correlacion entre los descensos de HVA y los incrementos de glutamato.
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Figura 56: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de dopamina de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vigja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con
su control). (C) correlacion entre los incrementos de dopamina y los incrementos
de glutamato.
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Figura 57: Efecto de la perfusién en el nucleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracion extracelular de DOPAC de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja {37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con
su control). (C) correlacién entre los descensos de DOPAC y los incrementos de
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Figura 58: Efecto de la perfusion en el nuclec accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
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Resultados

4.3 GABA

Estriado

La concentracién extracelular basal de GABA en el estriado de ratas de edad
vieja y muy vieja fue 0.10+0.01 pM y 0.09+0.01 pM, respectivamente.

La perfusidén de PDC (4 mM) en el estriado de ratas viejas produjo un
incremento de la concentracion extracelular de GABA de 0.2210.04 uM (p< 0.001)
(Fig. 59A). PDC a la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo, retrasado
en el tiempo, de 0.04+0.02 uM (Fig. 59A). La dosis de 1 mM de PDC no modificé
significativamente la concentracién de GABA (Fig. 59A). La intraestriatal de PDC (4
mM) en ratas muy viejas produjo un incremento de la concentracion extracelular de
GABA de 0.18+0.03 pM (p< 0.001) (Fig. 59B). Los incrementos de GABA y los
incrementos de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
significativamente (r= 0.66; p< 0.001) (Fig. 59C). El coeficiente de correlacion parcial
entre los incrementos de GABA y de glutamato independiente de la dosis de PDC
utilizada fue r= 0.60 (p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlaciéon parcial obtenido a
partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.70 (p< 0.001)].

Nucleo accumbens

La concentracion extracelular basal de GABA en el nlcleoc accumbens de ratas
de edad vieja y muy vieja fue 0.13+0.02 yM y 0.10+0.01 pM, respectivamente.

La perfusion de PDC (4 mM) en e! nlcleo accumbens de ratas de edad vieja
produjo un incremento de la concentracion extracelular de GABA de 0.77+0.21 uM
(p< 0.001) (Fig. 60A). Al igual que en el estriado, PDC a las dosis de 2 mM produjo
un incremento no significativo retrasado en el tiempo en la concentracidon de GABA
de 0.07£0.01 uM (Fig. 60A). La dosis de 1 mM de PDC no modifico
significativamente la concentracion de GABA (Fig. 60A). La perfusion de PDC (4
mM) ratas de edad muy vieja produjo un incremento de la concentracion extracelular
de GABA de 0.7110.32 uM (p< 0.001} (Fig. 60B). Los incrementos de GABA en ratas
viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de
glutamato (r= 0.76; p< 0.001). El coeficiente de correlacién parcial entre los
incrementos de GABA y de glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada en
ratas jovenes fue r= 0.57 (p< 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlacion parcial
obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.54 (p< 0.001)].
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Figura 59: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracion extracelular de GABA de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) ¥
ratas de edad muy vieja (37 meses} (B) (* p< 0.05 comparado con su control). (C)
correlacion entre los incrementos de GABA y los incrementos de glutamato.
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Resultados

4.4 Taurina

Estriado

La concentracion extracelutar basal de taurina en ei estriado de ratas de edad
vieja y muy vieja fue 0.68+0.06 uM y 0.8320.10 uM, respectivamente.

La perfusion de PDC (1, 2 y 4 mM) en el estriado de ratas viejas incremento la
concentracion extracelular de taurina (Fig. 61A). Los incrementos medios de la
concentracion de taurina fueron; 1.3310.28 uM (p< 0.001) para ta dosis de 4 mM,
0.52+0.17 uM (p< 0.05) para la dosis de 2 mM, y 0.50+0.18 uM (p<0.05) para la
dosis de 1 mM (Fig. 61A). La perfusién de PDC (4 mM) en ratas muy viejas produjo
un incremento de la concentracion de taurina de 1.48+0.35 pM (p< 0.001) (Fig. 61B).
Los incrementos de taurina en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.84; p< 0.001) (Fig. 61C).
El coeficiente de correlacién parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato
independiente de la dosis de PDC fue r= 0.79 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de
correlacién parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.83 (p<
0.001}].

Nicleo accumbens

La concentraciéon extraceiular basal de taurina en el nicleo accumbens de
ratas de edad vieja y muy vieja fue 1.02+0.13 pM y 0.70+0.09 uM, respectivamente.

La perfusion en el niucleo accumbens de PDC (2 y 4 mM) produjo un
incremento de la concentracion extracelular de taurina de 2.00+0.59 puM (p< 0.001)
para la dosis-de 4 mM y 0.78+0.13 pM (p< 0.05) para la dosis de 2 mM (Fig. 62A). La
dosis de 1 mM produjo un incremento no significativo en la concentracion de taurina
de 0.55+0.17 pM (Fig. 62A). La perfusion de PDC (4 mM) en ratas muy viejas
produjo un incremento de la concentracion de taurina de 1.27+0.12 uM (p< 0.001)
(Fig. 62B). Al igual que en ratas jovenes, los incrementos de taurina en ratas viejas y
muy viejas se corretacionaron significativamente con los incrementos de glutamato
(r= 0.89; p< 0.001) (Fig. 62B). El coeficiente de correlaciéon parcial entre los
incrementos de taurina y de glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada
fue r= 0.86 (p< 0.001). [NOTA: el coeficiente de correlacién parcial obtenido a partir
de todos los datos en el estudio fue r= 0.83 (p< 0.001)]. ’
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Figura 61: Efecto de la perfusion en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM} sobre la
concentracion extracelular de taurina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con su control). (C)
correfacion entre los incrementos de taurina y los incrementos de glutamato.
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Figura 62: Efecto de la perfusion en el nicleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentracién extracelular de taurina de ratas de edad vieja (27-30
meses) {A) y ratas de edad muy vieja {37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con
su control). (C) correlacion entre los incrementos de taurina y los incrementos de
glutamato,
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4.5 Glutamina

Estriado

La concentracion extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas viejas.
y muy viejas fue 13.54+0.61 uM y 17.15+£1.25 pM, respectivamente. En ratas de
edad vieja y muy vieja, los incrementos de glutamato y la glutamina basal estuvieron
significativamente correlacionados: el coeficiente de correlacion parcial entre los
incrementos de glutamato y la concentracién basal de glutamina independiente de la
dosis de PDC fue r= 0.51 (p< 0.02). [NOTA: el coeficiente de correlacién parcial
obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.53 (p< 0.001)].

La perfusién de PDC (4 mM) en el estriado de ratas viejas produjo un descenso
de la concentracién extraceluiar de glutamina de 1.8610.51 uM (p< 0.01) (Fig. 63A).
PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modificd la concentracién de glutamina. La
perfusion de PDC (4 mM) en el estriado de ratas muy vigjas también produjo un
descenso de la concentracion de giutamina de 2.17+0.54 yM (p< 0.001) (Fig. 63B).
Los descensos de glutamina en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.40; p< 0.05) (Fig. 63C). El
coeficiente de correlacion parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato
independiente de la dosis de PDC fue r= 0.15 (n.s.). [NOTA: el coeficiente de
correlacién parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.48 (p<
0.001)].

Nucleo accumbens

La concentracion extracelular basal de glutamina en el nucleo accumbens de
ratas de edad vieja y muy vieja fue 17.97121.01 pM y 16.18111.13 uM,
respectivamente. Al contrario que en el estriado, los incrementos de glutamato no se
corretacionaron con la concentracién basal de glutamina: el coeficiente de
correlacion parcial entre los incrementos de glutamato y la concentracion extracelular
basal de glutamina independiente de la dosis de PDC fue r= 0.12 (n.s.). [NOTA: el
coeficiente de correlaciéon parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.33 (p< 0.02)].

La perfusiéon en el nidcleo accumbens de PDC (4 mM) produjo un descenso de
la concentracion extracelular de glutamina de 1.311£0.52 uM (p< 0.05) (Fig. 64A).
PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modificod significativamente la concentracion de
glutamina (Fig. 64A). La perfusién de PDC (4 mM) en ratas de edad muy vieja
también produjo un descenso de la concentracion de glutamina de 2.54+0.30 pM (p<
0.05) (Fig. 64B). Los descensos de glutamina en ratas viejas y muy viejas no se
correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.14; n.s.)
(Fig. 64C). El coeficiente de correlacién parcial entre los descensos de glutamina y
de glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.06 (n.s.). [NOTA: el
coeficiente de correlacion parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r=0.23 (n.s.)].
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Figura 63: Efecto de la perfusién en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentracidn extracelular de glutamina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A)
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (* p< 0.05 comparado con su control).
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5. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA
CONCENTRACION EXTRACELULAR DE AMINOACIDOS Y CATECOLAMINAS
EN EL ESTRIADO Y NUCLEO ACCUMBENS DE LA RATA DESPIERTA

5.1 Glutamato

Como se puede ver en las Figuras 65A y 68A, no hubo diferencias en la
concentracién extracelular de glutamato entre los diferentes grupos de edad
estudiados, ni en el estriado ni en el nlcleo accumbens de la rata despierta.

5.2 GABA

Al igual que para el glutamato, no se observaron, ni en el estriado ni en el
nlucleo accumbens, diferencias en la concentracion extracelular de GABA entre los
diferentes grupos de edad estudiados (Fig. 65B y 68B).

5.3 Taurina

Como se puede ver en las Figuras 66A y 69A, no hubo cambios en la
concentracién extracelular de taurina entre los diferentes grupos de edad estudiados,
ni en el estriado ni en el nucleo accumbens de la rata despierta.

5.4 Glutamina

La concentracion extracelular de glutamina en el estriado no se modificd a io
largo del envejecimiento (Fig. 66B). Por el contrario, la concentracién extracelular de
glutamina fue mayor en ratas de edad media, vieja y muy vieja que en ratas jovenes
(Fig. 69B). También se observé una correlacion positiva significativa entre la
concentracion de glutamina y la edad en el nucleo accumbens (r= 0.40; p< 0.01).

5.5 Dopamina y metabolitos

Como se puede ver en la Figura 67A, no hubo cambios significativos en la
concentracion extracelular de dopamina en el estriado, aunque se puede observar
una tendencia no significativa a aumentar con la edad. Sin embargo, la
concentracion de dopamina en el nlcleo accumbens fue menor en ratas de edad
media, vieja y muy vieja que en ratas jovenes (Figura 70A).

La concentracion extracelular de DOPAC y HVA no varid significativamente en
ninguno de los grupos de edad estudiado, ni en el estriado ni en el nucleo
accumbens, aunque se observé una tendencia significativa de la concentracién de
HVA en el nicleo accumbens a ser menor con la edad (r= 0.37; p< 0.01) (Fig. 67B y
C.yFig. 70B y C).
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Figura 65: Efecto del envejecimiento sobre la concentracién extracelular de (A)
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129



Resultados

ESTRIADO
A
14
1,2 T
= 10 - I
% 1,0
= 08
-
< 06
l
0,4 1
0,2 1
0,0 ‘ T R T - T
jovenes medias vigjas muy viejas
B
20 A
15 |
— I
el
= 10 +
Z s
]
gl 5 - s:
ol || 722 :
jovenes medias vigjas  muy viejas
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6. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LAS
INTERACCIONES ENTRE AMINOACIDOS Y CATECOLAMINAS EN EL
ESTRIADO Y NUCLEO ACCUMBENS DE LA RATA DESPIERTA

6.1 Glutamato

Estriado

Como se puede ver en la Figura 71A, la relacidon dosis-respuesta entre los
incrementos de la concentracién de glutamato y la dosis de PDC no varié entre los
grupos de edad estudiados, aunque se observa una tendencia a disminuir con la
edad la potencia del PDC para inducir incrementos de glutamato. Esta tendencia se
confirma al analizar los incrementos de glutamato a la dosis de 4 mM de PDC en los
diferentes grupos de edad estudiados. Como se puede ver en la Figura 718B, el
incremento de giutamato fue menor en ratas de edad media, viejas y muy vigjas que
en ratas jovenes.

licleo accumbens

A diferencia con en el estriado, ni la relacién dosis-respuesta entre los
incrementos de glutamato y la dosis de PDC ni los incrementos de glutamato a la
dosis de 4 mM de PDC se modificaron con la edad en el ndcleo accumbens (Fig. 72).
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Figura 71: Efecto del envejecimiento sobre las acciones de! PDC en la
concentracion extracelular de glutamato en el estriado de [a rata despierta. (A)
correlacion entre la dosis de PDC y los incrementos de glutamato. (B)
incrementos de glutamato a la dosis de 4 mM de PDC (* p< 0.05, ™" p< 0.001
comparado con ratas jévenes).
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Figura 72: Efecto del envejecimiento scbre las acciones del PDC en la
concentracién extracelular de glutamato en el nucleo accumbens de la rata
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(B) incrementos de glutamato a la dosis de 4 mM de PDC.
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6.2 Dopamina y metabolitos

Estriado

Como se puede ver en la Figura 73A la pendiente de la recta de regresion
obtenida para la correlacién entre los incrementos de dopamina y glutamato en el
estriado de ratas viejas no fue significativamente diferente a la obtenida en ratas
jovenes, indicando que el glutamato fue igual de potente para inducir incrementos de
dopamina en animales jévenes y viejos. Sin embargo, la pendiente de la recta
obtenida en ratas de edad media fue significativamente mayor comparada con la
obtenida en ratas jovenes (p< 0.01), indicando que a iguales incrementos de
glutamato se obtuvieron mayores incrementos de dopamina en animales de edad
media que en animales jévenes (Fig. 73A). No se observaron diferencias en el
cociente entre los incrementos de dopamina y los de glutamato para la dosis de 4
mM de PDC entre los diferentes grupos de edad estudiados, aunque se observo una
diferencia no significativa en ratas de edad media, confirmando el aumento de los
incrementos de dopamina a igual incremento de glutamato en este grupo de edad
(Fig. 73 B).

No se encontraron diferencias significativas entre la pendiente de las rectas de
regresion para la relacidn entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos
de glutamato obtenidas en los diferentes grupos de edad estudiados, aunque se
observd una tendencia no significativa de las pendientes a ser mayores con la edad
(Fig. 74A y 75A). De la misma manera, tampoco se encontraron diferencias en el
cociente entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de (PDC 4 mMj)
entre los diferentes grupos de edad estudiados (Fig. 74B y 75B).

Nucleo accumbens

La pendiente de la recta de regresion obtenida para la relacién entre los
incrementos de dopamina y los de glutamato en el nicleo accumbens de ratas viejas
fue significativamente menor a la obtenida en ratas jovenes (p< 0.05), indicando que
el glutamato fue menos potente para incrementar la concentracion de dopamina en
ratas viejas que en ratas jovenes (Fig. 76A). También se observé una diferencia no
significativa de la pendiente de la recta obtenida en ratas de edad media comparada
con la de ratas jovenes (Fig. 76A). Estos cambios se confirman al estudiar el
cociente entre los incrementos de dopamina y los incrementos de glutamato para la
dosis de 4 mM de PDC. Como se puede ver en la Figura 768, el cociente obtenido
en ratas de edad media, vieja y muy vieja fue menor al obtenido en ratas jovenes,
existiendo, ademas, una tendencia significativa de este cociente a ser menor con la
edad (r= 0.55; p< 0.01). Por tanto, estos resultados muestran que los incrementos de
dopamina, a iguales incrementos de glutamato, se redujeron a lo largo del
envejecimiento.

No hubo diferencias significativas entre las pendientes de las rectas de
regresién para las relaciones entre los descensos de DOPAC y HVA y los
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incrementos de giutamato obtenidas en los diferentes grupos de edad estudiados,
aungue se observé una tendencia no significativa de estas pendientes a ser menores
con la edad (Fig. 77A y 78A). Tampoco se observaron diferencias entre Ilos
diferentes grupos de edad en los cocientes entre los descensos de DOPAC y HVA 'y '
los incrementos de glutamato (PDC 4 mM) (Fig. 77B y 78B).
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Figura 73: Efecto de! envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentraciéon extracelutar de dopamina en el estriado de la rata despierta. (A)
correlacion entre los incrementos de glutamato y los incrementos de dopamina.
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concentracion extracelular de dopamina en el nucleo accumbens de la rata
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Figura 78: Efecto del envejecimiento scbre las acciones del PDC en la
concentracién extracelular de HVA en el ndclec accumbens de la rata despierta.
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mM).
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6.3 GABA

Estriado

Como se puede ver en la Figura 79A, no se encontraron diferencias entre las
pendientes de las rectas de regresion obtenidas en el estriado para la relacion entre
los incrementos de GABA y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos
de edad estudiado. De igual manera, tampoco se encontraron diferencias en los
cocientes entre los incrementos de GABA y los incrementos de gilutamato (PDC 4
mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 79B). Estos resultados indican que los
incrementos de GABA a iguales incrementos de glutamato no variaron a lo largo de
la edad.

Nucleo accumbens

No se observaron diferencias entre las pendientes de las rectas de regresion
obtenidas en el nicleo accumbens para la relacion entre los incrementos de GABA y
los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad estudiados (Fig.
80A). Como se puede ver en ia Figura 80B, tampoco se encontraron diferencias
significativas en los cocientes entre los incrementos de GABA vy los incrementos de
glutamato (PDC 4 mM) en los diferentes grupos de edad; sin embargo, se observéd
una tendencia significativa del cociente a ser mayor con la edad (r= 0.38; p< 0.03),
indicando que los incrementos de GABA a iguales incrementos de glutamato
tendieron a ser mayores a lo largo del envejecimiento.
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mM).
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Figura 80: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentracion extracelular de GABA en el nicleo accumbens de fa rata despierta.
(A) correlaciéon entre los incrementos de glutamato y los incrementos de GABA.
(B) cociente entre los incrementos de GABA y los incrementos de glutamato

(PDC 4 mM).
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6.4 Taurina

Estriado

No se observaron diferencias significativas entre las pendientes de las rectas
de regresidn obtenidas en el estriado para la relacién entre los incrementos de
taurina y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad estudiados
(Fig. 81A). De igual manera, tampoco se encontraron diferencias en los cocientes
entre |os incrementos de taurina y los incrementos de glutamato (PDC 4 mM) en los
diferentes grupos de edad (Fig. 81B). Estos resultados indican que los incrementos
de taurina a iguales incrementos de glutamato no variaron a lo largo de la edad.

Nucleo accumbens

Al igual que en el estriado, no se encontraron diferencias significativas entre
las pendientes de las rectas de regresién obtenidas en el nlcleo accumbens para la
relacion entre los incrementos de taurina y los incrementos de glutamato en los
diferentes grupos de edad estudiados (Fig. 82A). Tampoco se encontraron
diferencias en los cocientes entre los incrementos de taurina y los incrementos de
glutamato (PDC 4 mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 82B). Como en el
estriado, estos resultados indican que los incrementos de taurina a iguales
incrementos de glutamato no variaron a lo largo de la edad.
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Figura 81: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentraciéon extracelular de taurina en el estriado de la rata despierta. (A)
correlacién entre los incrementos de glutamato y los incrementos de. (B} cociente
entre fos incrementos de taurina y los incrementos de glutamato (PDC 4 mM),
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Figura 82: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
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6.5 Glutamina

Estriado

No se observaron diferencias significativas entre las pendientes de las rectas
de regresiéon obtenidas en el estriado para la relaciéon entre los descensos de
glutamina y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad
estudiados (Fig. 83A). De igual manera, tampoco se encontraron diferencias
significativas en los cocientes entre los descensos de glutamina y los incrementos de
glutamato (PDC 4 mM) en los diferentes grupos de edad, aunque se observo una
gran variabilidad en los resultados (Fig. 83B). Estos resultados indican que los
descensos de glutamina a iguales incrementos de glutamato no variaron a lo largo
de ta edad.

Como se puede ver en la Figura 83C, el cociente entre los incrementos de
glutamato y la concentracion extracelular basal de glutamina para la dosis de 4 mM
de PDC fue significativamente menor en ratas de edad muy vieja comparados con
ratas jovenes, existiendo, ademas, una tendencia significativa de este cociente a
disminuir con la edad (r= 0.48; p< 0.01).

Nucleo accumbens

Al igual que en el estriado, no se encontraron diferencias significativas entre
las pendientes de las rectas de regresion obtenidas en el nucleo accumbens para la
relacién entre los descensos de glutamina y los incrementos de glutamato en los
diferentes grupos de edad estudiados (Fig. 84A). Hay que sefialar, ademas, que
globalmente los descensos de glutamina no se correlacionaron con los incrementos
de glutamina (el coeficiente de correfacidn parcial entre los descensos de glutamina
y los incrementos de glutamato independiente de la dosis de PDC para todos los
datos en el estudio fue r= 0.23 (n.s.)). Tampoco se encontraron diferencias en los
cocientes entre los descensos de glutamina y los incrementos de glutamato (PDC 4
mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 84B), aungue, al igual que en el estriado,
aunque se observd una gran variakilidad en los resultados.

Como en el estriado, se observd una tendencia significativa del cociente entre

los incrementos de glutamato y fa concentracién basal de glutamina (PDC 4 mM) a
disminuir con la edad (r= 0.28; p< 0.05) (Fig. 84C).
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Figura 83: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentraciéon extracelular de glutamina en el estriado de la rata despierta. (A)
correlaciéon entre los incrementos de glutamato y los incrementos de glutamina.
(B) cociente entre los incrementos de glutamina y los incrementos de giutamato
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Discusion

1. ACERCA DEL USO DE LA MICRODIALISIS Y LOS BLOQUEANTES
ESPECIFICOS DEL TRANSPORTE PARA ESTUDIAR LA INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES

Como se ha mostrado en la seccion de “Resultados”, la perfusion local de PDC
a través de la canula de microdialisis en el estriado y el nicleo accumbens de la rata
despierta incrementé la concentracién extracelular de glutamato, asi como la de los
neurotransmisores dopamina y GABA. Los incrementos en la concentracion de
dopamina y GABA se correlacionaron significativamente con los incrementos de
glutamato independientemente de la dosis de PDC utilizada, sugiriendo que el
glutamato es el responsable de los incrementos de dopamina y GABA. Esto se ve
reforzado por el hecho de que el tratamiento con antagonistas de receptores
glutamatérgicos atenta los incrementos de dopamina y GABA. Por tanto, el uso de
un blogqueante selectivo del transportador de alta afinidad para el glutamato (PDC),
combinado con la técnica de microdidlisis en el animal despierto, ha mostrado ser
una buena aproximacién para el estudio de la interaccién in vivo entre el glutamato
endégeno y otros sistemas de neurotransmisores en circuitos especificos del
cerebro. :

1.1. WMicrodialisis e interaccioén de neurotransmisores

En las Ultimas décadas se ha extendido el uso de la microdialisis para el
estudio de la neuroquimica cerebral (ver revisién en (Benveniste, 1989; Osborne et
al., 1991 Gardner et al., 1993; Westerink, 1995)). Esta técnica permite el analisis de
las sustancias presentes en el liquido extracelular a través de la implantacion de una
canula de perfusion en el area cerebral que se desea estudiar. El disefio de ia canula
de microdidlisis consiste, basicamente, en un sistema de canulas (concéntricas o
paralelas) a través del cual fluye el liquido de perfusion, y que presenta una
membrana dialitica en el extremo en contacto con el tejido nervioso (Benveniste,
1989: Osborne et al., 1991; Westerink y Justice, 1991). La canula de microdialisis
pretende imitar la funcién del capilar sanguineo, de forma que el contenido del
perfundido refleje la composicion del liquido extracelular (Osborne et al., 1991). Su
sensibilidad depende principaimente de las caracteristicas de la membrana de
dialisis (longitud, tamafo de poro) y del flujo de perfusidn, parametros que se
relacionan directamente con la “recuperacion” de sustancias desde el liquido
extracelular al liguido de perfusién (Benveniste, 1989; Osborne et al., 1991). Las
canulas de microdialisis utilizadas en el presente trabajo de investigacién han sido
construidas y disefiadas en nuestro propio taller, y sus caracteristicas (dimensiones,
membrana) estan dentro de las descritas en la bibliografia (Segovia et al., 1997).

En cuanto al disefio del experimento de microdidlisis (ver seccion de
“Resultados”) el objetivo principal fue trabajar en las condiciones mas fisiologicas
posibles. En primer lugar, los experimentos se realizaron en el animal despierto, con
lo cual se evitan los efectos descritos de fa anestesia sobre la neuoquimica cerebral
(Moghaddam y Bolinao, 1994; Petrinec et al., 1996; Garris et al., 1987). Ademas
todos los experimentos se realizaron en la fase oscura del ciclo luz/oscuridad, es
decir, en el periodo de actividad del animal, ya que si bien no se realizaron estudios
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comportamentales, esta bien descrita la existencia de un circadiano tanto en la
actividad neuronal como en la concentracién de neurotransmisores (Paulson y
Robinson, 1994; Kanterewicz et al., 1995; Mitsushima et al., 1996; Rueter y Jacobs,
1996: Marquez de Prado et al., 1998). Por uitimo, en la eleccion del resto de
parametros, como el flujo de perfusién o el momento de insercién de la canula y del
comienzo de recogida de muestras, se intenté optimizar tanto la “recuperacion”, y por
tanto la sensibilidad, de la canula como el volumen de muestra necesario para el
analisis cromatografico, asi como minimizar algunos de los limitantes descritos de 1a
técnica (recuperacion del animal tras la cirugia estereotéaxica, efecto drenaje a flujos
de perfusion elevados, variaciones en la neuroquimica del tejido segudn la
composicion iénica del liquido de perfusion, alteraciones en determinados
parametros de la fisiologia del tejido tras la insercién de la canula, gliosis alrededor
de la membrana dialitica tras varios dias de la insercién de la canula) (Benveniste,
1989; Osborne et al., 1991; Westerink y Justice, 1991).

El uso de la microdialis para el estudio de la interaccion de neurotransmisores
se ha combinado con el tratamiento, locat o sistémico, con agonistas y antagonistas
selectivos de receptores. En el caso del glutamato, esta aproximacién ha permitido
profundizar en el estudio de los efectos de fa activacion de diferentes clases de
receptores sobre otros sistemas neurotransmisores en areas especificas del cerebro
(ver revision en (Ruzicka y Jhamandas, 1993)). Sin embargo, el uso de agonistas
nos da so6lo una informacién parcial sobre el efecto del neurotransmisor endogeno
tras activacién de su liberacion, e incluso puede llevar a conclusiones contradictorias
si se estudia solo los efectos de un agonista especifico para investigar la interaccion
del neurotransmisor enddégeno con otros neurotransmisores. Por ejemplo, la
perfusién en el estriado de un agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF 38393)
incrementa la concentracion extracelular de GABA (Reid et al., 1980; You et al.,
1894), mientras que la perfusién de un agonista del tipo D2 (pergolide) la reduce
(Reid et al., 1990). Por el contrario, la perfusién local de un agonista mixto D1-D2, la
apomorfina, que simularia las acciones de la dopamina endégena, incrementa la
concentracién extracelular de GABA en el estriado (Reid et al., 1990). En
experimentos recientes de nuestro laboratorio, utilizando la misma aproximacion
experimental que la descrita en esta Tesis Doctoral (perfusién local de un bloqueante
del transportador de dopamina, la nomifensina), hemos observado que un aumento
de la concentracion de dopamina endogena se correlaciona con incrementos de la
concentracion de GABA, siendo estos ultimos incrementos atenuados con
antagonistas de receptores dopaminérgicos (Expdsito et al., 1999).

Otro problema del uso de agonistas especificos para el estudio de la
interaccion de neurotransmisors es la extrapolacion de estos efectos a las acciones
fisiologicas del neurotransmisor enddgeno. Por ejemplo, la perfusion en el
hipocampo de un agonista glutamatérgico, kainato, a través de la canula de
microdialisis inhibe la libercién de GABA y como consecuenca la efectividad de la
inhibicién sinaptica GABAérgica en el hipocampo (Rodriguez-Moreno et al., 1997),
sugiriendose que un incremento de la concentracién de glutamato comprometeria la
funcion GABAgérgica y conduciria a actividad epiléptica y excitotoxicidad. Sin
embargo, los experimentos recientes de Obrenovitch et al. han mostrado que un
aumento de la concentracion extracelular de glutamato en el hipocampo in vivo (tras
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bloqueo de su recaptura con PDC) no se sigue de una excesiva excitacién
(Obrenovitch et al., 1996).

1.2. Estudios sobre el glutamato endégeno con la técnica de microdialisis.

De io expuesto arriba se concluye que una informacion mas fisiolégica sobre ia
interaccién entre neurotransmisores en circuitos especificos nos la daria el estudio
de las acciones de! propio neurctransmisor endogenc en dichos circuitos. Un
aproximacion experimental al estudio de las acciones del neurotransmisor endogeno
seria la perfusion de éste a través de la canula de microdidlisis. Para el caso del
glutamato, esta aproximacién ya ha sido utilizada para el estudio de su interaccion
con la. dopamina en el estriado y el nucleo accumbens (Shimizu et al., 1990;
Moghaddam et al., 1990; Youngren et al., 1993). El principal limitante de esta
aproximacion es que no permite estimar la concentracion extracelular efectiva
(mucho menor gue la concentracién en el liquido de perfusiéon) de glutamato que
esta teniendo efecto sobre la liberacion de dopamina, y por tanto impide “cuantificar”
la relacién entre glutamato y dopamina, lo cual nos daria un parametro objetivo para
el estudio comparativo de esta relacién en diferentes grupos de edad (objetivo
principal de este trabajo de investigacion).

Como acabo de indicar, la principal ventaja del uso de un blogueante del
transportador de glutamato (PDC) para aumentar la concentracién del glutamato
endégeno, es que nos permite “cuantificar’ la interaccion entre el glutamato
endégeno y otros neurotransmisores, ¢omo la dopamina y el GABA. Para ello, se
utilizaron dos variables con las que se estudid los posibles cambios de estas
interacciones a lo largo del envejecimiento: por un lado ia pendiente de ia recta de
regresién lineal obtenida para la relacién entre las variaciones en la concentracion
extracelular de dopamina y GABA (y el resto de sustancias medidas) y los
incrementos de la concentracion de glutamato tras perfusion con PDC (1-4 mM); v el
cociente entre los incrementos de dopamina y GABA y los incrementos de glutamato '
para los maximos incrementos de glutamato (PDC 4 mM). Ei uso de blogueantes del
transporte para estudiar la interaccion entre glutamato y dopamina en e} estriado in
vivo ya ha sido descrito previamente (Kondoh y Low, 1994), pero esta es la primera
vez que se correlacionan las variaciones de la concentracion de dopamina (y GABA)
con los incrementos de la concentracion de glutamato.

Una cuestién importante es si los incrementos en la concentracion de
glutamato descritos en este trabajo de investigacion, y por tanto los efectos de estos
incrementos sobre la concentracion de dopamina y GABA, son de naturaleza
fisioloégica. La maxima concentracion de glutamato aicanzada a la dosis de PDC 4
mM (en ratas jovenes) fue de 5.39+0.70 pM en el estriado y de 4.0610.42 uM en el
nucles accumbens. Esta concentracion corresponderia a una concentracion
extracelular {tras correccion con la “recuperaciéon” in vitro de la canula de
microdialisis) de 60-70 UM en el estriado y 40-50 pM en el nacleo accumbens. Estos
valores estan de acuerdo con la afinidad de los receptores ionotropicos por el
glutamato (rango micromolar) (Sands y Barish, 1989, Clements, 1996), y con la
concentracién de hasta 2.7 mM de glutamato que se ha estimado se alcanza en la
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sinapsis (Clements, 1996). Junto a las acciones sinapticas del glutamato, se ha
sugerido la posibilidad de acciones de tipo extrasinaptico a través de la difusion o
“spill-over” del glutamato desde su sitio de iiberacion hasta receptores localizados
fuera de la sinapsis (Kullmann et al., 1996; Scanziani et al., 1997). En esta situacion
la concenrtracién de glutamato que alcanzaria estos receptores extrasinapticos
estaria en el rango micromolar. Por tanto, se puede concluir que los valores de
concentracion de glutamato obtenidos en este estudio se situan dentro de los rangos
fisiologicos, y por tanto las interacciones descritas utilizando la aproximacion
experimental de este trabajo pueden ser consideradas también de naturaleza
fisiolégica. Co

1.3. PDC y concentracion extracelular de glutamato: efecto del envejecimiento
y de antagonistas de receptores glutamatérgicos

El bloqueante del transportador de alta afinidad de glutamato usado en el
presente trabajo de investigacién, PDC, es un analogo transportable del glutamato
que produce una inhibicién del transporte de glutamato muy selectiva y potente sin
interferir en la unién de! glutamato a sus receptores tanto ionotrépicos como
metabotrépicos (Bridges et al., 1991, Thomsen et al., 1994; Kanai et al., 1994; Balcar
et al., 1995). Se ha descrito recientemente que el PDC puede inducir también la
salida de glutamato del interior celular a través de un proceso de heterointercambio
que contribuiria a la acumulacion extracelutar de glutamato (Waldmeier et al., 1993,
Thomsen et al., 1994; Volterra et al., 1996; Blitzblau et al., 1996). En estudios
preliminares de nuestro laboratorio hemos mostrado que la perfusion intracerebral
del PDC incrementa la concentracién extraceluiar de glutamato (Segovia et al., 1997,
Del Arco y Mora, 1997). Estos resultados tambien han sido descritos por varios
autores en diferentes areas cerebrales (Massieu et al., 1995; Bloc et al,, 1995
Obrenovitch et al., 1996; Massieu y Tapia, 1997; Lada et al., 1998). Por otro lado, fa
perfusion en el estriado de PDC a traves de la canula de microdidlisis en
concentraciones de hasta 100 mM no produce dafios neurotéxicos en el tejido
perfundido (Massieu et al., 1995). Es mas, la perfusion en el hipocampo de 10 mM
de PDC, también a través de la canula de microdialisis, no produce cambios
electrofisiolégicos indicadores de una excesiva excitacién, a pesar de incrementar la
concentracion de glutamato mas de 20 veces (Obrenovitch et al., 1996). Por tanto,
gracias a su especificidad y ausencia de toxicidad, la perfusién local de PDC en el
estriado y el nucleo accumbens nos permite investigar las acciones del glutamato
endogeno, a través de sus receptores, sobre otros sistemas de neurotransmisores.

Los incrementos de la concentracion de glutamato producidos por el PDC
fueron atenuados por el tratamiento con un antagonista de receptores AMPA/kainato
tanto en el estriado como en el nlcleo accumbens. Estos resultados han sido
previamente descritos en la literatura (Bloc et al., 1995: Rawls y McGinty, 1997} y
sugieren la existencia de procesos autoreguladores presindpticos a través de
receptores glutamatérgicos del tipo AMPA/kainato (Bloc et al., 1995). De forma
alternativa, se ha sugerido también que el aumento de la concentracion de glutamato
activa vias transinapticas de retroalimentacion positiva cuya consecuencia final seria
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una potenciacion de la liberacion de glutamato desde las terminales corticoestriatales
(Rawls y McGinty, 1997).

Como se ha descrito en la seccidn de “Resultados”, los incrementos de la
concentracion de glutamato producios por el PDC en el estriado, pero no en el
nucleo accumbens, fueron menores en el grupo de ratas de edad media, vieja y muy
vieja comparadas con ratas jévenes, existiendo ademas una tendencia significativa
de los incrementos de glutamato a disminuir con la edad. Estos resultados sugieren
que la actividad del transportador de alta afinidad de glutamato en el estriado
disminuye durante el envejecimiento. Diferentes estudios han mostrado una
reduccion del transporte neuronal de glutamato en el estriado debido a una perdida
de sitios de transporte (Price et al., 1981, Najlerahim et al., 1990), aunque otros
estudios han mostrado una ausencia de cambios (Palmer et al., 1994) e incluso
aumentos (Strong et al., 1984). Por otro lado, las reducciones en el nimero de
transportadores neuronales puede estar compensado tanto por un aumento en la
afinidad (Price et al., 1981) como por el aumento en el nimero de astrocitos y por
tanto del transporte astrocitario de glutamato (Brizzee et al., 1983, Terry, 1986, David
et al., 1997). Dado el efecto del antagonista de receptores AMPA/kainato descrito
aqui, es dificil determinar si las disminuciones en el aumento de glutamato son
enteramente debidas a cambios en la capacidad de transporte. Ademas, como se
discute mas adelante, los incrementos de la concentracion de glutamato producidos
por el PDC pueden ser utilizados como un indice de ia sintesis de glutamato a partir
de glutamina. Por Ultimo, en un reciente estudio in vivo utilizando la técnica de
microdialisis, ta perfusion local de PDC (100 mM) en el estriado produjo un
incremento de la concentracién de glutamato casi dos veces mayor en ratas de edad
vieja que en ratas jovenes (Massieu y Tapia, 1997). Aunque las variaciones en el
disefio (dosis de PDC, animal anestesiado) puedan explicar las diferencias entre
estos ultimos resultados y los obtenidos en e! presente trabajo, el conjunto de datos
discutidos no permite concluir acerca del efecto del envejecimiento sobre el
transportador de glutamato en e! estriado.
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2. ACERCA DE LA INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES EN EL
ESTRIADO Y EL NUCLEO ACCUMBENS DE RATAS JOVENES

Como se ha discutido en la seccion anterior, los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral sugieren la existencia de una interaccién entre los
neurotransmisores glutamato, dopamina y GABA en el estriado y el nucleo
accumbens de la rata despierta. También parece existir una gran relacion entre los
incrementos de la concentracién de glutamato y los aumentos de taurina, asi como
con los descensos de los metabolitos de la dopamina DOPAC y HVA, y del precursor
de glutamato y GABA, la glutamina. A continuacion se discuten estas interacciones a
la luz de la bibliografia sobre la sinaptologia y la neuroquimica que del estriado y el
nucleo accumbens ha sido publicada.

2.1. Interaccién glutamato/dopamina

El incremento de la concentracion extracelular de dopamina se correlaciona
positivamente con el incremento de la concentracidon de glutamato tanto en el
estriado como en el nicleo accumbens. Los incrementos de la concentracion de
dopamina se atendan con el tratamiento con antagonistas de receptores
glutamatérgicos del tipo NMDA, y, probablemente (si se extrapola de los resultados
en los metabolitos DOPAC y HVA), del tipo AMPA/kainato. Estos resultados estan de
acuerdo con estudios previos mostrando la facilitacion de la liberacion de dopamina
por agonistas glutamatérgicos tanto in vitro como in vivo (ver revision en (Ruzicka y
Jhamandas, 1993)).

La perfusion local, a través de la canula de microdialisis, de agonistas
glutamatérgicos del tipo NMDA y AMPA/kainato en el estriado y el nlcleo accumbens
incrementa la concentracién extracelular de dopamina {Imperato et al., 1990; Keefe
et al., 1992; Westerink et al., 1992; Morari et al., 1993; Whitton et al., 1994, Ohno y
Watanabe, 1995; Kendrick et al., 1996; Smolders et al., 1996, Segovia y Mora,
1998). También se ha descrito un aumento de la liberacién de dopamina tras
perfusion en el estriado de agonistas metabotrépicos (Arai et al.,, 1996; Verma vy
Moghaddam, 1998). Los datos sobre el efecto de los agonistas metabotrépicos en el
nicleo accumbens son mas controvertidos, habiéndose descrito tanto aumentos
(Ohno y Watanabe, 1995; Taber y Fibiger, 1995) como disminuciones (Taber y
Fibiger, 1995; Hu et al., 1998) en la concentracién de dopamina. Mas interesantes
son, sin embargo, los estudios en los que la perfusién con el propio glutamato tanto
en el estriado como en el nuacleo accumbens incrementé la concentracion
extracelular de dopamina (Shimizu et al.,, 1990; Moghaddam et al., 1990; Youngren
et al., 1993). Estos Ultimos datos estan en la linea de los resultados descritos en esta
Tesis Doctoral, y confirman el efecto facilitador del glutamato sobre la liberacién de
dopamina en el estriado y el nlcleo accumbens.

Dado que no se ha descrito la existencia de contactos sinapticos entre las
aferencias glutamatérgicas y dopamérgicas al estriado y el nucleo accumbens, la
accion facilitadora de la liberacién de dopamina por parte del glutamato esta
probablemente mediada por una accién extrasinaptica del glutamato sobre las
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terminales dopaminérgicas. Una caracteristica importante de las aferencias
glutamatérgicas y dopaminérgicas al estriade y el nicleo accumbens es que
convergen sobre las mismas espinas dendriticas de neuronas GABAérgicas de
proyeccion (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984; Sesack y Pickel, 1990; Sesack y
Pickel, 1992), por lo que estarian lo suficientemente proximas como para que el
glutamato difundiera desde su punto de liberacién hasta las terminales
dopaminérgicas. Por otro lado existe evidencia tanto farmacolégica como
histoquimica de la existencia de receptores glutamatérgicos sobre las terminales
dopaminérgicas (Desce et al., 1991; Krebs et al., 1991; Tarazi et al., 1998). Por
tanto, estos datos sugieren la posibilidad de que la interaccion entre glutamato y
dopamina sea de tipo extrasindptico o volumétrico. Este tipo de acciones del
giutamato a través de su difusiébn desde la sinapsis hasta heteroreceptores
presinapticos ya se ha descrito en otras areas, asignandole un importante papel
funcional (Kullmann et al., 1996; Scanziani et al., 1997).

No se puede descartar, sin embargo, que la accion del glutamato sobre la
concentracion extracelular de dopamina sea indirecta, a través de circuitos
neuronales, ya que se ha descrito que las acciones facilitadoras de agonistas
glutamatérgicos sobre la liberacion de dopamina en el estriado y el nucleo
accumbens son parcialmente dependientes de TTX, y por tanto de la conduccion del
impulso nervioso en neuronas (Westerink et al., 1992; Morari et al., 1993; Youngren
et al., 1993). Se ha descrito ademas, que los agonistas glutamatérgicos inducen la
liberacion de acetilcolina (Ruzicka y Jhamandas, 1993; Kendrick et al., 1996}, la cual,
por su parte, puede incrementar la concentracion de dopamina (Desce et al., 1991;
Smolders et al., 1997). Por ultimo, es posible también la mediacién del éxido nitrico,
cuyas acciones neuromoduladoras han sido recientemente descritas, en las acciones -
del glutamato sobre la dopamina (Hanbauer et al., 1992; Segovia et al., 1994,
Kendrick et al., 1996; Segovia y Mora, 1998).

Por otro lado, el tratamiento con un antagonista glutamatérgico del tipo NMDA
aumentd la concentracion de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en el
nticleo accumbens pero no en el estriado, sugiriendo la existencia en el nucleo
accumbens de un control inhibidor ténico de Ia liberacién de dopamina a traves de
receptores NMDA. Diferentes autores han sugerido la existencia de un control
glutamatérgico inhibidor indirecto sobre la liberacidon de dopamina a través de
interneuronas GABAérgicas o de neuronas GABAérgicas que proyectan a sustancia
negra y area ventrotegmental (Barbeito et al., 1990; Leviel et al., 1990; Krebs et al.,
1993; Smolders et al.,, 1995). Por tanto, el bloqueo de receptores del tipo NMDA
podria liberar de este control inhibidor indirecto del glutamato sobre la liberacion de
dopamina.

Existen varias evidencias que sugieren que la interaccion entre glutamato y
dopamina en el estriado y el nucleo accumbens puede jugar un importante papel
funcional en el control de {a actividad motora. Por una parte, se ha sugerido la
existencia de una interaccion entre glutamatoc y dopamina en los ganglios basales
que estaria implicada en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson {Carlsson y
Carlsson, 1990; Greenamyre, 1993). En concreto, Carisson et al. han mostrado que
la inyeccién de antagonistas glutamatérgicos tanto en el estriado como en el nucleo
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accumbens de ratones reserpinizados (un modelo experimental de la enfermedad de
Parkinson) estimula la actividad locomotora {Carlsson et al., 1992). Por otro lado, se
ha descrito que la administracion local de agonistas glutamatérgicos en el estriado y
el nucieo accumbens tiene importantes efectos motores que parecen estar mediados
por la dopamina (Sacaan et al., 1992; Svensson et al., 1994; Queen et al., 1898). El
papel que jugaria esta interaccion giutamato/dopamina en el control del
comportamiento motor podria ser el de contribuir a la formacién y mantenimiento de
una unién entre la informacion sensorial y emocional que llega al estriado y el nucleo
accumbenes, respectivamente, a traves de la aferencia glutamatérgica, y la
informacion motora proveniente de los sistemas ascendentes dopaminérgicos.

2.2. Interaccion glutamato/GABA

Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran la existencia de una
correlacion positiva entre los incrementos de la concentracién de GABA y glutamato
tanto en el estriado como en el nucleo accumbens, sugiriendo que et glutamato
induce el aumento de la concentracion de GABA. Para nuestro conocimiento estos
resultados son los primeros en la bibliografia mostrando una interaccion entre
glutamato y GABA en el nucleo accumbens in vivo. Estos resultados estan de
acuerdo con estudios previos mostrando la facilitacion de la liberacion de GABA por
agonistas glutamatérgicos en diferentes areas cerebrales (ver revisién en (Ruzicka y
Jhamandas, 1993)), asi como con la presencia de receptores glutamatérgicos en
neuronas GABAérgicas del estriado y el nlicleo accumbens. (Chen et al., 1996;
Tarazi et al., 1998). La existencia, ademas, de contactos sinapticos directos entre las
terminales glutamatérgicas y las neuronas GABAérgicas, tanto interneuronas como
de proyeccion, sugiere que el incremento de GABA puede ser atribuido a una accién
directa del glutamato. Por otro lado, se ha descrito que los astrocitos pueden liberar
GABA (Attwell et al., 1993), y que estos poseen ademas receptores glutamatérgicos
(Steinhduser y Gallo, 1996), por lo que es posible que los astrocitos estén
participando también en los aumentos de la concentracion de GABA producidos por
el glutamato.

En el estriado, los incrementos de la concentracién de GABA se atentan
significativamente con el tratamiento con el antagonista de receptores
glutamatérgicos del tipo AMPA/kainato, pero no con el antagonista de receptores del
tipo NMDA (aunque se observé una reduccion no significativa), sugieriendo que los
incrementos de GABA estan principalmente mediados por activacion de receptores
AMPA/kainato. Estos resultados contrastan con los obtenidos por diferentes estudios
in vivo mostrando un aumento de la concentracion extracelular de GABA tras la
perfusién local de agonistas tanto del tipo NMDA como del tipo AMPA/kainato (Morari
et al., 1993; Young y Bradford, 1993; Kendrick et al., 1996; Bianchi et al., 1996,
Segovia y Mora, 1998). Estos datos sugieren que el efecto del glutamato endégeno
sobre la concentracion extracelular de GABA, que resulta del balance de sus
acciones sobre receptores NMDA, AMPA/kainato y metabotrépicos (de los cuales no
se dispone informacion), es especifico del area cerebral estudiada.
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Por su parte, los datos obtenidos en el nlcleo accumbens con los antagonistas
glutamatérgicos son mas confusos: el tratamiento con el antagonista NMDA
incremento !a concentracién extracelutar basal de GABA y potencid los incrementos
de GABA inducidos por el glutamato, mientras que el antagonista AMPA/kainato no
tuvo ningun efecto, sugiriendo la existencia de un modulacion inhibidora del
glutamato sobre la liberacién de GABA a través de receptores NMDA. Estos
resultados contrastan tanto con el efecto facilitador de la liberacién de GABA de los
agonistas ionotrépicos glutamatérgicos en el estriado, como con el hecho de que la
aplicacion local de agonistas giutamatérgicos induce aumentos de la actividad de
neuronas estriatales y del nicleo accumbens (Cepeda et al., 1996; Kiyatkin y Rebec,
1996). Dado que el efecto final del glutamato fue aumentar la concentracién de
GABA, estos resultados sugieren que este efecto final se debe a la existencia de un
balance entre las acciones del glutamato sobre todos sus receptores (por desgracia
no existe informacién en la bibliografia sobre estas acciones). En cualquier caso se
pone de manifiesto una vez mas la necesidad de estudiar el efecto del glutamato
endogeno para obtener una informacién completa sobre ias acciones de éste sobre
otros sistemas de neurotransmisores. Teniendo en cuenta esto, se puede concluir
que el efecto neto de la activacién de receptores glutamatérgicos en el nucleo
accumbens tiene un efecto facilitador de la liberacion de GABA. Para nuestro
conocimiento, esios son los primeros resultados en la bibiiografia describiendo la
interacciéon glutamato/GABA in vivo en el nlcleo accumbens.

Dada la accién sinaptica inhibidora del GABA en el estriado (Kita, 1993), el
papel que podria jugar esta interaccion glutamato/GABA podria ser el de proveer de
una modulacién al control inhibidor que el GABA puede estar ejerciendo dentro de
los circuitos sinaptico locales del estriado y el nucleo accumbens. Este control
inhibidor del GABA puede estar mediado tanto por interneuronas GABAérgicas como
por las colaterales de las neuronas de proyeccion, que sinaptan con neuronas de
proyeccion laterales (Freund et al., 1984; Smith y Bolam, 1990; Kita, 1993), las
cuales controlarian principalmente los patrones de actividad de las neuronas de
proyeccion del estriado y el nicleo accumbens (Kita, 1993). Por ofro lado, €l GABA
puede estar ejerciendo acciones moduladores de !a liberacion de neurotransmisores
como la dopamina (Bowery et al., 1980; Santiago et al., 1993; Smolders et al., 1995),
por lo que la interaccion glutamato/GABA podria controlar también la actividad de
otros sistemas neurotransmisores en el estriado y el nlcleo accumbens.

2.3. Interaccion glutamato/taurina

Como se ha mostrado en la secciéon de “Resultados”, los incrementos de la
concentracion de taurina se correlacionan significativamente con los incrementos de
la concentracion de glutamato tanto en el estriado como en el nlicleo accumbens. La
perfusion con un antagonista de receptores del tipo NMDA atenud los incrementos
de taurina en el estriado pero no en el nicleo accumbens, mientras que la perfusion
con un antagonista de receptores AMPA/kainato atenué los incrementos de taurina
en ambas estructuras. estos resultados estan en consonancia con el aumento de ia
concentracion extracelular de taurina que producen los agonistas glutamatérgicos en
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el estriado (Shibanoki et al., 1993; Bianchi et al., 1996) y en otras areas cerebrales
(Menéndez et al., 1990; Ruzicka y Jhamandas, 1993).

Diferentes estudios han descrito la presencia de taurina en neuronas y glia en
multiples areas cerebrales (Palkovits et al., 1986; Huxtable, 1989). En el estriado, se
ha sugerido la presencia de taurina en neuronas de proyeccion GABAérgica
(Palkovits et al., 1986; Smith y Bolam, 1990; Della Corte et al., 1990; Bianchi et al.,
1996). Por un lado, se ha descrito ei transporte de taurina marcada en neuronas
espinosas de tamafio mediano, que son neuronas GABAérgicas de proyeccion
(Smith y Bolam, 1990; Della Corte et al., 1990). Por otro, {a activacién de neuronas
estriatonigrales con kainato induce Ia liberacién concomitante de GABA y taurina
tanto en el estriado como en la sustancia negra (Bianchi et al., 1996). En el anterior
estudio la liberacion de GABA, pero no la de taurina, fue atenuada por la perfusion
con TTX y DNQX, sugiriendo la existencia de diferentes mecanismos de liberacion
(Bianchi et al., 1996). De hecho se ha sugerido que la fiberacion de taurina en el
hipocampo puede ocurrir desde sitios somatodendriticos antes que de las terminales
nerviosas (Lehmann et al., 1985).

A pesar de la amplia distribucién de la taurina en el cerebro, su funcién no se
ha podido determinar claramente. La taurina posee una importante accién
anticonvulsiva (Huxtable y Sebring, 1986; Huxtable, 1989), lo cual sugiere que podria
actuar como modulador de la excitabilidad en el sistema nervioso. Esta accion de la
taurina puede estar mediada por la inhibicion de la liberacién de neurotransmisores
(Kuriyama, 1980; Arzate et al., 1986; Kamisaki et al., 1993), o por el control de las
corrientes de Ca®’ y de CI' a través de la membrana (Huxtable y Sebring, 1986;
Hausser et al., 1992). Por otro lado también se ha sugerido que la taurina- podria
actuar como osmorregulador en el cerebro (Huxtable y Sebring, 1986; Huxtable,
1989), funcion en la que podrian estar implicados los transportadores de taurina ya
que responden a cambios en la osmolaridad (Beetsch y Olson, 1993). Se ha
sugerido que podria existir un flujo dindmico de taurina durante la actividad neuronal
para mantener los parametros osmoticos dentro de un estrecho rango (Wade et al.,
1988). Por tanto, la interaccion glutamato/taurina serviria como mecanismo de
retroalimentacién negativa que controlaria los cambios en la excitacion y la
osmolaridad producido por el aumento de la actividad neuronal inducido por el
glutamato. '

2.4. Interaccién glutamato/glutamina

Los incrementos en la concentracion de glutamato producido por el PDC se
correlacionaron significativamente con la concentracion extracelular basal de
glutamina tanto en el estriado como en el nicleo accumbens (este efecto se hizo
significativo cuando se calculé el coeficiente de correlacién parcial entre los
incrementos de glutamato independientemente de la dosis de PDC para todos los
datos en el estudio). Este resultado sugiere que los incrementos de glutamato
dependen de la concentracion basal de glutamina, y esta en consonancia con el
papel de la glutamina como precursor metabdlico del glutamato (Bradford et al.,
1978: Fonnum, 1993).
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Diferentes estudios in vitro e in vivo han mostrado que la sintesis de glutamato
se deriva principalmente de la glutamina, y que tanto los incrementos como los
disminuciones de [a concentracion extracelular de glutamina pueden correlacionarse
con incrementos y disminuciones de glutamato (Bradford et al., 1978, Ward et al.,
1983; Thanki et al., 1983; Paulsen et al., 1987; Bowyer et al., 1995). Debido a que la
enzima que sintetiza la glutamina, la glutamina sintetasa, esta principalmente
localizada en astrocitos (Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979), mientras que la
sintesis de glutamato ocurre en neuronas, existe un trafico de glutamina y glutamato
entre neuronas y astrocitos, que se ha venido en llamar “cicio glutamato/giutamina”
(Westergaard et al., 1995). Por tanto, la concentracion extracelular de glutamina
puede ser un indicador de este trafico metabdlico entre neuronas y astrocitos. Por
otro lado, el PDC puede inducir la salida de glutamato del interior celular a través de
un proceso de heterointercambio que contribuiria a la acumulacion extracelular de
glutamato (Waldmeier et al., 1993; Thomsen et al., 1994; Volterra et al., 1996;
Blitzblau et al., 1996). De esta manera, el aumento de la concentracion extracelular
de glutamato producido por el PDC, puede ser en parte un reflejo del glutamato
intracelular y, por tanto, de la sintesis de glutamato a partir de glutamina. De esta
manera la relacién entre los incrementos de glutamato y la concentracién basal de
glutamina podria ser un indice del estado del ciclo glutamato/glutamina en la rata
despierta.

Junto al resultado anterior, en la seccion de “Resultados™ se muestra como la
perfusién de PDC en el estriado vy el nlcleo accumbens produjo un descenso de la
concentracion extracelular de glutamina. Cuando se analizé este efecto en todos los
datos en el estudio, los descensos de glutamina se correlacionaron
significativamente con los incrementos de glutamato en el estriado pero no en el
nucleo accumbens. Dado que los astrocitos poseen transportadores para el
glutamato (Rothstein et al., 1996; Gegelashvili y Schousboe, 1998) y la sintesis de
glutamina a partir de glutamato tiene lugar principalmente en astrocitos (Norenberg y
Martinez-Hernandez, 1979), la reduccién en la disponibilidad del sustrato para la
sintesis de glutamina en el astrocito podria dar cuenta del descenso en la
concentracion de glutamina producida por el PDC. Si esta hipétesis fuera correcta, el
tratamiento con antagonistas de receptores glutamatérgicos no deberia afectar a los
efectos del PDC sobre la concentracion de glutamina. Sin embargo, los descensos
de glutamina fueron atenuados por el tratamiento con antagonistas glutamatérgicos
en ambas estructuras. En el estriado, ademads, el antagonista de los receptores
AMPA/kainato, cuando se coperfundié con PDC, produjo un incremento significativo
de la concentracion de glutamina. Estos resultados sugieren la existencia de una
modulacién de la sintesis de giutamina por el glutamato a través de sus receptores.
En cualquier caso, no se puede descartar que el bioqueo del transporte por el PDC
pueda participar directamente en los descensos de glutamina a través de la
reduccién del glutamato intracelutar disponible para la sintesis de glutamina, sobre
todo en el ndcleo accumbens, donde los descensos de glutamina no se
correlacionaron con los incrementos de glutamato.

El glutamato puede regular la sintesis de glutamina en astrocitos a traveés
principalmente de receptores AMPA/kainato, ya que existe gran evidencia de la
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existencia de este tipo de receptores, pero no de receptores del tipo NMDA, en
astrocitos (Teichberg, 1991; Steinhduser y Gallo, 1996). Se ha descrito ademas que
el kainato inhibe la sintesis de glutamina in vitro (Krespan et al., 1982), por 1o que el
glutamato puede ejercer una accion directa sobre la sintesis de glutamina a traves
de receptores AMPA/kainato. Esto podria explicar el aumento de la concentracion de
glutamina que el antagonista AMPA/kainato produjo en la concentracién de
glutamina tras estimulacién con PDC en estriado y en condiciones basales en el
nicleo accumbens. Sin embargo, también se ha descrito una disminucion de la
concentracion de glutamina en el estriado tras perfusion local del agonista NMDA
(Segovia y Mora, 1998), asi como un incremento de la actividad de la giutamina
sintetasa con el consecuente incremento del contenido de glutamina en el cerebro
tras el tratamiento con antagonistas NMDA (Kosenko et al., 1994). Se ha sugerido
ademas la participacién del 6xido nitrico en las acciones inhibidoras del NMDA sobre
la sintesis de glutamina, de manera que la activacion de los receptores NMDA
induciria la sintesis de dxido nitrico que por su parte inhibiria la sintesis de glutamina
(Kosenko et al., 1994; Kosenko et al., 1995; Mifana et al., 1997, Segovia y Mora,
1998). Por tanto, los resultados descritos en esta Tesis Doctoral sugieren la
participacién de receptores glutamatérgicos en la regulacion de la glutamina
extracelular, aunque queda por elucidar la participacién especifica de cada tipo de
receptor.
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3. ACERCA DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO EN LA INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES EN EL ESTRIADO Y EL NUCLEO ACCUMBENS DE
LA RATA DESPIERTA

A continuacion se discuten los efectos del envejecimiento en la interaccion de
neurotransmisores estudiada con la aproximacion experimental descrita. También se
discute sobre los efectos del envejecimiento en la concentracién extracelular de
aminoacidos y catecolaminas. Como se vera, el principal resultado de esta Tesis
Doctoral es la existencia de un gradiente dorsoventral entre el estriado y el nucleo
accumbens en los efectos det envejecimiento sobre la interaccién entre glutamato y
dopamina, y glutamato y GABA.

3.1. Envejecimiento y concentracion extracelular basal de aminoacidos y
catecolaminas

Tanto en el estriadoc como en el nucleo accumbens, la concentracion
extracelular basal de los aminodcidos neurotransmisores glutamato y GABA, asi
como la de taurina, no varié en ninguno de los grupos de edad estudiado. Esta
estabilidad ya ha sido descrita previamente en nuestro laboratorio tanto in vivo
(Porras y Mora, 1995) como in vitro (Sanchez-Prieto et al., 1994). Aunque un
reciente estudio in vivo ha mostrado ausencia de cambios en la concentracién basal
de GABA vy taurina (Corsi et al., 1997), los resultados en la bibliografia respecto al
glutamato son controvertidos, mostrando tanto ausencia de cambios (Saransaari y
Oja, 1995), como aumentos (Freeman y Gibson, 1987; Massieu y Tapia, 1997) e
incluso disminuciones (Corsi et al., 1997) de la concentracion basal de glutamato.
Recientemente, un estudio con microdialisis ha descrito diferencias regionales en los
cambios relacionados con la edad en la concentraciéon de glutamato, con aumentos
en el estriado lateral pero no en el medial {(Donzanti et al., 1993). Aunque estas
diferencias regionales podrian dar cuenta de la variabilidad en los resultados, hay
que tener en cuenta la dificultad en la interpretacion del significado fisiologico de la
concentracién basal de glutamato, y también GABA, medida con microdialisis.
Diferentes estudios han mostrado que esta concentracion extracelular de glutamato y
GABA es en gran medida independiente de TTX y de calcio, dos criterios clasicos
para determinar el origen neuronal de un neurotransmisor (ver revision en
(Timmerman y Westerink, 1997)). Otros elementos celulares, en concreto la glia,
pueden contribuir a la concentracion extracelular de glutamato y GABA por lo que
variaciones en la concentracion de glutamato y GABA no parecen reflejar cambios
en la liberacién neuronal de glutamato. Sin embargo, se ha sugerido recientemente
la posibilidad de una libercion de glutamato desde 1a glia en respuesta a estimulos
fisioldgicos a través de un mecanismo que implicaria la activacion de receptores
gliaies (Micle et al., 1996), de manera que e! incremento de la actividad neuronal
podria ligarse al aumento de la concentracién extracelular de glutamato desde
fuentes no neuronales.

A diferencia del glutamato y el GABA, la concentracion extracelular de

dopamina si puede ser utilizado como un indice de la actividad basal de los sistemas
dopaminérgicos. Como se muestra en la seccion de resultados, la concentracion
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basal de dopamina en el nicleo accumbens fue menor en animales de edad media,
vieja y muy vieja que en ratas jovenes. Esta reduccion estuvo acompanada de una
tendencia significativa del metabolito HVA a ser menor con la edad. En el estriado no
hubo diferencias en la concentracion de dopamina entre los diferentes grupos de
edad, aunque se observé una tendencia no significativa a aumentar. Estos
resultados estan de acuerdo con diferentes estudios in vivo con la técnica de
microdialisis mostrando reducciones en la concentracién de dopamina con la edad
en el nucleo accumbens (Huang et al., 1995) y no cambios en el estriado (Santiago
et al., 1993; Kametani et al., 1995). Este efecto diferencial del envejecimiento sobre
la concentracion basal de dopamina es interesante dada la perdida de neuronas en
las areas mesencefalicas de origen de las aferencias dopaminérgicas al estriado y
nucleo accumbens (Sabel y Stein, 1981; Felten et al., 1992). La ausencia de cambios
en el estriado podria ser debida a un aumento de la sintesis de dopamina en las
neuronas nigroestriatales no afectadas por el envejecimiento que compensaria la
perdida neuronal asociada a la edad (Greenwood et al., 1991). Tanto si los cambios
son debidos a diferencias en la sintesis de dopamina o a la diferencia en la liberacion
de dopamina, los resultados sugieren la existencia de un gradiente dorsoventral en
los cambios en la concentracién extracelular de dopamina. Sin embargo, estos
cambios no nos permiten valorar el estado funcional de circuitos especificos del
cerebro ya que no nos informan sobre ia interaccion de diferentes sistemas
neurotransmisores en estos circuitos.

La concentracion extracelular de glutamina en el nucleo accumbens, pero no
en el estriado, fue mayor en ratas de edad media, vieja y muy vieja, existiendo
ademas una tendencia significativa a ser mayor con la edad. Similares aumentos han
sido descritos por nuestro laboratoric en corteza (Cobo et al., 1992). Dado que se
han descrito importantes reducciones neuronales en corteza prefrontal (Fornieles et
al.. 1986; Dawson, Jr. et al., 1989; Wallace y Dawson, Jr., 1990), principal area de
origen de las aferencias glutamatérgicas al nicleo accumbens, estos aumentos en la
glutamina pueden ser la expresién de mecanismos de compensacién para matener
los niveles basales de glutamato. Ya que la sintesis de glutamina tiene lugar
principalmente en e! astrocitoc (Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979), esta
hipotesis esta de acuerdo con el incremento del nimero de células gliales que tiene
lugar durante el envejecimiento (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986; David et al., 1997).
Por otro lado, la relacidn entre los incrementos de glutamato producidos por ei PDC y
la concentracién extracelular de glutamina fue distinta en los distintos grupos de
edad estudiado tanto en el estriado como en el nucleo accumbens, de manera que el
cociente entre los incrementos de glutamato y la concentracién de glutamina tendio
significativamente a ser menor con la edad. Como se ha discutido mas arriba, estos
resultados sugieren que la sintesis de glutamato a partir de glutamina se reduce con
la edad, lo cual se ve reflejado también en la reduccion con la edad en los aumentos
de glutamato producidos por el PDC en ei estriado. La ausencia de cambios con la
edad en los aumentos de glutamato en el nicleo accumbens podria ser debido
precisamente al aumento en la concentracion de glutamina. El conjunto de estos
resultados sugiere que el ciclo de sintesis de glutamato a partir de glutamina se ve
alterado con la edad tanto en el estriado como en el nicleo accumbens de |a rata
despierta. '
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3.2 Envejecimiento e interaccion de neurotransmisores

Como ya se ha descrito mas arriba, la interaccion entre glutamato y dopamina
en el estriado de la rata despierta no sufre cambios en animales de edad vieja
comparados con animales jovenes. Sin embargo, en ratas de edad media, los
aumentos de la concentracién de dopamina producidos por el glutamato son
mayores que en ratas jévenes. La interaccion entre glutamato y GABA en el estriado
no varia en ninguno de los grupos de edad estudiados. Por su parte, la interaccion
entre dopamina y glutamato en el nicleo accumbens sufre modificaciones en los
diferentes grupos de edad estudiados de manera que los aumentos de dopamina
producidos por el glutamato tienden significativamente a ser menores con la edad.
Por el contrario, la interaccion entre glutamato y GABA parece cambiar con la edad
en el sentido opuesto, es decir, la capacidad de! glutamato para incrementar la
concentracion de GABA tiende a aumentar de forma significativa con la edad. Como
contraste, la interaccién entre glutamato y taurina, que tendria funciones mas
inespecificas, no se ve alterada ni en el estriado ni en el nucleo accumbens. Estos
resultados son la primera aproximacion en la bibliografia al estudio de la interaccién
entre glutamato y dopamina en circuitos especificos de la rata despierta, y sugieren
la existencia de un gradiente dorsoventral entre el estriado y el nacleo accumbens en
los efectos del envejecimiento sobre la interaccién entre glutamato y dopamina.

Diferentes estudios han descrito la existencia de gradientes dorsoventrales
entre el estriado y el nGcleo accumbens en los efectros del envejecimiento sobre
diferentes parametros neuroquimicos relacionados con la transmisién dopaminérgica
en el estriado. Crawford y Levine han mostrado, por ejemplo, que la reduccién en
ratas de edad vieja de la expresidén de Fos, un marcador de actividad neuronai, tras
estimulacién con anfetamina o con agonistas dopaminérgicos (quinpirole), es mayor
en el nlcleo accumbens que en el estriado, donde no se obtuvieron cambios
significativos (Crawford y Levine, 1997). Mas interesantes son los estudios de
Friedemann y Gerhardt, en los que la reduccion con la edad de la cantidad de
dopamina liberada in vivo tras estimulacion con potasio sigue también un gradiente
dorsoventral con reducciones mas pronunciadas y tempranas (aparecen ya en ratas
de edad media) en el nucleo accumbens (Friedemann y Gerhardt, 1992). Estos
resultados sugieren ademas que los cambios diferenciales de la respuesta de
dopamina a la estimulacién con glutamato que se describen en esta Tesis Doctoral
pueden ser debidos a un deterioro diferencial de los mecanismos de liberacion de
dopamina. Esta hipbtesis esta de acuerdo con otros estudios utilizando la técnica de
microdidlisis en los que se muestra tanto en el estriado como en el nicleo
accumbens una reduccién con la edad de la liberacion de dopamina tras infusion
local de amfetamina, que actia principalmente sobre el trasportador de dopamina
(Huang et al., 1995; Kametani et al., 1995), sin cambios en estriado en la liberacion
de dopamina tras estimulacion con potasio (Santiago et al.,, 1993; Kametani et al.,
1995).

Dado que la concentracion extracelular de dopamina es el resultado final del

balance entre los procesos de liberacion y transporte y que los procesos de
transporte se ven claramente reducidos en el envejecimiento (Joseph et al., 1990;
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Shimizu y Prasad, 1091; Felten et al., 1992; Araki et al., 1997), es posible que la
ausencia de cambios en el estriado pueda ser debida a una reduccion en la
capacidad de transporte mayor que en el nucleo accumbens, lo que aumentaria la
difusién de la dopamina desde sus sitios de liberacion, y mantendria elevada la
concentracion extracelular de dopamina por periodos mas largos. Se ha sugerido
que este tipo de cambios puedan estar jugando un papel importante en el
mantenimiento de la concentracion extracelular de dopamina tras lesiones extensas
en e! estriado (Robinson y Whishaw, 1988;  Van Horne et al, 1992). Dada la
importancia de la difusidén de neurotransmisores, en especial a la dopamina, en el
funcionamiento normal de circuitos especificos del cerebro (Barbour y Hausser,
1997: Descarries et al., 1997; Zoli et al, 1988), estos cambios podria tener
importantes consecuencias en el mantenimiento de las funciones comportamentales
que estan mediadas por el estriado. De hecho se ha relacionado esta reducciéon en el
transporte de dopamina, con el consecuente aumento en la difusion de la dopamina,
en la recuperacion funcional observada en modelos experimentales de la
enfermedad de Parkinson (Schneider et al., 1994). Estos cambios en el transporte de
dopamina podria explicar también el aumento de la concentracion de dopamina en el
estriado en ratas de edad media, de manera que una reduccion en el transporte sin
cambios en la liberacién de dopamina conduciria a un aumento de la concentracion
de dopamina. De hecho, se ha descrito que el tiempo que la dopamina extracelular
permanece elevada tras estimulacion con potasio en el estriado es mayor en ratas
de edad media que en ratas jovenes (Friedemann y Gerhardt, 1992).

Una posibilidad complementaria es que los cambios diferenciales descritos en
la interaccion entre glutamato y dopamina, y glutamato y GABA, sean debidos a
cambios diferenciales en las reducciones en la densidad de receptores que median
los efectos del glutamato. Diferentes estudios han mostrado una reduccion de
receptores del tipo NMDA tanto en el estriado como en el nucleo accumbens {(Wenk
et al., 1991; Magnusson y Cotman, 1993; Serra et al., 1994; Castorina et al., 1994;
Wardas et al., 1997) asi como una reduccion de las respuestas mediada por este
receptor en estriado (Gonzales et al., 1991; Cepeda et al., 1996). En este sentido, se
ha descrito una reduccion de la liberacion in vitro de dopamina inducida por NMDA
en el estriado de ratas viejas (Gonzales et al., 1991). Dada la diferente participacién
de los receptores glutamatérgicos en la liberacion de dopamina en el nucleo
accumbens (ver discusién mas arriba), la existencia de una reduccion en los
receptores de tipo NMDA, que estimulan la liberacion de dopamina, frente a un
mantenimiento de receptores metabotropicos, que parecen reducir la liberacién de
dopamina, podria explicar los cambios diferenciales en los aumentos de la
concentracion de dopamina descritos en esta Tesis Doctoral. Sin embargo, no existe
informacién suficiente en la bibliografia como para concluir las causas de estos
efectos diferenciales del envejecimiento sobre la interaccion de neurotransmisores.

Los cambios en la interaccién entre glutamato y dopamina y glutamato y GABA
en el nucleo accumbens podria tener gran importancia en aigunos de los deficits
motores descritos durante el envejecimiento. La conectividad del nucleo accumbens
sugiere que actuaria como “interfase” a través de la cual las estructuras limbicas
influirian sobre los sistemas motores efectores, y que estas influencias limbicas
sobre el comportamiento estdn controladas y moduladas por el sistema
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dopaminérgico mesolimbico (Willner et al., 1991). Se ha sugerido, por tanto, que el
nicleo accumbens de la rata puede jugar un papel critico en la regulacién de la
actividad locomotora espontanea asi como en el aumento de la actividad locomotora
tras inyeccion de anfetamina (Huang et al, 1995). Esta hipdtesis esta en
consonancia con e! aumento de la actividad locomotora producido por !a inyeccién de
agonistas glutamatérgicos en el nucleo accumbens, y la dependencia de este efecto
de la actividad dopaminérgica (Svensson et al., 1994; Queen et al., 1988). Por otro
lado, diversos estudios han mostrado una reduccién con la edad en la actividad
jocomotora espontanea e inducida por anfetamina (Emerich et al., 1993; Huang et
al., 1995; Crawford y Levine, 1997; Hebert y Gerhardt, 1998). Es posible, por tanto,
que las alteraciones en la interaccion entre glutamato y dopamina, (y entre glutamato
y GABA) en el nlicleo accumbens puedan estar en ia base de estos déficits motores.

Aunque seran necesarios futuros estudios para determinar el papel de la
interaccion entre neurotransmisores en el estriado y el nucleo accumbens en los
déficits motores relacionados con la edad, los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral nos muestran que los cambios en la interaccién de neurotransmisores que
se producen durante el envejecimiento son bastante especificos del circuito
neuroquimico estudiado. Por tanto, estos estudios nos permitiran entender mejor las
alteraciones en la conducta motora con la edad en las que estas areas cerebrales
parecen estar implicadas.
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CONCLUSIONES

1. El uso de un bloqueante selectivo del transportador de alta afinidad para el
glutamato (PDC), combinado con fa técnica de microdialisis en el animal despierto,
ha mostrado ser una buena aproximacion para el estudio de la interaccion in vivo
entre el glutamato endogeno y otros sistemas de neurotransmisores en circuitos
especificos del cerebro, y sus posibles cambios durante el envejecimiento.

2. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran la existencia de un
gradiente dorsoventral en los efectos del envejecimiento sobre la interaccion entre
glutamato y dopamina, y glutamato y GABA en |a rata despierta, con cambios en los
animales de edad vieja en el nlcleo accumbens y ausencia de cambios en el
estriado.

3. En el nucleo accumbens los incrementos en la concentraciéon de dopamina
inducidos por el glutamato son menores en ratas viejas que en ratas jovenes,
mientras que los incrementos de la concentracion de GABA tienden a aumentar
significativamente con la edad. Es posible que estas alteraciones en la interaccion
entre glutamato y dopamina, y entre glutamato y GABA, en el nucleo accumbens
puedan estar en la base de la reduccién en la actividad locomotora con la edad
descrita en la rata.

4. El ciclo de sintesis de glutamato a partir de glutamina se ve alterado con la edad
tanto en el estriado como en el nicleo accumbens de la rata despierta en el sentido
de que la sintesis de glutamato parece ser menor en ratas de edad vieja comparado
con ratas jévenes. Estos cambios pueden estar compensados, como ocurre en el
nucleo accumbens, por un aumento de la concentracion de glutamina.
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