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PROLOGO

La presente Tesis Doctoral lieva por titulo:
Interaccién de neurotransmisores y envejeci-
miento cerebral, y por subtitulo: estudio de la
interaccion entre dopamina, dcido glutdmico y
GABA en el estriado y en {a corteza prefrontal
de la rata, Se trata, por tanto, de la memoria de
un trabajo experimental que se ha lievado a
cabo utilizando como sujetos de estudio ratas y
como objeto de estudio dos estructuras
cerebrales de este amimal y tres neurotransmi-
sores; ¥ ello con ¢l fin de estudiar la interaccién
de neurotransmisores durante el envejeci-
miento. Por tanto, en todo lo que sigue, si bien
se daran notas de los aspectos basicos de cada
asunto tratado, se hara especial referencia
siempre a estas palabras clave (rata, estriado,
corteza prefrontal, dopamina, icido glutamico
y GABA). Se entenderd, asi, que al tratar el
aspecto de los cambios macroscopicos y
microscdpicos que ocurren en el cerebro
durante el envejecimiento, no s¢ haga una
descripcion extensa y se aluda, sobre todo, a
los conocimientos que tenemos sobre la rata.
Igualmente, al ftratar sobre ¢l efecto del
envejecimiento  sobre la neurotransmision,
queda sélo nombrada la acetilcolinérgica, por

giemplo, y se extiende mas el capitulo
dedicado a la glutamatérgica. Por esta misma
razén, se hacen referencias mimmas a la
especie humana y, en todo caso, sefialando
expresamente cuando es asi,

La cantidad de publicaciones que podrian
manejarse a la hora de escribir una Tesis
Doctoral es enorme. Con el fin de moderar esta
ingente cantidad de publicaciones, en muchos
casos se han utilizado revisiones actuales sobre
los aspectos tratados. De esta forma también se
restringe el extenso apartado bibliogrifico de
esta Tesis Doctoral, puesto que el objetivo de
este trabajo no es exclusivamente de revision
bibliografica. Se da referencia, eso si, de las
publicaciones que contenen afinmaciones
controvertidas o aspectos especialmente
interesantes para la discusion.

Este trabajo ha sido posible gracias a una
beca predoctoral de la Universidad Complu-
tense de Madrid y a la financiacion de la
Direccion General de Investigacion Cientifica y
Técnica a través de los proyectos PB90-0252 y
PB93-0075, cuyo investigador principal es el
Dr. Francisco Mora.
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INTRODUCCION

1. ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

El envejecimiento se ha convertido en
objeto priontario de la investigacion bio-
sanitania en las altimas dos décadas. Este auge
de la investigacion sobre el envejecimiento se
explica por el aumento que la proporcion de
poblacion anciana esta teniendo en las
sociedades occidentales. Por ejemplo, en
Espafia la poblacién de mas de 65 afios
suponia en 1950 el 7.2% de la poblacidn total;
en 1991 supone €l 13.8% (Anuario estadistico
de Espaiia, INE, Madrid, 1995).

1. 1. CONCEPIO DE ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es la etapa final de la
vida de los seres vivos, caracterizada por una
pérdida progresiva de las funciones propias de
la madurez y que culmina en la muerte del
individuo.

Es dificil determinar cuando comienza la
vejez. En el ser humano se suele considerar,
actualmente, 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), 1a 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 envejecimicnto varia entre
individuos de una misina especie. Por ejemplo,
las capacidades cognitivas, sensoriales y
motoras pueden suftir déficits no patologicos
en muchos individuos antes de la edad
considerada como limite entre el periodo
adulto y ¢l de vejez. Este hecho pone de relieve
la dificultad de delimitar esa etapa de la vida
llamada vejez utilizando como unico criterio la
wedad cronoldgica» (el namero de afios de
vida) de los individuos.

Se han propuesto otras variables diferentes
de la edad cronolégica para definir la vejez,
por gjemplo 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. Por tanto, la edad crono-
logica es la tnica variable objetiva de que
disponemos actualmente para definir la vejez.

El envejecimiento es un proceso universal
y normal, es decir, aunque conlleva una mayor
susceptibilidad a sufrir  enfermedades, el
envejecimiento no es una acumulacion de
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patologias. Este es, precisamente, uno de los
principales factores que afectan a la
interpretacion de los resultados de los estudios
sobre el envejecimiento: la dificultad de
diferenciar entre los cambios primarios
{debidos al envejecimiento per se) y los
cambios que son consecuencia de patologias.

Desde el punto de vista de la conducta, el
envejecimiento se caracteriza por la pérdida de
capacidad en funciones sensoriales, motoras y
cognitivas (ver p.j. Jolles et al, 1986;
Katzman y Terry, 1992).

En relacién con las funciones sensonales y
motoras, en los individuos viejos se han
descrito deficiencias en tareas de percepcion
visual, audiiva y tactl, asi como una
disminucion de la velocidad de realizacion de
los movimientos simples (que parece rela-
cionarse mas con limitaciones musculares que
con factores nerviosos) y un déficit de la
coordinacion de movimientos complejos (que
s¢ relaciona mds con limitaciones neuro-
logicas).

Las alteraciones cognitivas més Hamativas
en los individuos ancianos son las que afectan a
la memoria. Aunque en los humanos estas
alteraciones son mas intensas en las demencias,
también estin presentes en los individuos
viejos sanos. Los déficits de memoria de los
ancianos afectan, fundamentalmente, a la
memoria a corto plazo asi como a la
adquisiciéon y consolidacion de informacion
nueva y a la evocacion de esta informacion
(memoria a largo plazo).

Los déficits funcionales que aparecen
durante el envejecimiento (sefialados aqui de
forma muy esquematica) son consecuencia de
las modificaciones estructurales (anatomicas ¢
histoldgicas) y bioguimicas que ocurren en el
Sisterna  Nervioso durante este proceso de
envejecimiento.

1.2, ENVEJECIMIENTO CEREBRAL: CAMBIOS
ESTRUCTURALFES Y BIOQUIMICOS

{.2.1. Cambios macroscopicos

Los cambios morfoldgicos descritos en el
cerebro durante el proceso de envejecimiento
incluyen disminuciones del peso y del volumen
cercbral. Por ejemplo, en el humano, se ha
descrito una disminucién de en torno al 10%
del peso del cerebro a los 90 afios con respecto
al individuo adulto (ver Brody, 1990; Katzman
y Temry, 1992), asimismo, la disminucion 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 seglin la regién cerebral estudiada.

La disminucion del peso y del volumen
globales del cerebro en el humano durante el
envejecimiento  se acompaiia de un aumento
del tamafio de los surcos cerebrales, una
disminucion del tamafio de las circunvolu-
ciones cerebrales y un aumento del volumen de
los ventriculos (ver Brody, 1990; Katzman y
Temry, 1992).

Estos cambios morfologicos observados en
los cerebros viejos son producto de las
modificaciones histologicas y bioguimicas que
tienen lugar en este Organo durante el
envejecimiento.

1.2.2. Cambios microscépicos

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 s6lo en
individuos viejos sino también en el cerebro de
individuos que padecen ciertas enfermedades
neurologicas como la  enfermedad de
Alzheimer en el caso de la especie humana.
Estos cambios incluyen la presencia de
granulos de lipofucsina, granulos basofilos y
ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las



neuronas y de placas seniles en el espacio
extracelular (ver Katzman y Terry, 1992).

La presencia de granulos de lipofucsina en
el citoplasma de las células es, normalmente,
expresion de que éstas estan sufriendo cambios
degenerativos lentos como los que ocurren
durante el envejecimiento, aungue también
pueden aparecer como consecuencia de
lesiones cronicas. Se observan acimulos de
lipofucsina, por ejemplo, en células del corazén
y del higado como consecuencia del enve-
Jjecimiento o en células de musculo estriado en
extremidades paralizadas o inmovilizadas. En
el Sistema Nervioso se observan granulos de
lipofucsina en las neuronas de algunas regiones
cerebrales de individuos vigjos (ver p. ¢. la
revision de Sohal y Wolfe, 1986). Por ejemplo,
en la corteza cerebral de los humanos se ha
descrito que el 10% de las grandes neuronas
presentan cimulos de lipofucsina (ver Brody,
1990). La lipofucsina procede de la
peroxidacion de los lipidos poliinsaturados de
las  membranas  biologicas  provocada,
probablemente, por radicales libres. Adn no
esta claro si este pigmento es sdlo consecuencia
de la acumulacion 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
newronas (fundamentalmente neuronas pira-
midales de la corteza cerebral y del hipo-
campo) del cerebro de individuos viejos se ha
descrito la presencia de pequeiias vacuolas de
contenido basofilo 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 histoldgico descrito en el
cerebro de individuos ancianos es la existencia
de una maratias de fibrillas llamadas ovillos
neurofibrilares (ver Katzman y Terry, 1992). El
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nicleo de estos ovillos neurofibrilares esta
formado por pares de filamentos helicoidales
que contienen proteinas fav  (proteinas
asociadas a los microtibulos) anormalmente
fosforiladas. Las proteinas fay son compo-
nentes 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 ¢l citoplasma
de neuronas de la corteza cerebral frontal y
temporal y del hipocampo.

Junto a estas formaciones intracelulares, en
el cerebro de individuos viejos también se ha
descrito la presencia en el espacio extracelular
de placas neuriticas o placas seniles (Katzman
y Temry, 1992). 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 el hipocampo. Estan constihudas
por un nucleo de sustancia amiloidea (el B-
amiloide) rodeade por un anillo de fibrillas
(prolongaciones neuronales degeneradas) v de
células gliales. El B-amiloide esta formado por
un péptido (la proteina B-amiloide) que se
sintetiza a partir de una proteina precursora (ia
protetna precursora del B-amiloide). Tanto la
proteina  B-amiloide como su  proteina
precursora se sintetizan de forma normal en
neuronas y células gliales, pero la proteina [3-
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.

1.2.2.1. Atrofia y muerte neuronal

Ademas de los cambios histologicos
descritos, durante el envejecimiento cerebral se
produce atrofia y muerte de neuronas en ciertas
regiones cerebrales (ver las revisiones de
Coleman y Flood, 1987 y Katzman y Terry,
1992),

)
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La atrofia newronal descnita durante el
envejecimiento consiste en una dismunucién
progresiva del arbol dendritico de las neuronas
y de la densidad de espinas dendriticas y, como
consecuencia, del nimero de sinapsis de estas
neuronas (Coleman v Flood, 1987; Katzman y
Terry, 1992). Sin embargo, esta atrofia
neuronal no parece ocurrir en todo ¢l cerebro
en las primeras fases del envejecimiento.
Algunos estudios han demostrado que durante
el envejecimiento cerebral normal se puede
producir un crecimiento dendritico como
respuesta a la pérdida de neuronas en la corteza
cerebral y el hipocampo (ver Coleman y Flood,
1987). En la rata, se ha descrito un aumento de
la longitud total del arbol dendritico de las
neuronas hasta edades de en tomo a los 21
meses seguida de una atrofia dendritica a partir
de los 27 meses (Coleman y Flood, 1987).

En relacion con la muerte neuronal, varios
estudios han demostrado que existe una
disminucién del nimero de nenronas en varias
areas cercbrales pero no en otras (ver Coleman
y Flood, 1987). Por ejemplo, Mufson y Stein
(1980) han descrito una disminucién en la
densidad de neuronas en la corteza frontal de
ratas de 24 meses de edad. También en la rata,
Landfield ef a/. (1981) han demostrado una
disminucion del 25% en la densidad neuronal
en el area CA3 del hipocampo entre los 13-15
y los 25-28 meses de edad.

" “En todo caso, los fenémenos de degenera-
cion y muerte neuronal parece que ocurren en
toda 1a corteza cerebral, pero ni con la misma
intensidad ni al mismo tiempo. Las regiones de
la corteza mas afectadas parecen ser la prefron-
tal y la parieto-temporal. 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 (nucleo basal de
Meynert) y varios nicleos hipotalamicos (p. ej.
el micleo supraquiasmatico y el arca preoptica
medial) (Coleman y Flood, 1987).

1.2.2.2. Envejecimiento y células gliales

Durante los ultimos afios los estudios sobre
la glia han profundizado en el conocimiento del
papel que estas células pueden ugar en el
funcionamiento del Sistema Nervioso (se
puede consultar Yu e al., 1990).

En relacion con el envejecimiento, algunos
estudios han sugerido que €l componente ghal
del cerebro aumenta con la edad tanto en ratas
como en humanos (Terry, 1986; Hansen ef af.,
1987, Vazquez et al., 1992). También se ha
descrito un aumento relacionado con la edad de
la proteina glial fibrilar (un marcador de los
astrocitos) (O'Callaghan y Miller, 1991) y del
ARNim para ¢sta proteina (Nichols ef al., 1993)
en varias estructuras cerebralies mcluyendo el
hpocampo y el estriado.

Basandose en estas observaciones, se ha
sugerido que en el cerebro de individuos vigjos
existe una hiperactividad ghial. Sin embargo,
aun no esta claro si esta hiperactividad ghal es
solo una respuesta secundaria a la afrofia y
muerte neuronal o si se puede asignar a la glia
un papel primario en el envejectmiento
cerebral.

1.2.3. Cambios bioquimicos

Los estudios bioquimicos sobre el enveje-
cimiento cerebral no son tan extensos como los
histologicos vy sus resultados son contra-
dictorios, probablemente como consecuencia
de la escasez de estudios realizados en areas
cerebrales concretas. En todo caso, los cambios
bioquimicos descritos parecen relacionarse con
los cambios microscOpicos ya mencionados.

En relacion 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 dismimuir
con la edad en neuronas, pero se manticne en
células gliales (ver p. ej. Marotta et al., 1986 y
la revision de 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
especic humana. Esta disminucion  del
contenido de proteinas en ¢l cerebro podria ser
consecuencia de alteractones en su sintesis, tal
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y como sugiere la disminucion paralela del
contenido de ARN descrita en algunas
newronas (p. €. en neuronas que contienen
melatonina en sustancia negra y en neuronas
piramidales de la corteza y del hipocampo) (ver
Marotta et al., 1986 y Finch y Morgan, 1990).






2. NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

Los cambios histologicos y bioquimicos
que ticnen lugar en el cerebro durante el
envejecimiento pueden producir cambios en la
neurotransmision. Por ejemplo, la atrofia
neuronal, gue conileva una disminucion de la
densidad de espinas dendriticas, puede
provocar alteraciones en la transmision
nerviosa. Ademds, la alteracion de la sintesis y
degradacién de las proteinas pueden tener
multitud de consecuencias sobre la accidn de
los neurotransmisores: por ejemplo a ravés de
la alteraciéon de las enzimas que catalizan la
sintesis o la degradacion de estos neurotrans-
misores o mediante los cambios que pueden
tener lugar en sus receptores.

Los estudios sobre las alteraciones que el
envejecimiento puede producir en diferentes
sistemnas  Mewrotransimisores  Som  €5Casos.
Probablemente, los neurotransmisores mas
estudiados en relacion con el envejecimiento
son la acetifcolina, la dopamima y Ia
noradrenalina (ver p. ej. Pradhan, 1980;
Katzman y Terry, 1992). Las vias neurales mas
afectadas por el proceso de envejecimiento
normal parecen ser las proyecciones que, desde
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el nicleo basal de Meynert, inervan la corteza
cerebral (acetil-colina), las proyecciones que
van desde el locus eoerulens a la corieza
cerebral (noradrenalina) y las proyecciones que
van desde la sustancia negra (pars compacia) al
estriado (dopamina).

En esta Tesis Doctoral nos ocupamos
especificamente de los efectos del envejeci-
miento sobre la neurotransmisiéon dopaminér-
gica, glutamatérgica y gabérgica, centrandonos,
esencialmente, en los estudios que se han hecho
en el estriado vy en la corteza cerebral de la rata.

2.1. DOPAMINA
2.1.1. Neurotransmision dopaminérgica

La dopamina (DA), considerada en un
principio como un simple intermediario de Ia
sintesis de adrenalina y noradrenalina, fue
identificada como neurotransmisor en los afios
60 (ver Molinoff y Axelrod, 1971). La investi-
gacion acerca de la transmision neural mediada
por DA aumenté rapidamente debido, en parte,
al descubrimiento de la mplicacion de fa DA
en la enfermedad de Parkinson y en la
esquizofienia (ver p. gj. Coté y Crutcher, 1991
y Kandel, 1991).
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2.1.1.1. Metabolismo de la DA

La DA se sintetiza en el citosol de las
neuronas a partir de la tirosina mediante la
accion de las enzimas tiwosina-hidroxilasa y
dopa-decarboxilasa. La enzima hmitante en
esta ruta de sintests es la tirosina-hidroxilasa.
Esta enziing se encuentra en el citosol de las
newonas catecolaminérgicas, requiere de la
presencia de O,, Fe* vy el cofactor tetra-
hidrobiopterina y es inhibida por su producto
(ver las revisiones de Weiner y Molinoff, 1989
y Goldstein, 1995).

La degradacion de la DA se lleva a cabo
por medio de la accion de dos enamas: la
monoaminooxidasa y  la  catecol-O-metil-
transferasa. [a monoanunooxidasa es una
enznma intracelular ¢ue se encuentra localizada
en la cara externa de las mitocondrias y
degrada la DA citoplasmatica que no esta
almacenada dentro de las  vesiculas
presinapticas. La catecol-O-metiltransferasa es
una enzima principalmente extracelular que, en
el Sistema Nervioso, degrada la DA liberada a

la hendidura sinaptica (Weiner y Molinoff, 7

1989),

2.1.1.2. Almacenamiento, liberacion e
inactivacion de la 14

La DA sintetizada en el citosol de la
neuronas es introducida en las vesiculas
presinapticas a través de sistemas de transporte
acoplados a un pgradiente de H' que es
mantenido por una ATPasa dependiente de
Mg®" (Seiden ef al., 1993). Sin embargo, no
toda la DA neuronal se encuentra dentro de lag
vesiculas: existe una pequefia proporcion de
DA libre en el citosol.

La DA vesicular es liberada de fommna
dependiente de Ca®’ tras una despolarizacion
de la membrana neuronal. La DA que se
encuentra en ¢l citoplasma puede ser liberada
de forma independiente de Ca’  mediante la

mversion del sentido del transporte de DA 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 fisiologica (Levi y
Raiteri, 1993; Seiden et af., 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 Cl o por degradacién de la misma
mediante la accion de la catecol-O-metil-
transferasa (Amara v Kuhar, 1993; Seiden et
al., 1993).

2.1.1.3. Receptores dopaminérgicos

Clasicamente, y basandose en estudios
farmacologicos, se han descrito dos tipos de
receptores para la DA los receptores D1 y los
receptores D2 (Kebabian y Calne, 1979).
Ambos son receptores acoplados a proteinas G.
La activacion de los receptores D1 estimula la
adenilato-ciclasa y eleva, por tanto, Ila
concentracion de AMPe. 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 inhibicion de la ruta de los
fosfatidil-inositoles (ver Sibley y Momsma,
1992).

Los estudios moleculares han demostrado
la existencia de un mayor nitmero de receptores
dopaminérgicos (ver p. ej. las revisiones de
Sibley y Momsma, 1992 y Civell, 1995).
Hasta la fecha se han descrito seis tipos de
receptores dopaminérgicos: D1, D2s, D21, 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 denoruna a
veces como D1A y D1B respectivamente). Por
otra parte, los receptores D2s, D21, D3 y D4
inhtben la adenilato-ciclasa y forman la famikia



de receptores D2 (denominados a veces como
D2As, D2AL D2B y D2C respectivamente).

Farmacologicamente, los recepiores D1 y
DS son equivalentes (el SKF-38393 y el
fenoldopam actian como agonistas selectivos
en ambos y el SKF-83566 y el SCH-23390
actian sobre ellos como antagonistas
selectivos). La vunica diferencia conocida
actualmente entre ambos tipos de receptores es
su localizacion: ambos son postsinapticos, pero
los D1 se localizan en el estriado, e! nuacleo
accumbens y el tubérculo olfatorio mientras
que los D5 se encuentran en el hipocampo y el
hipotalamo (ver Sibley y Momsma, 1992).

En cuanto a la farnilia de receptores D2, el
N-0437 y la bromocriptina actGan como
agonistas selecivos en todos ellos; sin
embargo, el sulpiride v 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, fundamen-
talmente, en el estriado, el niicleo accumbens y
el tubérculo olfatorio, los D3 en el nacleo
accumbens, el tubérculo olfatorio vy el cerebelo,
y los D4 en la corteza frontal, 1a médula espinal
y ¢l mesencéfalo (ver Sibley y Momsma, 1992
y Diaz et al., 1995).

La presencia de receptores D3 en areas
cerebrales que reciben una inervacion dopa-
minergica pobre sugiere que estos receptores
podrian participar en acciones de la DA no
mediada por contactos singpticos (ver Diaz et
al., 1995),

En general, ios receptores D2 se pueden
localizar a nivel tanto pre como post-sinaptico.
Los receptores D2 presinapticos (autorrecep-
tores) se encuentran en terminaciones
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nerviosas, fundamentalmente en las termina-
ciones dopaminérgicas, y no parecen estar
acoplados a proteinas G. FEstos receptores
presindpticos regulan la sintesis y liberacion de
DA (se puede consultar una revision en Roth,
1984). Los receptores D2 postsinapticos si
estan acoplados a la adentlato-ciclasa a traveés
de proteinas G de forma que su activacion
inhibe la adenilato-ciclasa.

2.1.1.4. Vias dopaminérgicas

Las principales vias dopaminérgicas del
cerebro de la rata (ver Bjorklund y Lindvall,
1984} son las que forman los sistemas de
proyeccion  mesoestriatal.  mesolimbico  y
mesocortical. Se onginan en la sustancia negra
y el area venirotegmental del mesencéfalo y
proyectan a estriado, areas limbicas y areas de
la corteza cerebral respectivamente.

Se han descrito otras vias dopaminérgicas
(ver Bijorklund v Lindvall, 1984) que van desde
hipotalamo dorsal y posterior hacia médula
espinal; desde zona incierta e hipotalamo pen-
ventricular a drea preoptica e hipotalamo pe-
riventricular; desde sustancia gris periacue-
ductal y sustancia gris periventricular del
hipotdlamo 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.

El mas importante de todos estos sistemas
dopaminérgicos es el mesoestriatal. De hecho,
se ha calculado que el 80% de toda la DA
cerebral se encuentra en el estriado (ver Weiner
y Molinoff, 1989).
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TERMINACION
PRESINAPTICA

L AMPG 1 AMPc
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Fig. L. Esquema de los procesos relacionados con la neurotransmision dopaminérgica. @ Sintesis de
dézxzmim (DA) a partir de tirosina (Tyr}); la tirosina-hidroxilasa (TH) es la enzima reguladora de esta ruta.
Almacenamiento de DA en vesiculas presindpficas. @ Liberacion de DA POr exocHosis. @ La union de
fa DA a los receptores DI produice un aumento de AMPc. La unién de la DA a los receptores D2
postsindpticos produce, en general, una disminucion de AMPc. La activacion de los receptores )2
presindpticos (autorrecepiores) regula la sintesis y liberacion de DA . ® La inactivacion de la DA se produce
Por recaptacion a través de transportadores y por degradacion por la enzima extracelular catecol-O-metil-
transferasa (COMT). @ 1aDA recaptada es degradada por la enzima monoamino oxidasa (MAQ).
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2.1.2. Efectos del envejecimiento sobre la
neurofransmision dopaminérgica

Probablemente, la via mejor estudiada en
relacion con ¢l envejecimiento cerebral es la
proveccion dopaminérgica nigro-estriatal. 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 disminucion del contenido
de DA en el estriado.

2.1.2.1. Efectos del envejecimiento sobre
la concentracion de DA en muesiras de
tefido cerebral

La concentracion de DA en muestras de
tejido cerebral es un buen indicador del estado
en que se encuentran los procesos de sintesis y
degradacion de ia DA vy, por tanto, de Ia
cantidad de DA de que disponen las termina-
ciones dopaminérgicas. Esta aproximacion
metodologica ha sido muy utilizada para
estudiar el efecto del envejecimiento sobre la
newroransmision  dopaminérgica. Los resul-
tados descritos son, sin embargo, contradic-
torios.

En la rata, algunos autores han descrito una
disminucion del contenido de DA en el estriado
durante el envejecimiento (Joseph ef al, 1978
Ponzio ef al., 1982; Strong er al., 1982; Giorgi
et al., 1987 Stoessl et al, 1989; Marshall y
Rosenstein, 1990); sin embargo, otros no han
detectado tales cambios (Ponzio et af., 1978,
Rose et al, 1980; Watanabe er af, 1987,
Godefroy ¢f al., 1989).

Dado que existen trabajos que, utilizando
técnicas, razas de rata y grupos de edad
similares, obtienen resultados opuestos v, a la
inversa, con técnicas, razas y edades diferentes,
varios trabajos obtienen resultados similares,
no se puede apelar a estos factores como
causantes de la disparidad de estos resultados.
Por ello, estos datos no nos permiten, por si
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solos, dilucidar el efecto que el envejecimiento
tiene sobre la cantidad de DA en el estriado.

Por otra parte, se ha descrito una
disminucion de la actividad de la enzima
tirosina-hidroxilasa en el estriado de la rata
durante el envejecimiento (Algen ef al., 1977,
Ponzio et al., 1982) y una reduccion similar de
la tasa de sintesis de DA (Ponzio e af., 1978;
Watanabe ef al., 1987; Marshall y Rosenstein,
1990). También se¢ ha descrito una mayor
actividad de la enzima monoamino-oxidasa-B
en ¢l estriado de ratas viejas (Strolin Benedetti
y Dostert, 1989). Estos datos sugieren que
existe una disminucion real de DA en ¢l
estriado durante el envejecimiento. Ademds,
esta hipotesis se ve apoyada por la disminucion
del nimero de neuronas durante el enve-
Jjecimiento descrita en la sustancia negra (donde
se encuentran los cuerpos celulares de la
terminaciones dopaminérgicas del estriado)
(Sabel y Stein, 1981).

En el humano, también se ha descrito una
pérdida de neuronas en la sustancia negra,
(Coleman y Flood, 1987) y una disminucion de
la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa
{(McGeer ef al., 1971). Sin embargo, cuando se
estudia el contenido de DA en el estriado los
resultados vuelven a ser contradictorios,
describiéndose tanto reducciones del contenido
de DA durante el envejecimiento (Adolfsson et
al., 1979) como mantenimiento del contemdo
de DA a lo largo de la edad (Robinson ez af.,
1977; MacKay ef al., 1978; se puede consultar
la revision de Katzman y Tenty, 1992).

2.1.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
la liberacion de DA

Hay pocos trabajos que hayan estudiado las
concentraciones cerebrales de DA en condi-
ciones basales. En ¢l estriado, varios trabajos,
utilizando técnicas in vitro € in vivo, no han
detectado cambios significativos de las
concentraciones extracelulares de DA con la
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edad (Dluzen ef of., 1991; Venero et al., 1991,
Kametani et af,, 1995).

La liberacion de DA inducida por altas
concentraciones de K' s¢ ha utilizado como
modelo para estudiar la capacidad de las
terminaciones dopaminérgicas para liberar DA.
Durante el envejecimiento, se ha descrito que la
liberacion in vitro (Thompson ef al., 1981,
Joseph et al., 1988) ¢ in vivo (Kametami ef af.,
1995) de DA inducida por K' sc mantiene sin
cambios en el estiado de ammales vigjos.
Otros autores, sin embargo, han descrito
disminuciones con la edad de la liberacion de
DA inducida por K' (Rose et al., 1986; Dluzen
et al., 1991; Friedemann y Gerhardt, 1992;
Dobrev et af., 1995). Por otra parte, Rose ef al.
(1986), utilizando técnicas in vivo han descrito
una disminucion de la liberacion de DA tras
estimulacion con K heterogénea en la muestra
de animales de experimentacion utilizados.
Estos autores describen dos grupos diferentes
de animales vigjos: uno de ellos no muestra
cambios en cuanto a la liberacion estimulada de
DA, mientras que el otro muestra una dismi-
nucion de ésta, lo cual pone de manifiesto una
vez mas la vaniabilidad entre individuos del
proceso de envejecimiento cerebral.

De forma similar a lo que ocurre con la
concentracion de DA en el tejido cerebral, la
existencia de vanios trabajos de diferente
metodologia en uno y otro grupo de resultados
descartan la posibilidad de imputar a factores
metodologicos la existencia de datos contra-
dictorios. Ello nos impide determinar de forma
clara el efecto del envejecimiento sobre la
liberacion de DA.

2.1.2.3. Ifectos del envejecimiento sobre
los sistemas transportadores de DA

La aplicacion de anfetamina ha sido
utilizada como método para ecstudiar la
capacidad de las terminaciones dopaminérgicas
de Liberar DA. Sin embargo, la anfetarmina
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produce una liberacion de DA citoplasmatica
que es independiente de Ca®', por lo que estos
estudios nos informan mas del estado de los
sistemas de trasporte de DA y de la capacidad
de sintesis de DA gue de los mecanismos de
liberacion vesicular de DA.

En el estriado, varios trabajos han descrito
una menor liberacion de DA tras la
administracion de anfetamina en animales
viejos (Dluzen er al, 1991, Kametani ef af.,
1995), aunque también existe un trabajo que no
detecta tales cambios (Thompson ef al., 1981).

En un extenso trabajo utilizando técmcas in
vitro, Dobrev et al. (1995) han descrito vanias
modificaciones en la liberacion de DA en
animales viejos. Asi, la aplicacion de
veramndina produce una liberacion de DA
mayor en animales viejos que en animales
jovenes. Esta liberacion de DA no se vio
afectada en animales jovenes por la tratamiento
previo de reserpina (o gque indica que tal
liberacion no es vesicular) pero si en animales
viejos. Por otra parte, la hberacion de DA
inducida por K* fie menor en animales viejos,
sin embargo, la ouabaina (inhibidor de la
bomba Na'-K'-ATPasa) disminuyo esta
liberacion de DA en los animales jovenes
{como cabia esperar) pero aumento la obtenida
en animales viejos. Estos resultados han hecho
sugerir a los autores la hipotesis de que durante
el envejecimiento podria existir una dismi-
nucion de la liberacion vesicular de DA
(dependiente de Ca’), acompafiada de un
aumente de la liberacidn citosdlica de DA
(independiente de Ca®") (Dobrev ef al., 1995).
Esta hipotesis, sin embargo, no estaria de
acuerdo con los resultados obtenidos por otros
en los que la anfetamina induce una liberacion
de DA similar o menor en animales vigjos (ver
mas arriba).

Por otra parte, los trabajos que han
estudiado directamente €l nimero de transpor-
tadores de DA vy su afinidad por la DA no han



detectado cambio alguno a lo largo de la edad
en el estriado de la rata (Thompson ef al,
1981; Strong et al, 1984, Marshall v Alter,
1986).

En el humano, estudios realizados in vivo
han descrito una disminucion def nimero de
transportadores de DA durante ¢l envejeci-
mento en ¢l cuerpo estado (Volkow er af.,
1994; Van Dvck e al. 1995).

2.1.2.4. Efectos del envejecimiento sobre
los receptores dopaminérgicos

Uno de los hechos mejor establecidos en
relacion con el efecto del envejecimiento sobre
la neurotransmision dopaminérgca es la
disminucién de la densidad de receptores
dopaminérgicos D2 en el estriado. Este hecho
se ha observado tanto en amimales de
experimentacion como en humanos, indepen-
dientemente de las técnicas utilizadas (ver p. ej.
Joyce ef al., 1986; Hyttel, 1987; Morgan ef al.,
1987; Han et al, 1989, Morelli et al., 1990;
Rinne et af., 1990; Mumay y Waddington,
1991; Antononi ef al., 1993 y la revision de
Joseph et al., 1990).

En relacion con los receptores dopami-
nérgicos D1, existen datos controvertidos {se
puede consultar una discusion de esta
controversia en Joseph es al, 1990). Asi,
algunos autores han descrito una disminucion
del namero de receptores D1 durante el
envejecimiento paralela a la que ocurre con los
receptores D2 (p. ej. Giorgi ef el., 1987, Hyttel,
1987; Morelhi et al., 1990); sin embargo, otros
autores describen que el mimero de receptores
D1 no cambia durante el envejecimiento (p. ).
Rinne, 1987; O'Boyle y Waddington, 1984 y
Murray y Waddington, 1991).

En todo caso, se ha sugendo que la
disminucion del nimero de receptores
dopaminérgicos durante el envejecimiento se
podria producir como consecuencia tanto de la
muerte de neuronas que expresan  estos
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receptores como de la disminucion de la
sintesis de receptores dopaminérgicos en las
neuronas supervivientes (Mesco ef af., 1991,
Giorg et al., 1992; ver la revision de Joseph e/
al., 1990).

2.1.2.5. Acerca del efecto del
envejecimicnto sobre la
neurotransmision dopaminérgica

Todos los datos aqui revisados se refieren
al estado de la neurotransmision dopaminérgica
en ¢l estriado, no solo por ser el estriado el area
cerebral donde se concentra la mayor parte de
la DA, sino, sobre todo, por la ausencia de
trabajos en otras dreas del cerebro.

De los datos revisados podria sugerirse que
el envejecimiento produce una alteracion de la
neurotransmision dopaminérgica en el estmado
fundamentalmente a nivel postsinaptico,
produciendo una disminucion del namero de
receptores de DA A nivel presinaptico, la
disminucion del nimero de neuronas descrita
en la sustancia negra parece tener como
consecuencia una disminucion de la capacidad
de liberar DA por parte de las terminaciones
dopaminérgicas del estriado, probablemente
por una disminucion en la sintesis de DA,
aunque este hallazgo no esta bien confirmado.

Efectos del envejecimiento sobre [
neurotransmision dopaminérgica en el estriado
de la rata

+ Disminucion de la sintesis de DA
o Disminucion de la concentracion de DA (7)

e Conservacidn de la capacidad de tiberar DA en
condiciones basales

e Disminucién de la capacidad de liberar DA
tras estimulacion con X' (7)

e Conservacion del nimero de transportadores
de DA y de su afinidad por la DA

¢ Disminucion del nomero de receptores D2

¢ Disminucion del niumero de receptores D1 (?)
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Se ha sugendo que la alteracion de la
neurotransmisién  dopaminérgica que  s¢
produce durante el envejecimiento estd imphi-
cada en las alteraciones motoras y cognitivas
que se observan en los individuos vigjos (ver p.
€. Murray y Waddington, 1991 y Amsten,
1993).

2.2. ACIDO GLUTAMICO
2.2.1. Neurotransmision glutamatérgica

El acido glutamico {GLLJ) es el neurotrans-
misor excitador mas abundante en el Sistema
Nervioso de los mamiferos. Sus efectos
excitadores fueron descritos en los afios 50, al
observar que su aplicacion topica scbre la
corteza cerebral producia actividad convulsiva
(Hayashi, 1952} y que su aplicacion ionto-
forética producia despolarizacion de neuronas e
incremento de la frecuencia de potenciales de
accion (Curtis ef al, 1959). Actualmente, se
considera bien establecido que el GLU cumple
el papel de neurotransmisor en la mayoria de
las sinapsis excitadoras rapidas del Sistema
Nervioso Central (se pueden consultar las
revisiones de Fagg y Foster, 1983; Fonnum,
1984, Cotman ¢f af., 1987, Nicholls, 1993;
Orrego y Villanueva, 1993).

2.2.1. 1. Metabolismo del GLU

El GLU puede ser sintetizado en el Sistema
Nervioso a través de multitud de rutas (a partir
de glutamina -GLN-, a-cetoglutarato,
proteinas, arginina, omnitina o prolina) stendo
sus principales precursores la glucosa y 1a GLN
(Fonnum, 1993). Actualmente se considera que
la sintesis de GLU en el Sistema Nervioso
ocwire, principalmente a partir de 1a GLN por
accion de la enzima glutaminasa (Bradford ef
al., 1978; Fonnum, 1993). También existe una
ruta de sintesis a partir del o-cetoglutarato
catalizada por la aspartato aminotransferasa
{Bradford 1988; McGeer y McGeer, 1989;
Fonnum, 1993).
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La glutaminasa es una enzima mitocondrial
que se encuentra mayoritariamente en las
ternunaciones nerviosas de las neuronas
glutamatérgicas, aunque se puede localizar en
otros tipos celulares (Fonnum, 1993), La
enzima glutaminasa estd rtegulada princi-
palmente mediante nhibiciéon por su producto
(Bradford, 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).

El catabolismo del GLU se realiza
principalmente por oxidacion a través del ciclo
de Krebs o por conversion del GLU en GLN
mediante la enzima ghlutammina  sintetasa
(Fonnum, 1993). La glutamina sintetasa se
encuentra localizada casi exclusivamente en la
astroglia (Martinez-Hemandez, 1977), si bien
no se puede excluir una pequena actividad de
esta enzima en neuronas {Fonnum, 1993).

El metabolismo del GLU en ¢l Sistema
Nervioso se encuentra, por tanto, separado en
dos compartimentos celulares: por un lado las
terminaciones nerviosas y por el otro las células
gliales. Asi, el GLU es sintetizado en las termi-
naciones nerviosas Yy, tras su liberacion al
espacio sinaptico, es captado en su mayoria por
1as células ghales, donde es convertido en GLN
mediante la enzima glutamina sintetasa. Una
vez sintetizada, la GLN difunde al espacio
extracelular, de donde es captada por las
neuronas glutamatérgicas a través de
transportadores de baja afinidad, utilizandose
para la sintesis de GLU (Fonnum, 1993).

2.2.1.2. Almacenamiento, liberacion e
inactivacion del GLU

El GLU sintetizado en la terminacion
nerviosa es almacenado en vesiculas sindpticas,
El mecanismo de transporte vesicular de GLU
es independiente de Na' y esta acoplado a un
gradiente de H' que es generado por una Mg®'-



ATPasa dirigida hacia el interior de la vesicula
(Naito y Ueda, 1985; Nicholls, 1993).
También existe un almacén de GLU em
citoplasma.

La liberacion sinaptica Ca’'-dependiente de
GLU tras estimulacion quimica o eléctrica se
ha demostrado /n vitro (Fonnum, 1984;
Nicholls, 1989). 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 GLU liberado al
espacio sinaptico se produce mediante la
introduccion de éste en las tenminaciones
nerviosas y en los astrocitos circundantes a
través de sisternas de captacion de alta afimdad
y dependientes del gradiente de Na' y K'
{Nicholls, 1993). De estos dos componentes
celulares, el glial es el que capta la mayoria del
GLU hiberado (Rothstein ef al, 1996): se ha
calculado que, en el estriado, el 80% del GLU
es captado por los transportadores localizados
en las células ghales (Rothstein et al., 1996).

Hasta la fecha se han clonado tres
transportadores de membrana de alta afinidad
para el GLU (ver la revision de Attwell y
Mobbs, 1994). En todo caso, los tres parecen
tener el mismo mecanismo de accion: la
entrada de cada molécula de GLU se
acompafia de la entrada de 2 moléculas de Na”
y de la salida de 1 molécula de K' y otra de
OH o0 de HCO5.

El tansporte de GLU puede invertirse
cuando la concentracidn extracelular de K' es
elevada o cuando se disipa el gradiente de Na'
(p. €. con veratridina), produciéndose una
liberacion de GL.U que es independiente de
Ca”. Este tipo de liberacion se ha demostrado
in vitro (Nicholls, 1989; Auwell er al., 1993).
In vivo, experiimentos realizados en nuestro
laboratorio han mosirado la liberacién de GLU
a traveés de transportador (del Arco et af, y
Segovia et al, datos no publicados).
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Actalmente se discute que la liberacion de
GLU a través de su transportador pueda ser un
componente mmportante de la liberacion
fisiologica de GLU, aunque si parece claro que
el aumento de la concentracion extracelular de
GLU observado en determinadas condiciones
patologicas (p. e. en isqueima), podria
explicarse también por la liberacion de GLU a
ravés de estos sisternas  fransportadores
(Nicholls y Attwell, 1990, Levi y Raiteri, 1993;
Nicholls, 1993).

2.2.1.3. Receptores ghutamatérgicos

Los estudios farmacologicos y moleculares
han permitido demostrar la existencia en el
Sistema Nervioso de receptores glutamatér-
gicos de dos clases: receptores 1onotropicos y
receptores metabotropicos.

Los receptores glutamatérgicos iono-
tropicos son canales ionicos. Farmacologi-
camente se han descrito tres tipos de receptores
ionofropicos para el GLU en funcion de su
diferente afinidad por sustancias: los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores
o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propio-
nato (AMPA), y los receptores kainato (KA)
(Farooqui y Horrocks, 1991; Nakanishi, 1992;
Sprengel y Seeburg, 1993).

El receptor NMDA es un canal iomico
selectivo para el Ca®" regulado por multiples
sitios de unién. Se han descrito sitios de union
especificos para el GLU o sus agonistas; para
glicina; para cationes, en ¢l interior del canal,
donde el Mg® puede unirse y bloquear el flujo
de iones; para pencichidinas; para poliaminss;,
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 bloqueados por
Mg®* dependiendo del voltaje de la membrana
(Nakanishi, 1992; Sprengel y Secburg, 1993).
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Sus propiedades indican que el receptor
NMDA puede actuar como un detector de
coincidencia molecular: su activacidn depende
de la existencia simultinea de actividad
presinaptica  (liberacion de GLU) vy
postsinaptica (despolarizacion). Debido a esto,
el teceptor NMDA ha sido mmplicado en
procesos tales como aprendizaje, memoria y
coordinacion motora. Por otra parte, esas
mismas propiedades también sugieren que el
receptor NMDA podria participar en la muerte
neuronal inducida por la presencia de altas
concentraciones de GLU en el espacio
extracelular (Farooqui vy Horrocks, 1991,
Sprengel y Seeburg, 1993).

Los receptores AMPA son canales 16nicos
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 la
transmision  excitadora tapida mediada por
GLU y de la activacion del receptor NMDA
por desbloqueo del canal idnico como
consecuencia de la despolanizacion. Por esto
iltimo se comprende que su distribucion en el
Sistema Nervioso Central sea muy similar a la
del receptor NMDA: ambos se encuentran en
alta conceniracion en la corteza cerebral, el
hipocampo, el estriado y el tlamo (Farooqui y
Horrocks, 1991; Sprengel y Seeburg, 1993).

Los receptores KA presentan, como los
receptores AMPA, una alta permeabilidad para
cationes monovalentes (Na', K) (Farooqui y
Horrocks, 1991; Sprengel v Seeburg, 1993).
En realidad, varios estudios han mostrado que
el KA puede actuar tanto sobre receptores KA
como sobre receptores AMPA. El papel
fisiologico de estos recepiores KA es incierto.
Se ha sugerido su participacion en la
transmision excitadora répida. Su localizacion
es complementaria a la de los receptores
NMDA y AMPA, si bien parecen estar
presentes en todos los circuitos neuronales del
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Sistema Nervioso Central (Nakanishi, 1992,
Sprengel y Seeburg, 1993).

Los receptores glutarnatérgicos metabo-
tropicos, por su parte, actian acoplados a
distintos efectores cclulares a través de
proteinas (G. Se han clonado hasta 8 tipos
diferentes de estos receptores (mGluR1-8) a los
que se ha agrupado en tres familias en funcién
de 1a afinidad por diferentes agonistas y de los
segundos mensajeros hgados a su activacion
(Nakanish:, 1992; Schoepp y Conn, 1993;
Hollmann y Hememann, 1994; Nakanishi,
1994; Pin y Duvoisin, 1995);

- los receptores mGiuR1 y 5 responden
mejor al quisqualato y su estimulacion
aumenta la sintesis de inosttoles trifosfato
y, por tanto, la concentracion intracelular
de Ca®" por movilizacién de las reservas
mtemnas de este cation; se ha descrito
también el aumento de los niveles de
AMPc y de &cido araquidonico por
activacion del receptor mGluR 1;

- los receptores mGluR2 y 3 responden
mejor al trans-I-aminociclopentano-1,3-
dicarboxilato y su estimulacion inhibe la
formacion de AMPg;

- los receptores mGluR4, 6 y 7 responden
mejor al 2-amino-4-fosfonobutirato y su
estimulacion también inhibe la sintesis de
AMPc.

Los receptores mGIluR8 son de dificil
clasificacién: algunos autores los incluyen
dentro del grupo de los receptores mGluR2-3
(Nakanishi, 1994) y otros dentro del grupo de
los receptores mGluR4-6-7 (Pin y Duvoisin,
1995).

En general, se ha asignado a los receptores
metabotrdpicos un papel predominantemente
modulador de la neurotransmisiéon (Baskys,
1992; Nakanishi, 1992). La activacion de estos
receptores puede producir despolarizacion



{Schoepp y Conn, 1993); sin embargo, en
funcion de los distintos efectores celulares a los
que estén acoplados, sus efectos pueden ser
tanto excitadores como nhibidores. De hecho
se ha descrito un aumento de las corrientes de
CI' y de K' tras activacion de receptores
metabotropicos que provoca una reduccion de
la excitabilidad neuronal (Schoepp y Conn,
1993; Hollmann y Heinemann, 1994).

La activacion de receptores glutama-
térgicos metabotrépicos puede mhibir la
transmision  glutamatérgica. Este efecto esta
mediado, probablemente, por autorreceptores
presinapticos del tipo mGluR4 (que fueron
considerados hace afios como un tipo diferente
de receptores glutamatérgicos: los receptores 2-
ammo-4-fosfonobutirato -AP4-), mGluR2 y
mGluR3 (Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn,
1993; Hollmann vy Heinemann, 1994).

2.2.1.4. Vias glutamatérgicas

Las neuronas glutamatérgicas estin
distribuidas ampliamente en todo el Sistema
Nervioso Central, pnncipalmente en el
telencéfalo, donde la mayoria de las
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proyecciones corticales contienen GLLU (ver las
revisiones de Fagg y Foster, 1983 y 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 integracion sensorial,
mieniras que las que usan receptores AMPA o
KA lo estan a la transmision excitadora rapida
(Cotman et al., 1987).

Las vias glutamatérgicas mejor conocidas
son las proyecciones cortico-fugales que, desde
corteza, llegan a estriado, talamo y nucleos del
tronco cerebral (ver la revision de Cotman et
al., 1987).

También han sido descritas  vias
glutamatérgicas tdlamo-corticales y cortico-
corticales, éstas ultimas fundamentalmente en
el hipocampo. Son glutamatérgicas, por
giemplo, la via entorrino-cortical (via
perforante), las fibras comisurales, las fibras
musgosas y las colaterales de Schaffer (Fagg y
Foster, 1983; Fonnum, 1984; Cotman ef af.,
1987).
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TERMIN'ACION
PRESINAPTICA

Gluc —» Pir

GLN

GLN

® | [co:]

-+ GLU

CELULA
GLIAL

NEURONA
POSTSINAPTICA

Fig. 2. I'squema de los procesos relacionados con la transmision ghitamatérgica. @ Sintesis de dcido
glutamico (GLU) a partir de gltamina (GLN), reaccion catalizada por la ghitaminasa (Gln-asa). EIGLU
también puede ser sintetizado a partir de glicosa (Gluc) (Pir: piruvato). (& Almacenamniento de GLU en
vesiculas presindpticas. @ Liberacion de GLU POr exociosis. @ La union del GLU a los receptores AMPA y
KA produce la entrada de Na* en la neurona postsindptica. La unién del GLU a los receptores NMDA
produce la entrada de Ca’* en la neurona postsindptica. La activacion de los receptores metabotropicos
(mGlu.R) postsindpticos produce un aumento del inositol trifosfato (IP; ). La activacion de los mGlu-R
presindpticas produuce una disminucion de AMPc. ® La inactivacién del GLU se produce par recaptacion a
través de transportadores situados en las terminaciones presindpticas y en las céhlas gliales. @EIGLU
recaptado por las células ghiales es transformado en GLN a través de la accion de la glutamina simetasa (Gin-
s). La GLN glial es liberada al espacio extracelular y captado por las terminaciones presindpticas y utilizada
para sintetizar GLUL
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2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
la neurotransmision glutamatérgica

2.2.2.1. Efectos del envejecimiento sobre
la concentracion de GLU en muestras de
tejido cerebral

Los pnmeros estudios sobre el efecto del
envejecimiento en la neurotransmision gluta-
matérgica se hicieron analizando el contenido
de GLU en muestras de tejido cerebral {(en lo
que sigue acerca del efecto del envejecimiento
sobre la neurotransmision glutamatérgica, se
puede consultar Porras v Mora, 1996 o la
revisidon de Porras y Mora, de proxima
aparicion).

En la corteza cerebral, cuando es analizada
sin distinguir entre areas, la mayoria de los
estudios han mostrado un menor contenido de
GLU en animales viejos en comparacion con
animales adultos jovenes (Davis y Himwich,
1975; Strolin Benedett et al, 1990, 1991;
Saransaari y Oja, 1995).

Cuando la corteza cerebral es analizada
separandola en 4reas diferentes de acuerdo a su
esuctura, se observa que el efecto del
envejecimiento sobre el contenido de GLU es
diferente en cada una de ellas. Por gjemplo,
algunos trabajos describen cantidades menores
de GLU en la corteza frontal de animales viejos
€n comparacion con animales jovenes (Dawson
et al, 1989; Wallace y Dawson, 1990)
mieniras que otros no detectan diferencias en el
contenido de GLU en cortezas parietal o
temporal entre animales vigjos y jovenes
(Fornieles et al., 1986; Banay-Schwartz et al.,
1989). Incluso dentro de la corteza frontal se ha
descrito una disminucion de GLU con el
envejecimiento en la corteza prefrontal medial
pero no en las subdivisiones sulcal y dorsal de
la corteza prefrontal (Formieles et al., 1986).

En el estriado los resultados descritos en la
bibliografia son contradictorios: se han descrito
disminuciones (Strolin Benedetti ef al., 1990,
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1991), ausencia de cambios (Dawson et al.,
1989; Wallace y Dawson, 1990; Saransaari y
Oja, 1995) y aumentos (Donzanti y Ung, 1990)
de la concentracion de GLU durante el
envejecimiento.

En el hipocampo, si parece existir una
concentracion de GLU menor en amimales
viejos en comparacion con amimales jovenes
{Banay-Schwartz et al., 1989; Strolin Benedetti
et al. 1990, 1991; Saransaart y Oja, 1995).
Existe un trabajo en el que no se detectan
cambios en la concentracion de GLU durante el
envejecimiento en el hipocampo (Dawson y
Wallace, 1992). Sin embargo, este trabajo esta
hecho con ratas de raza Long-Evans cuya
longevidad es mayor que las de raza Wistar y
Fisher-344 (ver Coleman y Flood, 1987), por
lo que es posible que los cambios debidos al
envejecimiento se detecten en estos animales a
edades mas avanzadas.

En otras estructuras cerebrales, los resul-
tados obtenidos al cuantificar la concentraciéon
de GLU durante el envejecimiento son contra-
dictorios. Por ejemplo, en el nicleo accumbens
se han descrito ausencia de cambios (Donzanti
y Ung, 1990) o disminuciones de! contenido de
GLU (Swolin Benedetti ez ai., 1990, 1991) y en
la sustancia negra se han descrito aumentos
(Donzanti y Ung, 1990), ansencia de cambios
(Banay-Schwartz et al., 1989) y disminuciones
(Strolin Benedetti et al, 1990, 1991) del
contenido de GLU.

Las disminuciones de la concentracion de
GLU en la corteza cerebral, especificamente en
la corteza frontal y en el hipocampo durante el
envejecimiento parecen bien establecidas.
Ademas, concuerdan con los resultados de los
trabajos que analizan el nimero de neuronas a
lo largo del envejecimiento. De hecho se ha
descrito muerte de npeuronas durante el
envejecimiento en la corteza cerebral (Knox,
1982; Heumann y Leuba, 1983, Peters et al.,
1987), especificamente en la corteza frontal
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(Mufson y Stein, 1980), y en el hipocampo
(Brizzee y Ordy, 1979; Landfield ef af., 1981).
En estas estructuras, la mayoria de las neuronas
son glutamaiérgicas, por lo que Ia disminucion
de la concentracion de GLU puede ser
consecuencia de la muerte neuronal que ocurre
durante el envejecimiento.

El analisis de la concentracion de GLU en
muestras de tejido, sin embargo, no es un buen
indicador del estado de la neurctransmision
glutamatérgica, va que el GLU es un
aminoacido que forma parte de proteinas y que
interviene en multitud de rutas metabolicas.
Asi, una alteracion en la concentracion tisular
de GLU podria reflejar cambios en rutas
metabolicas en las que interviene el GLU pero
que no estdn relacionadas con la neuro-
transmision. Para estudiar el estado de la
neurotransmision giutamatérgica con el enveje-
cimiento es necesario estudiar parametros mas
directamente relacionados con la funcion
neurotransmisora del GLU: por ¢jemplo, la
concentracion  extracelular de GLU, la
liberacién de GLU inducida por agentes
despolarizantes y los transportadores y recep-
tores de GLU.

2.2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
la liberacion de GLU

En la corteza cerebral, la mayoria de los
estudios han demostrado que no existen
cambios a lo largo de la edad en la liberacién
de GLU en condiciones basales. Esta ausencia
de cambios durante el envejecimiento se ha
descrito tanto en estudios in vitro como en
estudios in vivo independienternente de la
especie utilizada (ratas y ratones), del é&rea
cerebral estudiada (cortezas frontal, parietal y
occipital) y de la raza de animal utilizada (ratas
Wistar, Long-Evans y Fisher-344) (Dawson et
al, 1989; Cobo et al, 1992, Dawson y
Wallace, 1992; Cobo et af., 1993; Porras et al ,
1993; Palmer et al, 1994; Sanchez-Prieto et
af., 1994; Saransaan vy Oja, 1994, 1995)
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En la corteza cerebral, la liberacion de
GLU inducida por agentes despolarizantes tales
como K* o 4-aminopiridina, tampoco parece
cambiar durante el envejecimiento (Dawson et
al., 1989; Palmer et al, 1994; Sanchez-Pnieto
et al., 1994; Saransaari y QOia, 1994), aunque
existe un trabajo que describe que la liberacion
de GLU inducida por K' es mayor en ratones
viejos (Saransaari v Oja, 1995). Sin embargo,
cuando se han analizado areas determinadas de
la corteza se han encontrado algunos cambios.
Por ejemplo, en la corteza temporal se ha
descrito una liberacion de GLU inducida por
K" mayor en animales vigjos que en animales
Jovenes (Meldrum ez al., 1992). En la corteza
prefrontal se ha descrito una disminucion de la
sensibilidad al estimulo eléctrico en animales
viejos (Cobo et al., 1993).

En el estriado, la mayoria de los estudios
muestran que la concentracion de GLU en
condiciones basales (Sanchez-Pneto et al,
1994; Saransaari y Oja, 1995) o trag
estimulacion (Freeman y Gibson, 1987;
Sanchez-Prieto et al., 1994; Donzanti et al,
1993; Saransaari y Oja, 1995) no cambia
durante ¢l envejecimiento. Sin embargo, existe
una  publicacion que  describe  una
concentracién basal de GLU mayor en
animales vigjos (Freeman y Gibson, 1987). Es
posible que las diferencias en estos resultados
s¢ 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 GLU durante el
envejecimiento en el estriado lateral pero no en
el estriado medial de la rata (Donzanti ef al.,
1993).

En otras areas cerebrales también se ha
estudiado la liberacion de GLU con el
envejecimiento. Por ejemplo, en el hipocampo
se ha descrito una concentracion extracelular de
GLU en condiciones basales mayor en
animales viejos que en animales jOvenes



(utilizando ratones y ratas) {Freeman y Gibson,
1987, Meldrum er al, 1992), aunque
Saransaari y Oja (1995) describen una menor
concentracion de GLU en ratones viejos.
También son controvertidos los resultados
obtenidos cuando se induce la liberacion de
GLU por K': algunos autores muestran que es
mayor en amimales vigjos (Meldrum er al,
1992; Saransaari y Oja, 1995), pero otros
autores no detectan tales cambios (Freeman y
Gibson, 1987). Todos estos estudios s¢ han
hecho con métodos in vitro. Hasta la fecha no
existen trabajos publicados sobre la liberacion
in vivo de GLU en ¢! hipocampo durante el
envejecimiento.

2.2.2.3. Efectos del envejecimiento sobre
los sistemas transportadores de GLU

Los trabajos que estudian la capacidad de
recaptar GLU por parte de las neuwronas y las
células gliales en relaciéon con el proceso de
envejecimiento ofrecen resuitados contradic-
torios.

En la corteza cerebral y en el estriado se
han descrito tanto disminuciones (Wheeler,
1980; Price er 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 ef al.,
1989; Palmer et al., 1994) de la capacidad de
recaptacion de GLU durante €l envejecimiento.
Las diferencias entre estos resultados podrian
deberse a que existan disminuciones reales del
nimero de transportadores de GLUJ compen-
sadas por un aumento de la afimdad de estos
transportadores, tal v como se ha sugerido
recientemente (Saransaari y Oja, 1995). Por
otra parte, todos estos trabajos estan hechos
utitizando métodos in vitro, sobre todo
preparaciones de sinaptosomas (terminaciones
nerviosas), que no incluyen células gliales. Sin
embargo, el GLU liberado al espacio sindptico
es captado fundamentalmente por las células
gliales (Rothstein ez a/., 1996). Por tanto, los
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cambios descritos en alpunos de estos trabajos
no son expresion fiel de lo que ocurre en los
mecanismos de recaptacion del GLU. De
hecho, un cambio en la capacidad de
recaptacion de GLU por parte de las
terminaciones Nerviosas podria ser
compensado por cambios en sentido contrario
en el componente glial, por ¢jemplo con el
aumento del nimero o de la capacidad
funcional de los astrocitos. De hecho, algunos
trabajos han descnito tales cambios en la glia
durante el envejecimiento (Terry, 1986,
Vazquez et al., 1992), Esta posibilidad se ve
apoyada por los resultados obtenidos unlizando
cortes de tejido cerebral, que incluyen tanto
neuronas como células gliales, y que han
descrito el mantenimiento de la capacidad de
recaptacion de GLU durante el envejecimiento
{Dawson et al., 1989).

Es interesante subrayar que todos los
trabajos que han estudiado la capacidad de
recaptacion de GLU en el hipocampo han
demostrado también el mantenimiento de estos
sistemas durante ¢l envejecimiento (Gilad et
al., 1990; Najlerahim ef al., 1990; Palmer et
al., 1994).

2.2.2.4. Efectos del envejecimiento sobre
los receptores glutamatérgicos

Uno de los resultados mejor establecidos
en relacion con ¢l estado de la neuro-
transmision glutamatérgica durante el envejeci-
miento es la disminucion de receptores gluta-
matérgicos NMDA. Esta disminucién se ha
descrito en la mayoria de las areas corticales,
en el hipocampo y en el estnado (Peterson y
Cotman, 1989; Miyoshi ef ¢l., 1991; Tamaru ef
al., 1991; Wenk et al., 1991; Cohen y Miiller,
1992; Cimino ef al, 1993; Magnusson y
Cotman, 1993a, 1993b; Castorina et al., 1994,
Serra et al, 1994). Estos resultados se han
repetido independientemente de la especie
animal y de la raza estudiadas (ratas Wistar y
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Fisher-344; ratones BALB/c, C57B1 y NMRI),
asi como de la técnica utilhizada.

Junto a la disminucién de la densidad de
receptores NMDA se han descrito  otros
cambios en este receptor durante el enve-
jecimiento. Por ejemplo, se ha descrito una
disminucion de la respuesta postsindptica tras
la estimulacion del receptor NMDA (Baskys et
al., 1990; Gonzales er al, 1991; pero ver
también Serra ef al., 1994), aunque también un
aumento de la afinidad del receptor NMDA
por €l GLU (Cohen y Miller, 1992). Asi
mismo, se han descrito cambios en la
mfluencia que tienen los sitios de modulacion
del receptor NMDA sobre la actividad de este
receptor (Mivoshi ef al., 1990; Piggott et al.,
1992).

El mimero de receptores glutamatérgicos
AMPA parece experimentar también disminu-
ciones 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
¢l nimero de receptores AMPA en la corteza
frontal y panetal del raton (Magnusson y
Cotman, 1993b), 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 nimero de
receptores AMPA durante el envejecimiento en
algunas areas, pero no en todo ¢l hipocammpo
(Cimino et gl. 1993; Magnusson y Cotman,
1993b).

De modo similar a io que ocurre con &l
receptor NMDA, la disminucién del nimero de
receptores AMPA en ciertas dreas del
hipocampo (p. ej. en el area CAl, ver
Magnusson vy Cotman, 1993b) duranie el
envejecimiento es coherente con la dismi-
nucion de la respuesta a la estimulacion de
estos yeceptores descrita por oivos autores
(Barnes et al., 1992).
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En relacién con €l receptor KA, en nuestro
conocimiento sélo existe un trabajo que Io
estudie en relacion con el envejectmiento,
sefialando que no varia con la edad en corteza e
hipocampo (Tamaru et al., 1991).

No existen trabajos publicados que
estudien ofros receptores glutamatérgicos
durante el envejecimiento. Por otra parte,
algunos trabajos han descrito que la respuesta
neuronal tras la aplicacion exégena de GLU no
cambia durante el envejecimiento (Lippa ef al.,
1981; Rao et al., 1993).

2.2.2.5. Acerca del efecto del
envejecimiento sobre la
neurotransmision glutamatérgica

La mayoria de los estudios muestran que
las terminaciones nerviosas glutamatérgicas
mantienen, durante €l envejecimiento, su
capacidad de hberar GLU tanto en condiciones
basales como tras estimulaciones exogenas.
Esta afirmacion se apoya en estudios realizados
tanto in vitro como in vivo, utilizando ratones y
ratas como animales de experimentacion y
analizando varias estructuras cerebrales que
incluyen corteza cerebral, hipocampo y
estriado. Sin embargo, el analisis del compo-
nente postsindptico de la neurotransmision
glutamatérgica durante el envejecimiento
demuestra que existe una disminucion del
numero de receptores NMDA en la mayoria de
las estructuras cercbrales estudiadas y del
namero de receptores AMPA en algunas areas
del hipocampo. Esta disminucion del mimero
de receptores es coherente con el descenso de
la respuesta postsindptica tras la estimulacién
selectiva de los mismos en estas estructuras
durante ¢l envejecimiento.

Por otra parte, se ha descrito un aumento,
durante el envejecimiento, de la afinidad de los
receptores NMDA por el GLU, lo cual afiade
un grado mas de confusion a la cuestion, ya
que este aumento de afinidad podria



compensar la disminucion del mimero de
receptores glutamatérgicos. Es mas, esta tilltima
posibilidad coincide con los resultados de
algunos trabajos que han mostrado que no
existen cambios de la respuesta a la aplicacion
exogena de GLU durante el envejecimiento.

Por tanto, los datos aqui revisados (y
resumidos a continuacion) acerca del efecto del
envejecimiento  sobre la neurotransmision
glitamaérgica son, ain, insuficientes y contro-
vertidos, por lo que no se puede aclarar si
existe un déficit real de este sistema neuro-
transmisor en el animal vigjo.

Efectos del envejecimiento sobre la
neyrotransmision glutamatérgica en la corteza
cerebral y el estriado de la rata

¢ Disminucidon de la concentracion de GLU en
algunas &reas de {a corteza (7)

e Conservacion de la capacidad de liberar GLU en
condiciones basales

s (onservacion de la capacidad de liberar GLU
tras estimulacion con K (?)

* Disminucion del mimero de receptores NMDA

s Aumento de la afinidad del receptor NMDA por
el GLU

¢ Disminucion de la respuesta postsinaptica a la
estimulacion del receptor NMDA

e Disminucién del nimero de receptores AMPA

Y

2.3. GABA
2.3.1. Neurotransmision gabérgica

El aminoacido neutro acido gamma-
aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor
inhibidor mas ampliamente distribuido en el
Sistema Nervioso Central (Mugnaini y Oertel,
1985). Su presencia en el tejido cerebral se
descubrié en 1950, demostrandose su funcién
neyrotransmisora a finales de los afios 60
(Krnjévic y Schwartz, 1966).
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2.3.1.1. Metabolismo del GABA

En el cerebro adulto de los mamiferos, el
GABA se sintetiza principalmente a partir de
GLU en un solo paso enzimatico catalizado por
la enzima &acido glutimico decarboxilasa
(GAD). Esta enzima requiere la presencia de
piridoxal fosfato como cofactor. Existen otras
vias de sintesis de GABA en el cerebro (p. gj. a
partir de putrescina) aunque se consideran de
menor importancia (Martin y Rimvall, 1593).

La GAD es una enzima citoplasmatica que
se encuentra localizada soélo en las neuronas
gabérgicas, por lo que se utliza como
marcador especifico de estas neuronas
(McGeer vy McGeer, 1989). La reaccion
catalizada por la GAD es esencialmente
ureversible, 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 (Porter y Martin, 1984), por Zn*" y
por a-cetoglutarato (Wu, 1976).

La degradacion del GABA se realiza a
través de una reaccion de transaminacion
catalizada por Ia GABA transaminasa (GABA-
T). En esta reaccién se produce la transami-
nacion del GABA con el a~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).

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 Ia actividad de la
GABA-T (McGeer y McGeer, 1989),
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La ruta metabolica descrita (cortocircuito
GABA) constituye un pequefio anexo al ciclo
de Krebs en el cerebro, que ofrece una via
alternativa entre el a-cetoglutarato v el 4cido
succinico, cuya funcion principal es la
biosintesis de GABA en las terminaciones
nerviosas (Marin y Rimwvall, 1993). El
cortocircuito GABA puede ser también
completado en las células gliales ya que poseen
todas las enzimas necesarias para la
degradacion del GABA captado desde el
espacio sinaptico (GABA-T y semialdehido
succinico deshidrogenasa). El GLU formado
en Jos 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 GLU
manteniendo asi el suministro de precursor de
GABA (McGeer y McGeer, 1989).

2.3.1.2. Almacenamiento, liberacicn e
inactivacion del GABA

El GABA sec 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
Fosmnum, 1988).

Estudios in vifro han mostrado la
liberacion de GABA de forma dependiente de
Ca*" desde terminaciones nerviosas en
respuesta a estimulos quimicos despolartzantes
0 a la activacion de una via nerviosa (Nicholls,
1989). Esta liberacion dependiente de Ca®" se
produce  principalmente por  exocitosis
(Nicholls, 1989).

La inactivacion del GABA liberado desde
[a terminacién nerviosa se lleva a cabo a través
de sistemas de transporte de alta afinidad
localizados en la membrana presindptica y en

24

los elementos gliales circundantes. Hasta la
fecha se han clonade 4 transportadores de
GABA con diferentes afinidades para el
GABA vy diferentes farmacologia y loca-
lizacién (ver Attwell y Mabbs, 1994). La
estequiometria de este transporte parece ser el
cotransporie de 1 GABA, 1| CI'y 2 Na'
(Attwell y Mobbs, 1994).

Debido al cardcter electrogénico del
transporte de GABA asi como a so
dependencia del gradiente de Na', la
despolarizacion del terminal nervioso favorece
la salida de GABA de forma independiente de
Ca”". La existencia de esta liberacion inde-
pendiente de Ca** a través del transportador,
que parece contribuir a la liberacion de GABA
inducida por despolarizacion, ha sido
demostrada in vitro (Bemath y Zigmond, 1988;
Meyer, 1991; Levi y Raiteri, 1993) e in vivo en
las células horizontales de la retina (Schwartz,
1987).

2.3.1.3. Receptores gabérgicos

Se han descrito dos tipos diferentes de
receptores para el GABA, caracterizados
inicialmente por su diferente sensibilidad a
agonistas y antagonistas: ¢l receptor GABA-A,
sensible al agonista muscimol y al antagonista
bicuculina, pero insensible al agonista
baclofén; y el receptor GABA-B, insensible a
1a bicuculina y sensible al baclofén. Diversos
estudios farmacolégicos y  moleculares
sugieren la existencia de una gran variedad de
subtipos de receptores, tanto para €l receptor
GABA-A como para el GABA-B (Bormann,
1988; Burt y Kamatchi, 1991; Bonanno vy
Raiteri, 1993; MacDonald y Olsen, 1994,
Sieghart, 1995).

El receptor GABA-A es un canal idnico
con permeabilidad selectiva para el CI.
Contiene sitios de unidn especificos para
GABA, picrotoxina, barbitiricos, benzodia-
zepinas v anestésicos esteroideos. El sitio de



union para €l GABA regula la apertura del
canal, requiriéndose al menos 2 moléculas de
GABA para la activacion del receptor
(Sieghart, 1992, 1995; MacDonald y Oisen,
1994),

El receptor GABA-A se localiza princi-
palmente a nivel postsindpico 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 (McGeer y McGeer, 1989). Las
comentes de CI a través del receptor GABA-A
pueden verse reducidas por la accion de
picrotoxina y bicuculina {agentes convulsivos)
y awmentadas por la accién de benzodiaze-
pinas, barbitiiricos y anestésicos esteroideos
(agentes depresores del Sistema Nervioso
Central) (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 ef al, 1980). El receptor GABA-B
esta acoplado a la adenilato ciclasa a través de
proteinas G y modula canales de Ca’" en
terminaciones nerviosas periféricas y de K' en
stapsis centrales (Bowery, 1993; MacDonald
y Olsen, 1994).

Los receptores GABA-B se localizan tanto
pre como postsindpticamente, predominando
en un lugar o en otro segun la region cerebral
(Bowery, 1993). Los receptores GABA-B
presinapticos mmhiben la liberacion de neuro-
transmisores tales como GLU, noradrenatina,
DA, serotonina y varios péptidos (substancia P,
colecistoquinina, somatostatina). También
actian como autorreceptores, modulando la
liberacion de GABA. La activacion de los
receptores postsinapticos GABA-B producen
potenciales poStsinapticos inhibidores
(Bowery, 1993; Bittiger ef al., 1993).

Introduccion

2.3.1.4. Vias gabérgicas

El GABA es el neurotransmisor inhibidor
distribuido mas ampliamente en el Sistema
Nervioso Central. Mientras que las neuronas
monoaminérgicas y colinérgicas constituyen
poblaciones relativamente pequedias y loca-
lizadas, las neuronas gabérgicas se distmbuyen
de forma ubicua (Mugnaini y Oertel, 1985;
McGeer y McGeer, 1989). Existen, ademds,
regiones cerebrales en las que la gran mayoria
de las neuronas presentes son gabérgicas (p.¢j.
estriado, nicleo palido, sustancia negra pars
reticulata, varios micleos de la amigdala y el
nicleo interpeduncular) (Mugnaim y Oertel,
1985).

Las neuronas gabérgicas 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
mterneurcnas en  la  corteza cercbral, el
hipocampo, el bulbo olfatorio, el hipotalamo y
la retina. También existen interneuronas
gabérgicas en el estriado, ¢l thlamo, los
coliculos superior e inferior, el cerebelo y la
médula espinal (Fagg v Foster, 1983; Mugnaini
y Oertel, 1985).

Las vias de proyeccion gabérgicas mejor
conocidas son las proyecciones de las células
cerebelosas de Purkinje y de las neuronas
estriatonigrales. En los oltimos afios se han
descrito neuronas de proyeccion gabérgicas,
incluso en 4reas donde habia sido postulada su
total ausencia, por ejemplo, en la corteza y el
hipocampo.

Los ganglios basales son la regién cerebral
que presenta mayor abundancia de
proyecciones gabérgicas, formando circuitos
complejos donde los procesos de inhibicion y
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desinhibicion juegan un papel fundamental
(Fagg y Foster, 1983; Mugnaini y Qertel, 1985;
McGeer y McGeer, 1989). Se han descrito vias
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de proyeccion gabérgica desde el estriado a la
sustancia negra y al nacleo palido y desde éste
a nixcleos talamicos.
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TERMINACION
PRESINAPTICA

Glue —» Pir

GLN

* GABA

CELULA
GLIAL

NEURONA
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Fig. 3. Esquema de los procesos relacionados con la transmision gabérgica. (D Sintesis de GABA a partir de
glutamina (GLU) temito en la mitocondria, por accion de la GABA transferasa (GABA-t), como en el
citoplasma, por accion de la glutamico deshidrogenasa (GAD). EI GLU utilizado procede de la sintesis a
partir de glutamina por accion de la ghitaminasa (Glr-asa) o de la sintesis a partir de glucosa (Gluc) (Pir:
piruvato). @ Almacenamiento de GABA en vesiculas presindpticas. @ Liberacion de GABA POF eXOCIOSIS,
@ ILa union del GABA a los receptores GABA-A produce la entrada de I en la neurona postsindptica. La
activacion de los receptores GABA-B pre- y post-sindpticos disminuye, en general, la produccion de AMPc.

® La inactivacion del GABA se produce por recaptacion a través de transportadores situados en las
terminaciones presindpticas y en las células gliales. ® E1 GABA recaptado por las células gliales es
transformado en GLU por accion de la GABA-t y, después, en GLN a través de In accion de la glutamina
sintetasa (Gin-s). La GLN glial es liberada al espacio extracefular y captado por ias terminaciones
presindpticas y utilizada para sintetizar GLU y GABA.
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2.3.2. Efectos del envejecimiento sobre
la neurotransmision gabérgica

Los estudios acerca del efecto del enveje-
cimiento sobre la neurotransmision gabérgica
son escasos v sus resuitados son poco consis-
fentes.

2.3.2.1. Efectos del envejecimiento sobre
la concentracion de GABA en muestras
de tefido cerebral

La concentracion de GABA en muestras de
tejido cerebral es un indicador valido de la
cantidad de GABA de que disponen las
terminaciones gabérgicas, puesto que el
GABA, a diferencia del GLLU, no interviene en
el metabolismo celular. Sin embargo, existen
pocos estudios que hayan analizado la
concentracion de GABA en muestras de tejido
cercbral a lo largo del envejecimiento. Sus
resultados, ademas, son contradictorios. Por
ejemplo en la corteza prefrontal dorsal se ha
descrito un aumento de la concentracion de
GABA con la edad (Fomieles ef al., 1986),
aunque Donzanti y Ung (1990) no han
reproducido este hallazgo. En el estriado,
Strolin Benedetti ef al. (1990) y Donzanti y
Ung (1990} han descrito un ammento de GABA
con la edad; sin embargo, Banay-Schwartz et
al. (1989) describen una disminucion de la
concentracion de GABA. 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.

Tanto por la escasez de estudios como por
1a disparidad de sus resultados (que se pueden

28

deber, en parte, a las diferentes técnicas
utilizadas), no podemos extragr conclusiones
claras sobre el efecto que pueda tener el
envejecimiento en la concentracion tisular de
GABA.

Por otra parte, la actividad de 1a 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., 1982), aunque
se han descrito disminuciones de la actividad
de la GAD en el coliculo inferior y en el niicleo
del lemnisco lateral (Gutierrez er al, 1994,
Raza et al., 1994).

2.3.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
los receptores gabérgicos

De forma similar a lo que ocurre con los
estudios sobre la concentracion tisular de
GABA, los estudios sobre el efecto que el
envejecimiento tiene en los receptores de
GABA son muy escasos. En corteza cerebral
parece que el nimero de receptores de GABA-
A 1o vara con la edad (Wenk et al., 1991,
Gutierrez e! al., 1994), aunque se han descrito
modificaciones  en sus propiedades
(Samochocki y Strosznajder, 1994). En
retacion con el receptor GABA-B no se han
descrito variaciones de su niimero en el cerebro
de la rata durante ¢l envejecimiento (Turgeon y
Albin, 1994).

En un trabajo reciente, Abdulla er al
(1995) han descrito un aumento de la
sensibilidad de las neuronas de la corteza
frontal a la aplicacion de bicuculina que indica
la existencia de un tono gabérgico aumentado
en esta region cortical en las ratas viejas.



3. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES

Desde hace algunos afios se ha venido
estudiando con intensidad un aspecto nuevo de
la neurotransmision: el modo en que un
neurotransmisor puede modular la neurotrans-
mision mediada por otros y verse, a su vez,
modulado por ellos. A este hecho se e ha
liamado «interaccion de neurotransmisores ».

Durante los altimos afios, varios grupos de
investigacion se han dedicado a estudiar este
fenomeno. Concretamente, la mayoria de los
estudios se ha centrado en el estriado, una
estructura que, por el conocimiento que
tenemos de las vias neurales en las que
participa y los neurotransmisores implicados en
ellas, sirve de modelo ideal para estudiar la
mnteraccidn de neurotransmisores (ver p. €. las
revisiones de Carlsson y Carlsson, 1990;
Lannes y Micheletti, 1994; Mora y Porras,
1994; i Chiara vy Morelli, 1994; Kaotter,
1994). Mas recientemente, la corteza prefrontal
ha sido, también, objeto de este tipo de
estudios (ver Sanz, 1995).
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3.1. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES EN EL ESTRIADO

3.1.1. Conexiones neurales y
neurotransmisores del estriado

El estriado, como ya se ha sefialado, ha
sido el modelo utilizado de forma preferente
para estudiar la interaccion de neurotransmi-
sores. Esta preferencia se debe, en buena parte,
al conocimiento que se posee actualmente de
las vias neurales en las que participa el estriado
y de los neurotransmisores que estan impli-
cados en estas vias (ver p. ¢j. las revisiones de
Smith y Bolam, 1990 y de Parent y Hazratt,
1995).

En la rata, la mayoria de las neuronas del
estriado son de tamafio medio y sus dendntas
estan recubiertas de abundantes espinas
dendriticas. Los axones de estas neuronas
forman las eferencias del estriado hacia
sustancia negra (pars compacta), nicleo palido
(macleo palido extemo en primates) y nuacleo
entopeduncular (nicleo pdlido intemo en los
primates). Estos axones poseen, ademas, ramas
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colaterales cuyas terminaciones estan situadas
dentro del propio estriado. Estas neuronas
contienen GABA como neurotransmisor.

Entre estas neuronas gabérgicas se pueden
diferenciar dos subpoblaciones en funcion de la
coexistencia en ellas de diferentes péptidos y
del area cerebral de destino de sus axones. Asi,
las neuronas gabérgicas ciuryos axones terminan
en el nicleo entopeduncular contienen también
dinorfina y sustancia P; las neuronas gabérgicas
cuyos axones terminan en el nucleo péalido
contienen también encefalinas; y las neuronas
gabérgicas cuyos axones terminan en la
sustancia negra contienen encefalinas, sustancia
P y/o dinorfinas (Parent y Hazrati, 1995).

Aparte de las neuronas espinosas de
tamafio medio, el estriado contiene una
pequefia proporcion de neuronas de gran
tamafio cuyas dendritas no estin recubiertas de
gspinas y cuyos axones terminan dentro del
estriado. Lstas neuronas contienen acetilcolina
como neurotransmisor (ver Smith y Bolam,
1990). También existe una pequefia proporcion

de mterneuronas de tamafio medio y sin

espinas: algunas de ellas contienen GABA y
parvalbiimina; otras contienen somatostating,
neuropeptido Y y nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato-diaforasa, la enzima de
sintesis del 6xido nitrico (ver Parent y Hazrati,
1995).

I.as neuronas del estriado estan conectadas
entre si. Las terminaciones nerviosas acetilco-
linérgicas de las grandes neuronas sin espinas
forman sinapsis en la porcién proximal de las
dendritas de las neuronas espinosas. Por otra
parte, las tenminactones nerviosas gabérgicas de
las ramas colaterales de los axones de newronas
gspinosas del propio estriado forman sinapsis
con las grandes neuronas acetilcolinérgicas y
con otras neuronas espinosas del estriado (ver
Smith y Bolam, 1990 y Parent y Hazrati,
1995),
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Las aferencias que legan al estriado
proceden, fundamentalmente, de la corteza
cercbral y del mesencéfalo. También existen
aferencias procedentes del talamo.

Las terminaciones nerviosas procedentes
de la corteza cercbral contienen GLU como
neurotransmisor y forman sinapsis  axo-
dendriticas con la porcion distal de las
dendritas de las neuronas espinosas (Smith y
Bolam, 1990; Parent v Hazrati, 1995) y, en
pequefia proporcién, scbre las neuronas
acetilcolinérgicas y sobre las neuronas con
newropéptido Y (Vuillet ef al., 1989; Dimova
et al., 1993). También existen terminaciones
nerviosas glutamatérgicas procedentes de
nicleos talamicos (principalmente del nicleo
parafascicular) que forman sinapsis con las
grandes neuronas acetilcolinérgicas del estniado
(Lapper y Bolam, 1992).

Las terminaciones nerviosas procedentes
de areas mesencefalicas (fundamentalmente de
sustancia negra, pars compacta) contienen DA
como neurotransimisor y forman sinapsis axo-
dendriticas con la porcion distai del arbol
dendritico de las neuronas espinosas del
estriado. También existen terminaciones
nerviosas dopaminérgicas procedentes del
mesencéfalo que forman sinapsis con el cuerpo
celular y la porcion proximal de las dendritas
de las grandes neuronas del estniado (ver
Dimova et al., 1993).

Se han descrito también terminaciones
gabérgicas que llegan al estriado procedentes
del micleo palido y de Ia sustancia negra, pars
reticulata, aunque estas proyecciones se
consideran escasas (ver Kita, 1993).

En resumen, las neuronas del estriado
(neuronas espinosas de tamafio medio
gabérgicas; neuronas de tamafio medio sin
espinas cont neuropéptidc Y vy neuronas
grandes acetilcolinérgicas) reciben aferencias



glutamatérgicas procedentes de la corteza y
aferencias dopaminérgicas procedentes  del
mesencéfalo. Estas aferencias  convergen
fundamentalmente en las neuronas gabérgicas.
Se discute si las aferencias talamicas convergen
o no en las mismas neuronas que las aferencias
corticales (ver Parent y Hazrati, 1995).

Tanto las neuronas gabérgicas como las
acetilcolinérgicas presentan receptores dopami-
nérgicos y glutamatérgicos en sus membranas.

Los receptores doparminérgicos D1 (D1A)
se localizan fundamentaimente en las neuronas
gabérgicas que contienen también sustancia P y
que proyectan a sustancia negra y a nicleo
entopeduncular. Los receptores dopaminér-
gicos D2 (D2A) se localizan fundamen-
talmente en las neuronas gabérgicas que
contienen también encefalinas y que proyectan
a niicleo palido, en las neuronas acetilcoli-
nérgicas y en las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra (Yung et al., 1995).

Esta vision de los receptores dopami-
nérgicos claramente disgregados en pobla-
ciones neuronales bien determinadas ha sido
criticada recientemente por Surmeier ef al
(1992) quienes afirman que la mayoria de las
neuronas de estriado expresan ambos tipos de
receptores dopaminérgicos. De hecho, Le
Moine et al., (1990, 1991) han descrito que
algimas de las grandes neuronas acetilco-
linérgicas del estriado expresan no sdlo
receptores D2, sino también receptores D1.

También se ha descrito la presencia de
receptores D2 en terminaciones nerviosas
dopaminérgicas  {autorreceptores) y en
terminaciones nerviosas no dopaminérgicas
que, probablemente (aunque no se ha
confirmado), proceden de la corteza y son, por
tanto, glutamatérgicas (Yung ef al., 1995). Este
Glimo hecho es controvertido. La posible
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existencia de receptores dopaminérgicos en las
terminaciones nerviosas del estriado que
proceden de la corteza ha sido defendida por
algunos autores (ver p. e¢j. Kormhuber y
Komhuber, 1986, Maura et al., 1988) a pesar
de que se habia descrito que las conexiones
sinapticas axo-axonicas eran muy raras, si no
inexistentes, en el estriado (ver Kornhuber y
Komhuber, 1983 y la revision de Parent y
Hazrati, 1995). Ademas, otros autores no han
logrado demostrar la existencia de receptores
de DA en estas terminactones (ver p. €j.
Trugman et al., 1986; Joyce y Marshall, 1987).
La descripcion reciente de la presencia de
receptores para DA fuera de estructuras
sinapticas (Yung et al., 1995) podria explicar la
existencia de receptores dopaminérgicos en
terminaciones glutamatérgicas del estriado a
pesar de la ausencia de sinapsis axo-axénicas.
Ademds, basindose en este tipo de
descripciones, se ha sugerido la existencia de
un tipo de transmision nerviosa diferente del
conocido clasicamente (confinado a 1la
conexion sinaptica) del que se ha venido
hablando en los altimos afios con el término de
«transmision volumétricay (para una revision
extensa del concepto de transmision volumé-
trica ver Fuxe y Agnati, 1991).

En relacion con los receptores de GLU en
el estriado, s¢ ha descrito la presencia
fundamentalmente de receptores NMDA vy
AMPA situados, probablemente, en las
neuronas gabérgicas y acetilcolinérgicas. Se
discute sobre la existencia 0 no de receptores
de GLU en las terminaciones dopaminérgicas
del estriado procedentes del mesencéfalo,
Aunque la ausencia de conexiones axo-
axonicas en esta estructura sugeririan que no
existen  receptores  glutamatérgicos  en
terminaciones dopaminérgicas, no se puede
excluir esta postbilidad (ver mas arriba).
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Corteza cerebral

Talamo

7

~— [

Estriado

v A 4

a Niicleo palido DA a S. negra (pars reticufata) |
nucleo entopeduncular

Sustancia negra
{pars compacta)

Fig. 4. Esquema de las conexiones neurales y los neurotransmisores del estriado de la rata. No se
representran las neuronas de tamafio mediano sin espinas. Se han diferenciado las neuronas espinosas de
mediano tamario segun el destino de sus axones y los péptidos que contienen (ENC: encefalinas; SP: sustancia
P). Los semicirculos negros representan las terminaciones glutamatérgicas (GLU); los semicirculos grises
representan las terminaciones dopaminérgicas (DA); los semicirculos blancos representan las terminaciones
gabérgicas (GABA); los trigmgulos representan las terminaciones acetilcofinérgicas (ACH). Basado en Smith y
Bolam, 1990 y Parent y Hazrati, 1995.

32



3.1.2. Interaccion de neurotransmisores
en el estriada de la rata

En los Oltimos afios se han publicado un
gran nitmero de trabajos que estudian el efecto
de agonmistas y antagonistas de diferentes
neurotransmisores sobre las concentraciones de
otros neurotransmisores en el estriado de
animales de experimentacion.

Centrandonos fundamentalmente en los
estudios realizados con técnicas in vivo (push-
pull y microdialisis), se han descrito diferentes
cambios en las concentraciones extracelulares
de varios neurotransmisores como respuesta a
la aplicacion, local o sistémica, de muiltiples
agonistas y antagonistas de receptores de DA,
GLU, GABA y acetilcolina (para varias
revisiones se pueden consultar p. ej. Keefe er
al., 1993b; Lannes y Micheletti, 1994; Di
Chiara ef al., 1994). De hecho, la aplicacion de
las técnicas de perfision in vive ha contribuido
en gran medida a la extension de los estudios
sobre interaccion de neurotransmisores. Ante la
amphlitud del nimero de trabajos publicados
sobre este asunto en los dltimos quince afios,
aqui se describen los estudios mas relevantes
para la discusion de nuestros resultados, sin
hacer una enumeracion exhaustiva de
referencias  bibliograficas que apoyan un
mismo hecho,

3.1.2.1. Efecto de agonistas y
antagonistas glutamatérgicos

La aplicacion de agonistas glutamatérgicos
(tanto el propio GLU como NMDA, AMPA y
KA) en el estriado produce liberacion de DA
(ver p. ¢). Carter et al., 1988; Barbetto et al,
1990; Imperato ef al., 1990; Leviel et al., 1990;
Moghaddam y Gruen, 1991; Keefe et al,
1992, 1993a; Martinez-Fong et al, 1992;
Morari et al., 1994), GABA (Morar et al,
1993, 1994; Young y Bardford, 1993) y
acetilcolina (Damsma et al., 1991).
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Fl hecho de que el GLU prodnzca una
liberacion de GABA y de acetilcolina en el
estriado es coherente con la presencia de
receptores de GLU en neuronas gabérgicas y
acetilcolinérgicas en esta estructura cerebral y
con la actividad excitadora de estos receptores.

Mas dificil de explicar, sin embargo, es la
liberacion de DA inducida por GLU en el
estriado, dada la ausencia de conexiones axo-
axomicas en et estrtado entre las terminaciones
glutamatérgicas y las dopaminérgicas. Para
explicar esta contradiccion entre los resultados
de los estudios neuroquimicos y de los estudios
histolégicos se ha sugerido la existencia de
receptores de GLU en las terminaciones
nerviosas dopaminérgicas fuera de estructuras
sindpticas (neurotransmision volumétrica) (ver
p. ej. Lannes y Micheletti, 1994). Por otra
parte, también se ha sugendo que la DA
liberada por el GLU proceda de la que esta
presente en el citoplasma mas que de la DA
almacenada en vesiculas a través de un efecto
del GLU sobre el transportador de DA de las
membranas neuwronates (Lannes y Micheletts,
1994). Ademas, recientemente se ha sugerido
que la activacion de receptores de GLU podria
producir su efecto sobre la DA a través de la
liberacion de oxido nitrico (Hanbauer et al.,
1994).

El efecto de la aplicacion de agonistas del
GILU sobre la liberacion de DA parece ser
diferente dependiendo de la concentracion de
agonista utilizado. Asi, Chéramy et al. (1986)
han descrito que concentraciones de GLU por
debajo de 0.1 mM estimulan la liberacion de
DA, mientras por encima de 10 mM podrian
inhibirla. Leviel et al. (1990) han interpretado
estos resultados sugiriendo que el GLU tendria
un efecto excitador directo a través de
receptores no NMDA ¢ inhibidor a través de
receptores NMDA que activarian interneuronas
mhibidoras.
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3.1.2.2. Efecto de agonistas y
antagonistas dopaminérgicos

La aplicacion de agonistas dopaminérgicos
estimula la liberacion de acetilcolina a ravés de
teceptores D1 (Consolo ef al., 1987; Bertoreli
y Consolo, 1990; Consolo et al., 1992; Stoof et
al., 1992; Zocchi vy Pert, 1993; ver la revision
de Di Chiara et al., 1994), pero la disminuye a
traveés de receptores D2 (Stoof et af, 1982;
Bertorelli y Consolo, 1990; DeBoer et al,
1992).

Los agomstas dopaminérgicos inespe-
cificos también inducen la liberacion de GLU
(Godukhin et al., 1984; Exposito et al., 1994)
y de GABA (Girault ef a/, 1986b), mientras
que los antagonistas dopaminérgicos no tienen
ningan efecto sobre GLU y GABA (Daly y
Moghaddarn, 1993; Morari et al., 1994).

La hberacion de acetilcolina y GABA
inducida por DA es coherente con la presencia
de receptores de DA en las neuronas acetil-
colinérgicas y gabérgicas y con la actividad
excitadora de aquéllos. Se ha sugerido que el
efecto inhibidor de los agonistas D2 sobre la
liberacion de acetilcolina se deba a que son
autorreceptores y disminuyen, por tanto, la
liberacion de DA (Damsma et al., 1991).

En relacion con el efecto que la DA pueda
tener sobre la liberacion de GLU en el estniado,
se han sugerido wvarias posibilidades,
incluyendo la existencia de un mecanismo
volumétrico de transmision a nivel local vy la
participacion de circuitos neurales largos (ver la
Discusion de esta Tesis Doctoral).

Por otra parte, agonistas selectivos de los
receptores D1 o D2 no afectan a la liberacion
basal de GLU y GABA (Yamamoto y Davy,
1992), indicando que el efecto de los agonistas
no especificos puede deberse a un balance entre
los efectos excitadores de los receptores D1 y
los efectos inhibidores de los receptores D2
(ver la Discusion de esta Tesis Doctoral).
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Por ofra parte, el efecto de los agonistas y
antagonistas de los receptores de DA sobre
estos neurotransmisores en el estriado es
diferente segun sc estudien en condiciones
basales (lo revisado hasta ahora) o en condi-
ciones de estimulacion de la liberacion (p. €.
con altas concentraciones de K'). Asi, se ha
descrito que los agonistas selectivos D2 (pero
no los D1) bloquean la liberacién de GLU
estimulada por K (Yamamoto y Davy, 1992),
mientras que ninguno de cllos tiene efecto
sobre la liberacion estimulada de GABA. Sin
embargo, un agonista inespecifico de la DA si
inhibe la liberacion de GABA inducida por K
{Tossman y Ungerstedt, 1986).

Estos resultados sugieren que la DA puede
modular la liberacion fasica (estimulada) mas
que la liberacidn tonica (basal) de GLU y
GABA (ver Lannes y Micheletti, 1994).

3.1.2.3. Efecto de agonistas y
antagonistas gabérgicos

Los agonistas de los receptores GABA-A
producen en ¢l estriado una disminucion de la
liberacién de acetilcolina (DeBoer y Westerink,
1994), mientras que los antagonistas de los
receptores GABA-A producen un aumento de
la liberacion de acetilcolina (DeBoer y
Westerink, 1994) y de DA (Gruen et al., 1992).

Los agonistas de los receptores GABA-B
producen, en el estriado, una disminucion de la
liberacion de acetilcolina (DeBoer y Westerink,
1994) sin afectar a la liberacion de DA
(Santiago ef al, 1993a), mientra que los
antagonistas de los receptores GABA-B no
producen ningun efecto sobre la liberacion de
acetilcolina en el estriado (DeBoer y
Westerink, 1994).

En general, se ha sugerido que el GABA
modula la liberacion de GLU y DA en el
estriado (Scheel-Kritger, 1986; Yoshida ef af,
1993),



El efecto de la estimulacion de receptores
de GABA sobre la acetilcolina es coherente
con la presenciz de aqueéllos en las neuronas
acetilcolinérgicas del estriado. El efecto
modulador def GABA sobre la liberacion de
GLU y DA, sin embargo, solo puede ser
explicado por la existencia de receptores de
GABA en terminaciones glutamatérgicas y
dopaminérgicas (que no han sido descritos) o
porque ¢l efecto del GABA esté mediado por
la acttvacion de vias neurales targas que lleguen
a corteza cerebral v a sustancia negra.

3.2. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES EN LA CORTEZA
PREFRONTAL.

3.2.1. Conexiones neurales y
neurotransmisores de la corteza
prefrontal

Las newronas piramidales de corteza
prefrontal de la rata asi como una pequefia
proporcion de neuronas no piramidales,
contienen GLU (Ottersen y Storm-Mathissen,
1984). Los axones de las neuronas piramidales
de la corteza constituyen las proyecciones de la
corteza a estructuras subcorticales (ver la
revision de Cotman ef al, 1987). De estas
proyecciones, la que llega a estriado ha sido
ampliamente estudiada (ver p. ej. Fonnum et
al, 1981 y Girault ez al, 1986a). Las
terminaciones de esta via cortico-estriatal hacen
sinapsis sobre las neuronas gabérgicas del
estriado (Smith y Bolam, 1990).
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El GABA se encuentra en la corteza
prefrontal fundamentalmente en interneuronas
(Esclapez et al., 1987), aunque también existen
terminaciones nerviosas que contienen GABA
y que proceden del area ventrotegmental del
mesencéfalo  (Pirot e al, 1992). Las
terminaciones gabérgicas forman sinapsis en el
soma neuronal y en la porcion proximal del
axon de las neuronas piramidales, las cuales
presentan receptores GABA-A y GABA-B
(Bowery et al., 1987; Bonanno y Raiteri, 1993)

La DA se encuentra en la corteza prefrontal
en terminaciones nerviosas procedentes del
drea ventrotegmental del mesencéfalo (Thierry
et al., 1973; Lindvall y Bjéklund 1974). Estas
terminaciones dopaminérgicas hacen sinapsis
en las dendritas de las neuronas piramidales
corticales (Van Eden ef al, 1987; Ségucla et
al., 1988; Vemey et al., 1990). Se ha sugerido
que las dendritas de las neuronas piramidales
corticales presentan receptores D1 (Retaux et
al, 1991a) y que las terminaciones nerviosas
de las ramas recurrentes de sus axones
presentan receptores D2 (Retaux er al, 1991b;
Law-Tho et al., 1994).

La corteza prefrontal de la rata posee
también interneuronas acetilcolinérgicas asi
como terminaciones nerviosas  acetilcoli-
nérgicas procedentes de los nicleos basales de
Meynert. Estas terminaciones forman sinapsis
axo-dendriticas con las neuronas piramidales
de la corteza (Houser et af., 1983, 1985).
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Corteza prefrontal

GABA
Y
aestriadoy
otros nucleos
i subtalémicos .
Area ventrotegmental Nucleos basales
de Meynert

Fig. 5. Esquema de las conexiones neurales y los neurotransmisores de la corteza prefrontal de la rata . Los
semicirculos negros representan las terminaciones glutamatérgicas (GLU); los semicirculos grises representan
las terminaciones dopaminérgicas (DA); los semicirculos blancos representan las terminaciones gabérgicas
(GABA); los tridngulos representan las terminaciones acetilcolinérgicas (ACH). Basado en Van Fden ef al.,
1987, Séguéla et al, 1988 y Verney el al., 1990.
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3.2.2. Interaccion de neurotransmisores
en la corteza prefrontal de la rata

A pesar de que recientermnente la corteza
prefrontal estd recibiendo mayor atencion en
relacion con la interaccion de newrotrans-
misores, las publicaciones sobre interaccion de
neurotransmisores en esta estructura cerebral
son mas escasas que las realizadas sobre
estriado.

La estimulacion de receptores glutama-
térgicos AMPA v KA producen liberacion de
DA en la corteza prefiontal (Jedema vy
Moghaddam, 1996). Sm embargo, la
estimulacion de receptores NMDA no produce
liberacion de DA, aunque si de GABA
(Jedema y Moghaddam, 1996). Se ha descrito
que el efecto de la aplicacion de NMDA es
diferente segin las dosis utilizadas. Asi, 1 mM
de NMDA induce liberacion de DA en la
corteza, pero 0.1 mM de NMDA inhibe la
liberacion de DA (Feenstra ef al., 1995). Por
otra parte, el bloqueo de los receptores NMDA
produce liberacion de DA (Wedzony et al,
1993; Nishijima ef al., 1994).

No esta claro como la estimulacion de
receptores  glutamatérgicos AMPA y KA
produce una liberacién de DA en la corteza
prefrontal, ya que no se ha descrito la presencia
de estos receptores en terminaciones doparmi-
nérgicas en esta estructura cerebral. Tampoco
esta clara la funcion del receptor NMDA como
modulador de la neurotransmision dopami-
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nérgica en la corteza prefrontal, aunque los
datos dispombles apuntan a que tendria una
funcion inhibidora de las terminaciones
dopaminérgeias, probablemente a través de la
estimulacion de interneuronas gabérgicas.

En relacion con el efecto de la aplicacion
de agonistas y antagonistas dopaminérgicos s¢
ha descrito que ¢l bloqueo de receptores de DA
con haloperidol aumenta la liberacién de DA
sin modificar la de GLU (Bean y Roth, 1991,
Daly y Moghaddam, 1993; Pehek v
Yamamoto, 1994). Por otra parte, estudios in
vitro han descrito que la estimulacion de
receptores de DA produce liberacion de GABA
(a través de receptores D2) (Retaux er al,
1991a), pero también inhibicion de la
hiberacion de GABA inducida eléctricamente
(Retaux et al., 1991b).

La aplicacion de agonistas de los
receptores GABA-A no afecta a la liberacion
de DA, aunque su bloqueo produce un
aumento de la liberacion de DA (Santiago et
al., 1993b), indicando que el GABA inhibe de
forma tonica la liberacion de DA. Por otra
parte, la estimulacion de receptores GABA-B
reduce la liberacion in vivo de DA (Santiago et
al., 1993b) y la liberacion in vitro de GLU
(Pende et al., 1993), mientras que su bloqueo
aumenta la liberacion de DA (Santiago ef al,
1993b), lo cual sugiere la existencia de
receptores GABA-B a nivel de las
terminaciones dopaminergicas y glutamatér-
gicas con funcion inhibidora.
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4. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL:
PLANTEAMIENTO DE LA
INVESTIGACION

La modulacién reciproca de la transmision
neural mediada por diferentes neurotrans-
misores es un campo relativamente nuevo de
investigacion en neurociencias (ver p. gj. las
revisiones de Lannes y Micheletti, 1994; Mora
y Porras, 1994; Di Chiara y Morelli, 1994).
Aunque la forma en la que diferentes
neurotransmisores se modulan reciprocamente
en diferentes estructuras cerebrales todavia no
se comprende bien, este concepto de
interaccidn de  neurofransmisores podria
ayudamos a entender mejor el funcionamiento
del cerebro y sus alteraciones. Por gjemplo, la
comprension de que en el estriado existe un
balance entre la neurotransmision dopami-
nérgica y la neurotransmision acetilcolinérgica
ayudd a buscar nuevos tratamientos para la
enfermedad de Parkinson. Recientemente, la
revision de esta interaccion entre la DA y la
acetilcolina a la vista de los resultados sobre
interaccion entre DA y GLU esta abriendo una
nueva via en el tratamiento farmacologico de Ia

Introduccion

enfermedad de Parkinson (ver la revision de
Schmdt ef af, 1992). Una alteracion en la
mnteraccion de neurotransmisores podria estar
implicada también en la esquizofrenia (ver p.
ej. Carlsson y Carlsson, 1990; Grace, 1991,
Lannes y Michelett, 1994).

A la vista de que el concepto de interaccion
de neurotransmisores puede explicar mejor las
alteraciones que ocurren en algunas enferme-
dades psiquiatricas y neurologicas, es coherente
pensar que también podria explicar los cambios
que se producen durante el envejecimiento. Por
giemplo, las alteraciones motoras que se
observan durante el envejecimiento, y que
tradicionalmente s¢ han considerado produ-
cidas por la alteracion aislada de la neuro-
transmision dopaminérgica en el estriado,
pueden entenderse mejor como la consecuencia
de una alteracion de la interaccion de neuro-
transmisores €n esta region cerebral.

Algunos autores han descrito ya ciertas
alteraciones en la inferaccion de neuro-
transmisores durante el envejecimiento. Por
gjemplo, Thompson ef al., (1984) y Joseph er
al., (1988) han descrito, con técnicas in vitro, la
existencia de un deterioro en la interaccion
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entre la DA v la acetilcolinz en el estriado de la
rata.

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue
estudiar la interaccién de neurotransmisores
durante el proceso de envejecimiento, Con este
fin se disefiaron, en primer lugar, experimentos
para abordar el conocimiento de la interacciéon
que existe enfre la DA, el GLU vy el GABA en
el estriado y la corteza prefrontal de la rata
adulta joven. A continuacion se disefiaron
experimentos con ¢l fin de estudiar la
interaccion entre estos neurotransmisores a lo
largo del proceso de envejectimiento de la rata.

La eleccion del estriado v de la corteza
cerebral como estructuras objeto de estudio
obedece a dos razones.

En primer lugar, ambas han sido objeto de
investigacion sobre interaccion de neurotrans-
misores debido a los conocimientos que se
tienen sobre los neurotransmisores que
conticnen y las vias neurales en las que estan
implicadas. Asi, en el estriado, las neuronas
gabérgicas reciben aferencias glutamatérgicas
procedentes de la corteza y aferencias
dopaminérgicas procedentes de la sustancia
negra (Smith y Bolam, 1990; Parent y Hazrati,
1995). En la corteza prefrontal, las neuronas
piramidales son glutamatérgicas y reciben
aferencias dopaminérgicas procedentes del drea
ventrotegmental del mesencéfalo y aferencias
gabérgicas procedentes de interneuronas de la
propia corteza (Van Eden et al., 1987; Séguéla
et al., 1988; Vemey et al., 1990). En resumen,
tanto en el estriado como en la corteza
prefrontal existe una base anatbmica y
neuroquimica para la existencia de una
interaccion entre DA, GLU y GABA.

En segundo lugar, ambas estructuras estin
implicadas en las alteraciones de la conducta
que pueden observarse en el proceso de
envejecimiento: el estriado ha sido implicado
en los trastomos de la coordinacion de
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movimientos que ocurren durante el
envejecimiento, v la corteza prefrontal ha sido
implicada en los trastomos cognitivos de los
ancianos.

Con ¢l fin de cumplir el objetivo de esta
Tesis Doctoral, se realizaron los siguientes

experimentos:

1. Estudio de! efecto de la aplicacton
intracerebral de apomorfina a las dosis de
5, 10 y 20 puM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GLN en
¢l estriado de la rata adulta joven.

2. FEstudio del efecto de la aplicacion
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 uM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GL.N en
el estriado de la rata de edad media.

3. Estudio del efecto de la aplicacion
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 uM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA v GLN en
¢l estriado de 1a rata vieja.

4. Estudio del efecto de la aplicacion
intracerebral de apomorfina a las dosis de
5, 10 y 20 uM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GLN en
la corteza prefrontal de la rata adulta joven.

5. Estudio del efecto de la aplicacion
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 uM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GLN en
la corteza prefrontal de la rata de edad
media.

6. Estudio del efecto de la aplicacion
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GLN en
la corteza prefrontal de la rata vieja.

Dado que la GLN es el precursor
metabolico principal tanto del GLU como del



GABA, en todos los experimentos se analizo la
concentracion  extracelular de GLN como
indice del estado en ¢l que se encuentra el
metabolismo de ambos aminoacidos.

En estos experimentos, se uso la
apomorfina, un agonista no selectivo de los
receptores de DA, con el fin de imitar los
efectos de la DA, va que la apomorfina, de
forma semejante a la DA, posee mayor

Introduccion

potencia sobre los receptores D2 que sobre los
receptores D1 (ver Creese et al, 1983). En
todo caso, a las conceniraciones usadas en
nuestros experimentos, la apomorfina produce
su efecto a través de la estimulacion de ambos
tipos de receptores, puesto que a concentra-
ciones nanomolares actua sélo sobre receptores
D2, pero a concentraciones micromolares actia
sobre ambos receptores (Creese er al, 1983).
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

Los animales utilizados en el trabajo
experimental de esta Tesis Doctoral fueron
ratas adwltas macho de raza Wistar de tres
grupos de edad: ratas jovenes, de 2 a 3 meses
de edad y un peso comprendido entre los 230 y
los 400 g (315 + 6 g); ratas de edad media, de
11 a 14 meses de edad y un peso comprendido
entre los 510 y los 745 g (615 + 16 g); y ratas
viejas de 24 a 34 meses de edad y un peso
comprendido entre los 380 y los 845 g (604 +
46 g de peso). Las ratas fueron sumimstradas
por el Servicio de Animales de Experimen-
tacion de la Universidad de Granada.

Durante la experimentacion, los animales
se mantuvieron en jaulas individuales con un
fotoperiodo de 12 h y una temperatura de 20-
25 °C. La comida y la bebida fueron surni-
nistradas ad fibitum.

2. MATERIAL

2. 1. CONSTRUCCION DE IMPIANTES PARA
LA PERFUSION INTRACEREBRAL IN VIVO

Los implantes empleados para la perfusion
intracerebral in vivo constan de los siguientes
elementos:

- dos cénulas de acero inoxidable de 0.90
mm (20 ga) de @ externo, 0.66 mm de @
mtemo y 10 mm de longitud, que se
utitizan para guiar el sistema de cénulas
push-pul (canulas guia);

- dos canulas de acero inoxidable de 0.63
mm (23 ga) de @ externo y 10.2 mm de
longitud, que se utlizan para cerrar las
canulas guia (obturador).

Una vez colocadas en paralelo y a la
distancia adecuada, se unieron ambas canulas
guia mediante resina plastica Ivoclar. La
distancia a la que se fijan las canulas guia
depende de 1a estructura cerebral a estudiar. Las
canulas guia bilaterales utilizadas en los
experimentos de esta Tesis Doctoral se unieron
a una distancia de 5 mm para los experimentos
realizados en ¢l estriado y de 1.8 mm para los
expenimentos  realizados en  la  corteza
prefrontal.

2.2. CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE
CANULAS PUSH-PULL

El material utilizado para la construccion
de cada sistema de canulas push-pufl fue el
siguiente:
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- una canula de acero inoxidable de 1.27 mm
(18 ga) de ¥ externo, 0.84 mm de ©
interno y 12 mm de longitud;

- una canula de acero inoxidable de 0.63 mun
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
interno y 20 mm de longitud;

- una canula de acero inoxidable de 0.63 mm
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
interno y 10 mm de longitud, con uno de
sus extremos biselado;

- una canula de acero inoxidable de 0.30 mm
(30 ga} de  externo y 35 mm de longitud.

El sistema de canulas push-pull se
construye de la siguiente manera (ver Figura 6):
se introduce la canula de 30 ga o canula push
en el interior de la canula de 23 gay 20 mm de
longitud o cénula pull. Enfre los extremos
distales de las canulas push v pull debe existir
una distancia de 0.3 mm con el fin de que la
succion del liquido de perfusion y el arrastre de
las sustancias liberadas sean Optimos. Este
sisterna concéntrico se ntroduce a su vez en
una canula de 18 ga y 12 mm de longitud. Por
unc de los extremos de esta cinula de 18 ga
sobresale el sistema concéntrico completo; por
el extremo opuesto, por donde sobresale la
canula push, se introduce la canulade 23 ga y
10 mm de longitud por su extremo biselado.
Ambos extremos de la canula de 18 ga se
cierran con sendas soldaduras de estafio de
modo que dicha camila se convierte en una
camara perfectamente cemrada en la que el
liquido que penetra en la canula pull del
sisterna concéntrico es recogido por la canula
pull de extremo biselado.

El resultado final es un sistema de cénulas
en el que et liquido de perfusion es introducido
a través de la canula pusk y recogido a través
de la canula pull (ver Figura 7).

44

( canula canula canula canuta
push push push puil

N N N\ 7

™~

canula canula soldadura

NN 4

\

soldadura

Fig. 6. Representacion esquemcditica del proceso de
construccion de las edrmdas push-pull

™~ A

4

=25 mm

& 630 um

=1 mmI

Fig. 7. Representacion esquemdtica del
Suncionamiento de la canula push-pull. £l drea
sombreada representa el volumen cerebral
perfundido. A la izquierda, dibujo a tamafio real de
tna carmifa push-pull.

& 300 pm v




2.3, PREPARACION DE FQUITHESIN

El anestésico Equithesin fue preparado en
el laboratorio disolviendo 21.25 g de hidrato de
cloral en 49.4 mL de etanol absoluto. Una vez
obtenida dicha solucidn se afaden sucesi-
vamente las siguientes soluciones:

- 4.86 g de pentobarbital sodico disueltos en
21 mL de agua bidestilada;

- 198 mL de t,2-propilenglicol;

- 10.63 g de sulfato magnésico disueltos en
50 mL de agua bidestilada;

- agua bidestilada ¢.s.p. 500 mL.

L.a solucion obtenida debe conservarse a
temperahira ambiente.

3. METODOS EXPERIMENTALES
3.1. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
ESTEREOTAXICO

Los implantes para la perfusion intrace-
rebral in vive fueron colocados estereotaxi-
camente en el cerebro del animal mediante una
mtervencion quirtirgica descrita més adelante.
El material empleado en dicha intervencion fue
el siguiente:

- bisturi;
- destomillador de relojero;
- pinzas hemostaticas;

- resina plastica Ivoclar (International Dental
Products);

- Espongostan Film (Ferrosan);
- torillos de 1.4 mm de O,

- espatula recta;

- aguja de insulina;
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- estereotaxico para roedores (David Kopf
instruments 900);

- brocade ]l mmde O,
- motor porta brocas (Casali DSE-47).

El instrumental quirdrgico se mantuvo en
una solucion desinfectante de armil at 1 por mil
durante toda la intervencion.

Previamente a la operacion, las ratas fueron
pesadas y anestesiadas con Equithesin (ver
preparacion en el apartado 2.3 de Material v
Métodos) via intraperitoneal a la dosis de 2
ml/kg de peso. Ei animal se coloch en el
estereotaxico pinzando el maxilar superior 4
mm por debajo de la linea interaural. Tras
descubrir la calota mediante una incision
longitudinal y controlar con Espongostan las
pequefias hemorragias producidas, se localizd
¢l punto Bregma. Bregma fue utilizado como
referencia en la obtencion de las coordenadas
estereotaxicas anteroposterior y lateral nece-
sarias para situar las canulas guia.

Las coordenadas estereotaxicas utilizadas
para la localizacién de las canulas gnia fueron
calculadas a partir del atlas estereotaxico de
Konig y Klippel (1967). Para los implantes en
el estriado las ¢oordenadas fueron: 0.6 mm
anterior y 2.5 mm lateral a Bregma Para los
implantes en la corteza prefrontal de las
coordenadas fueron: 3.6 mm anterior y 0.9 mm
lateral a Bregma.

Seguidamente se abrieron cuatro orificios
¢n la calota, dos para el emplazamiento de los
tornillos de fijacion y otros dos para las canulas
guia. A continuacion se localizd la superficie
de la duramadre, tomandose ésta como
referencia para la coordenada de profundidad.
Posteriormente s¢ rasgd superficialmente la
duramadre con una aguja y se introdwo la
canula guia | mm por debajo de la superficie
dural en el caso de los implantes en ¢l estriado
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y 0.5 mm de profundidad en el caso de los
implantes en la corteza prefrontal.

El implante se fijo a la calota con resina
plastica Ivoclar. Una vez que la resina hubo
fraguado se introdujeron los obturadores en el
mterior de las canulas guia

Finahzada la operacion se coloco al ammal
en su jaula vigilandole la ingesta de comida y
bebida asi como el peso durante los dias
stguientes a la intervencidon. Dianiamente se
movilizaron los obturadores, limpiandose con
etanol al 70%, con el fin de mantener
permeabie la canula guia.

3.2. PERFUSION INTRACEREBRAL IN VIVO

La perfusion intracerebral in vivo se realizo
utilizando el sistema de camulas concéntricas o
canulas push-pull descrito en el apartado 2.2.
de Material y Métodos. Este sistema permite la
mfusion de un liquido de perfusion en uma
estructura cerebral deternmnada a través de la
canula push y su posterior recogida. junto con
las sustancias quimicas liberadas, a través de Ia
canula pu/l. La técnica de perfusion
intracerebral in vivo push-pull que se va a
describir es una modificacion de la publicada
por Myers (1972) y ha sido utilizada
rutinariamente en nuestro laboratorio (Mora y
Porras, 1993; Porras y Mora, 1993; Sanz et a/.,
1993; Expostto et al.,, 1994; Segovia et al.,
1994).

El extremo superior de la cénula push se
unio mediante un tubo de polietileno PE-10 a
una jeringa Hamilton de 5 mL acoplada en una
bomba de infuston Harvard 22. El extremo
supertor de la canula pull biselada se unio a un
polietileno PE-50 cuyo extremo opuesto quedo
acoplado en un colector de fracciones Jaytee
5512 (ver Figura 8). El colector de fracciones
se colocd por debajo del punto de perfusién a
una distancia tal que la infusién y la recogida
de liquido se realizaron al mismo flujo y
simuitAneamente.

46

Fig. 8 Representacion esquemdtica del sistema
completo utilizado para la realizacion de los
experimentos mediante la técnica de push-pull
continuo.({a) Bomba de infusion; (b) vihula de
cuatro vias; (c) animal de experimentacion con la
canula push-pull; (d) colector de fracciones.

Las perfusiones intracerebrales in vivo se
realizaron de dos a cuatro dias después de la
intervencion quimirgica. Tras refirar el obtu-
rador, la canula push-pull se introdujo de forma
que su extremo inferior qued6 4 mm 6 2.5 mm
por debajo de 1a superficie dural en los experi-
mentos realizados en el estriado y en la corteza
prefrontal respectivamente (ver Figura 9).

Fig. 9. Dibujo esquemdtico de la canmia guia
implantada en la calota del animal con el
obturador introducido (a). Para inciar la perfusion
intracerebral, se retira el obturador de la canmula
guia (b) y se introduce la cdrmila push-pull (c).



El liquido de perfusion utilizado fue
liquido cefalomraquideo sintético (LCRs)
preparado previamente en el laboratonio. La
composicion del LCRs fue la siguiente: NaCl:
122.0 mM; KCL: 3 mM; CaCly: 1.2 mM;
MpSO,7TH;O: 12 mM vy glucosa: 5.9 mM
(pH=7.8). Antes de comenzar la perfusion, se
filtro el LCRs un filtro Millipore de 0.22 mm
de diametro de poro y se alamacend en un
frasco. Los filtros y los frascos fueron esten-
lizados previamente en un autoclave.

La perfusion se realizé de forma continua a
un fluyjo de 20 pl/min durante 150 min. Ll
tiempo de recoleccion de cada muestra fue de
10 min. En estudios previos de nuestro
laboratorio se ha comprobado que, con esta
técnica, los niveles de aminoacidos se
estabilizan tras 50 min de perfusion continua
(Porras, 1992), por lo cual las muestras
recogidas durante los 50 primeros min de
perfusion no se analizaron en los sucesivos
experimentos. Tras la obtencién de miveles
estables de aminoacidos se recogieron cinco
muestras (50 min) para determinar los niveles
basales de aminoacidos (muestras basales).
Durante la recogida de la sexta muestra (entre
el min 50 y el min 60) y mediante el giro de la
llave de una valvula Harvard HV 4-4 de cuatro
vias se infundio la apomorfina (muesiras
estimulo). Posteriormente, mediante un nuevo
giro de la llave de la valvula Harvard HV 4-4,
la perfusion se continudé con LCRs durante 40
min (muestras postestimulo).

La apomorfina se infundié directamente
sobre la estructura en estudio disuelta en LCRs.
La solucidén de apomorfina se preparé de 10 a
30 min antes de utilizarla en cada experimento.
Ademas, con el fin de evitar la degradacion de
la apomorfina se afiadié a la disolucién 4cido
ascOrbico a una concentracion de 0.4 pM.

La apomorfina se utilizo a las dosis de 3,
10 y 20 uM en los experimentos con ratas
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jovenes vy a las dos dosis superiores en los
experimentos con ratas de edad media y viejas.

Los perfundidos obtenidos se hicieron
pasar a través de un filtro Millipore de 0.22
mm. Inmediatamente después la muestras
fueron almacenadas a -80 °C hasta el momento
de su analisis.

3.3. ANALISIS DE AMINOGACIDOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPL.C)

Todos los perfundidos fueron analizados
en un cromatografo Waters 600L acoplado a
un detector de fluorescencia Waters 420-AC.
Se utilizd una precolumna Resolve Cig
(Waters) seguida de una columna de fase
inversa Resolve Cz (Waters) de 15 cm de
longitud, 3.9 mm de didgmetro, 5 mm de
tamafio de particula y 90 A de diametro de
poro.

3.3.1. Cuanttficacion de aminodacidos
como OP A-derivados

Para la deteccién y cuantificacion de los
aminoacidos presentes en las  muestras
recogidas s¢ realizé una derivacion precolumna
con el reactivo o-ftaldialdehido-3-mercapto-
propidnico (OPA-3-mercaptopropionico) de
acuerdo con el método descrito por Jones ef al.
(1981) y modificado por Herranz er al. (1985).
Este método se ha venido utilizando en nuestro
laboratorio, con pequefias modificaciones, de
forma mtinaria (Cobo, 1990; Cobo et al,
1992, 1993; Expédsito ef al., 1994; Segovia et
al., 1994).

El material necesario para la preparacion
del reactiva OPA-3-mercaptopropidnico es el
siguiente:

- borato sodico (Na;B4O; 10H;0) (Merck);
- metanol grado HPLC (Schartau),
- o-ftaldialdehido (OPA) (Sigma);
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- acido 3-mercaptopropionico (Sigma).

El reactivo se prepara del siguiente modo:
tras disolver 32 mg de OPA en 800 pl de
metanol se afiaden 7140 ul de una solucion de
tampon borato 0.1 M ajustada a un pH de 9.5.
Posteriormente se afiaden 54 pl. de acido 3-
mercaptopropionico. La solucion debe conser-
varse a temperafura ambiente en un frasco
opaco y cerrado. El reactivo preparado posce
una validez de 15 dias.

La derivacion precolumna de los amino-
acidos fue realizada de la siguiente manera. A
20 ul. de muestra se le incorporaron 5 pl. del
estandar interno utilizado (homoserina 0.025
mM) y 10 pl. del reacivo OPA-3-mercapto-
propiénico. La mezcla resultante se agito en un
aparato vortex durante 15 seg para favorecer la
reaccidn. Transcurrido 1 min desde la adicion
del reactivo OPA-3-mercaptopropionico a la
muestra, se afiadieron 5 pl. de 4cido acético al
5% con el fin de disminuir el pH de la mezcla
y evitar la pérdida de silice de la columna.
Finalizada la derivacidn, se inyectaron en el
cromatografo 20 pl de la solucién obtenida
mediante un inyector tipo Reodhyne de
volumen fijo.

3.3.2. Condiciones cromatogrdficas

Para conseguir una correcta separacion de
los picos correspondientes a cada aminoacido
se empled un gradiente de dos fases moviles,
con un flujo constante de entrada a la columna
de ! ml/min (Herranz ef al, 1985). El
programa de gradienies utihzado puede verse
en la Tabia 1.

Los reactivos empleados en 1a preparacion

de las dos fases moéviles utilizadas fueron los_

siguientes:
- tampon acetato sodico 4 M (Pierce);

- alcohol isopropilico grado HPLC
(Scharlan);
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- metanol grado HPLC (Scharlau);

agua ultrapura obtenida de un sistema de
purificacibn de agua Milli-Q  plus
(Millipore) vy filtrada a través de un filtvo
Millipore de 0.45 pum.

La fase movil A consistid en una solucién
95/5 (vol/vol) de tampén acetaio sodico 50
mM y metanol, a la que se le afiadieron 12.5
mi. de alcohol isopropilico por cada liro de
mezcla. El tampdn acetato sédico utilizado en
la fase movil A se prepard a partir de una
solucion de acetato sodico 4 M con pH
ajustado a 5.67 y filtrada a través de un filtro
Millipore de 0.45 pm.

La fase movil B consistio en una mezcla
70/30 (vol/vol) de metanol vy agua.

Previamente a su utilizacion, ambas solu-
ciongs se degasificaron mediante sonicacion
durante 15 min. Posteriormente se colocaron en
el cromatografo y durante 5 min se sometieron
a un burbuwjeo de helio a un fluyjo de 100
mL/min. Durante el proceso de analisis el flujo
de helio se mantuvo a 10 mL/min.

TIEMPO  FLUJO Fase A Fase B
{min) (mL/min) (%) (%)
0.00 1 90 10
9.00 I 52 43
12.00 1 100
16.00 1 0 100
16.01 ! 90 10
| 2000 1 90 10

Tabla 1. Programa de gradientes utilizado en el
andlisis cromatogrdfico de las muestras. Los 16
primeros min de este programa de gradientes
fueron usados para el andlisis de las muestras; los
4 min siguientes fueron usados como programa de
Preparacion para un revo andlisis.



La deteccion de los aminoacidos OPA-
derivados se realizd0 con un detector de
fluorescencia Waters 420-AC con un filtro de
excitacion de 340 nm y un filtro de emision de
460 nm.

El calculo de factores de respuesta y
tiempos de retencion y la cuantificacion de los
aminoacidos se llevo a cabo con un integrador
registrador Waters 745 siguiendo el método del
estandar interno. El estandar interno empleado
fue Ia homoserina. En la FFigura 10 puede verse
un ejemplo de cromatogramas obtenidos con
las condiciones descritas.

3.2.2.1. Factor de dilucion

El hecho de realizar una derivacion
precolumna de la muestra o de la solucion
pairén obliga a calcular un factor de dilucion
que tenga en cuenta el volumen de muestra que
se encuentra en la mezcla inyectada. La
preparacton de la muestra se hizo, tal y como
se hamencionado previamente, afiadiendo a los
20 pL de muestra o solucion patrén, 5 ul. de
estandar interno, 10 ul de OPA-3-mercapto-
propionico y 5 ul. de acido acético al 5%. Fl
volumen final de la mezcla fue, por tanto, de
40 uL. De estos 40 pl. se inyectaron 20 uL en
el cromatografo. El volumen total de muestra
inyectado fue, por tanto, de 10 pL.. El factor de
difucién se calculé hallando la inversa del
volumen de muestta inyectado, resultando ser
de 1/10 = 0.1. La concentracion de cada
aminoacido presente en la muestra se calculd
multiplicando la cantidad medida de dicho
aminoacido por el factor de dilucion 0.1.

3.2.2 2 Calibracion

La calibracién se realiza con el fin de dar al
integrador valores de referencia de los tiempos
de retencion y factores de respuesta de cada
aminocido analizado. El tiempo de retencion
de cada sustancia es el iempo medio que tarda
en salir de la columna del cromatografo y es
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utilizado por el integrador para identificarla. El
factor de respuesta de cada sustancia es un
valor que relaciona las concentraciones cono-
cidas de esta sustancia y del estandar interno
con las areas de los picos cromatograficos.

Para la calibracion del cromatdgrafo, se
prepararon soluciones estindar de cada uno de
los aminoicidos analizados a una concen-
tracion de 0.05 mM. El disolvente empleado en
todas las disoluciones fue LCRs. Los amino-
acidos empleados fueron L-GLU, GABA,
GLN y Hl -homoserna (Sigma).

A partir de las soluciones estindar se
prepar6 una solucién patron mezclando 150 pL
de la solucion estandar de cada aminoacido,
excludo el estandar interno (homoserina). Las
soluciones patron asi obtemidas se almacenaron
a -80 °C hasta ¢l momento de su utilizacion.

La calibracion se realizé inyectando en el
cromatdgrafo 5 partes alicuotas de solucion
paron. La inyeccion de la misma muestra
varias veces permite al integrador registrador
Waters 745 calcular los factores de respuesta y
los tiempos de retencion medios para cada
aminoacido. En la Tabla 2 se recogen los datos
obtenidos de una de las calibraciones realizadas
para el trabajo expenmental de esta Tesis
Doctoral.

3.2.2.3 Coeficiente de variacicn

Para calcular la vanacion intrinseca propia
del método de anahisis se inyectaron en ¢l
cromatografo 7 partes alicuotas de una solucion
patréon con concentraciones de 5 mM de cada
aminoacido. Puesto que estas inyecciones
fueron realizadas por el mismo experimentador
y en las mismas condiciones, las posibles
diferencias obtenidas son reflejo de la
variabilidad propia del método. En la Tabla 2
puede observarse el coeficiente de variacion de
cada aminoacido obtenido durante el trabajo
experimental de esta Tesis Doctoral.
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AMINOACIDO FR TR ov |
Acido glutamico 1014 504 318%
Glutamina 1.170 731 1.11%
Homoserina - 825 -
GABA 1119 1434 245%

Tabla 2. Factores de respuesta (FR), tiempos de
retencion (TR) y coeficiente de variacion {CV)
obtenidos en una de las calibraciones realizadas
durante el trabgjo experimental realizado para esta
Tesis Doctoral.

i

I
[ 3 0 #B oo L]

Fig. 10. Ejemplo de cromatogramas obtenidos con
las condiciones cromatogrdficas descritas en el
texto: a) patron; b) muestra obtenida de un arimal
mediante perfusion intracerebral in vivo. La escala
representa el tiempo de andlisis (en min). 1: GLU;
2: GLN; 3: homoserina; 4: GABA.

3.2.2.4. Linealidad del andlisis
cromatogredfico

Para determinar la linealidad del método de
analisis cromatografico descrito se inyectaron
en el cromatografo soluciones patron con una
concentracion constante de homoserina (5 pL
de homoserina 0.025 mM = 62.5 pmoles) y
concentraciones variables de los aminoacidos a
analizar. La representacion grafica de la
relacion entre el area de cada aminoacido y el
area del estandar intemo en el eje de ordenadas
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y de la concentracion de aminoacido en el eje
de abcisas resultd ajustarse a una linea recta
(ver Figura 11).

CURVA DE LINEALIDAD
4 & GABA
T = GLN
_ 4 GLU
W 3
3
@ 24
o
0 OJ
I T T I T 1
0 5 1 15 20 25
[AA] en uM

Fig.11. Curva de linealidad obtenida para los
aminodcidos GLU, GABA y GLN bajo las
condiciones cromatogrdficas descritas en el lexto.

3.4. COMPROBACION DE LA LOCALIZACION
DFE LAS CANULAS

Una vez finalizados los experimentos, se
comprobo la correcta localizacion de las
canulas guia y push-pull mediante el estudio
macroscopico de las piezas cerebrales.

El material empleado para dicha
comprobacion fue el siguiente:
- NaCl (Merck);
- formaldehido 35-40% (Panreac);
- heparina 5% (Leo),

- microtomo de congelacion Leitz (Wetzlar);
- lupa binocular (Zeiss).

Los animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de 2 ml/Kg de

Equithesin (ver composicion en el apartado 2.3
de Material y Métodos). A continuacion se les



ntundié solucion saling sotdnica (NaCl 0.9%)
con heparina al 1%, seguida de una solucion de
formaldehido al 10% a través de un puncion en
el ventriculo izquierdo. Terrminada la infusion,
se extrajeron los cerebros con unos alicates

planos y se mantuvieron a -4 °C sumergidos en
una solucion de formaldehido al 10%.

Para su estudio macroscdpico los cerebros
fueron colocados en un microtomo de congela-
¢€i6n y se cortaron en secciones de 150 um. A
continuacion se comprobo la localizacion ade-
cuada de las canulas guia implantadas y del
area de perfusion utilizando una fupa binocular.

4. METODOS ESTADISTICOS

Para el analisis de los resultados obtenidos
se consideraron como valores control de cada
grupo Ia media de los cinco valores obtenidos

Material y Méwdos

antes de la aplicacion de la apomorfina, Estos
valores control reflcjan la concentracion de
aminodcidos de cada grupo obtemida en
condiciones basales.

Los valores control de los tres grupos de
edad en cada upa de las estructuras se
compararon utilizando un analisis de la
vananza de una via.

Los resultados obtenidos en los grupos de
amimales de diferente edad tras la estimulacion
con gpomorfina se analizaron utilizando un
disefio factonal de tres vias en el que las vias
fueron las dosis de apomorfina utilizadas (10 y
20 uM), el grupo de edad de los animales
(jovenes, de edad media y viejos) v el tiempo
(10 muestras). El disefio factonal se hizo con
medidas repetidas en el tiempo, comparando
los valores estimuloe y post-estimuto con el
valor control.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los expe-
rimentos realizados para esta Tesis Doctoral se
presentan en forma de Tablas y Graficas. Las
Tablas muestran, en valores absolutos, las
concentraciones extracelulares de los amino-
acidos analizados (en uM las de GLU y GLN,
en nM las de GABA). Las Graficas muestran
dichas concentraciones en porcentajes con
respecto a su valor control (la media de los
valores de las cinco muestras basales),

Todas los resultados mostrados pertenecen
a experimentos en los que se comprobd que el
4rea de perfusion estaba localizada en el
estriado o en la corteza prefrontal de la rata en
estudio.

1. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOS EN
EL ESTRIADO

l.1. Efecto de lu apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en el estriado
de la rata adulta joven

La concentracion extracelular de GLU
obtenida en el estriado de la rata adulta joven

en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 0.24 + 0.02 pM.

La aplicacion directa del agonista dopami-
nérgico apomorfina en el estriado de ratas
jovenes produjo un aumento de la concen-
tracion extracelular de GLU dependiendo de la
dosis utilizada.

A la dosis de 5 pM, la apomorfina no
modificod de forma estadisticamente significa-
tiva la concentracion extracelular de GLU en el
estriado de ratas jovenes. El incremento
maximo alcanzd el 136% del valor control
(P>0.10). Sin embargo, a dosis de 10 v 20 uM,
la apomorfina produjo un aumento de la
concentracién  extracelular de GLU que
comenzo durante la aplicacion de la mismay se
mantuvo durante 30 min. El aumento maximo
de la concentracion de GLU alcanzo el 167%
del valor control con la dosis de 10 pM
(P<0.005) y el 184% del valor control con la
dosis de 20 pM (P<0.001).

1.2. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en el estriado de
fa rata de edad media

La concentracion extracelwar de GLU
obtenida en €l estriado de la rata de edad media
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en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 0.30 + 0.03 pM.

En las ratas de edad media, la aplicacion de
apomorfina a la dosis de 10 pM produjo un
aumento de la concentracion extracelular de
GLU solo en la muestra-posterior a la aplica-
cion de apomorfina. Este aumento alcanzd el
1719% del valor control (P<0.005). Por el
contrario, la apomorfina, a la dosis de 20 pM,
no modificé de forma estadisticamente signifi-
cativa la concentracién extracehular de GLU en
¢l estriado de ratas de edad media. El incre-
mento maximo alcanzd el 124% del valor
control (P>0.10).

1.3. Iifecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en el estriado
de la rata vieja

La concentracion extracelular de GILU
obtenida en el estriado de la rata vieja en condi-
ciones basales fue, con nuestro método, de
0.26 + 0.04 uM.

En las ratas vigjas, la aplicacion de apo-
morfina, a las dosis de 10 y 20 uM, no modi-
fico de forma estadisticamente significativa la
concentracion  extracelular de GLU en el
estriado. Los aumentos maximos alcanzados
fueron del 121% del valor control con la dosis
de 10 uM (P>0.10) y del 136% del valor
control con la dosis de 20 uM (P>0.10).

1.4. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento

La concentracion extracelular de GLU en
el estriado de la rata en condiciones basales no
fue significativamente diferente entre los tres
grupos de edad (P>0.10).

El efecto de 1a apomortina, a la dosis de 10
uM, sobre las concentraciones extracelulares
de GLU fue significativamente menor cn el
grupo de ratas viejas que en los grupos de ratas
Jovenes y de edad media (P<0.01).

s4

El efecto de la apomorfina, a la dosis de 20
puM, sobre las concentraciones extracelulares
de GLU fue significativamente diferente entre
los tres grupos de edad (p<0.05). Sin embargo,
las comparaciones dos a dos no resultaron

estadisticamente significativas.
Grupo de edad GL&%TO
2-3 meses (n=15) 0244002
12-13 meses (n=11) 4 030+003
24-34 meses (n=13) 0.26 + 0.04

Tabla 3. Concentraciones extracelulares de dcido
glutdmico (en uM, media + error estandar de la
media) obtenidas en condiciones basales del
estriado de ratas adulias macho jovenes, de
mediana edad y viejas.

1.5. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en el estriado
de la rata adulta joven

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en el estriado de 1a rata adulta joven
en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 40 + 7nM .

La aplicacion directa del agonista dopa-
minérgico apomorfina en el estriado de ratas
jovenes produjo un aumento de la concen-
tracion extracelular de GABA dependiendo de
la dosis utilizada.

A la dosis de 5 uM, la apomorfina no
modificé de forma estadisticammente significa-
tiva la concentracion extracelular de GABA en
el estriado de ratas jovenes. El incremento
maximo alcanzd el 146% del valor control
(P>0.10). Por ¢l contrario, a las dosis de 10 y
20 pM, la apomorfina si produjo un aumento
de la concentracién extracelular de GABA.
Con la dosis de 10 pM de apomorfina, el



aumento en la concentracion de GABA se
observé durante la aplicacion de la apomorfina
y alcanzo €l 178% del valor control {P<0.005).
Con la dosis de 20 uM de apomorfina, el
aumento en la concentracion de GABA
comenzd durante la aplicacion de la
apomorfina vy se mantuvo durante 30 min,
alcanzando su maximo valor durante la
aplicacion de la apomorfina (191% del valor
control) (P<0.005).

1.6. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en el estriado
de la rata de edad media

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en el estriado de la rata de edad media
en condiciones basales fue, con nuestro
metodo, de 50 + 7 nM.

En las ratas de edad media, la aplicacion de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 pM,
produjo un aumento en la concentracion
extracelutar de GABA solo en la muestra
posterior a la aplicacion de la apomorfina. Este
incremento alcanzé el 175% (P<0.05) y el
167% (P<0.05) del valor control respecti-
vamenie.

1.7. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en el estriado
de la rata vieja

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en el estriado de la rata vieja en
condiciones basales fue, con nuestro método,
de 43+ 7nM.

En las ratas viejas, la aplicacion de
apomorfina, a la dosis de 10 yuM, no modificod
de forma estadisticamente significativa la
concentracion extracelular de GABA en el
estriado. Fl incremento méximo alcanzd el
126% del valor control (P>0.10). Sin embargo,
la apomorfina a la dosis de 20 uM, produjo un
aumento de la concentracion extracelular de

GABA durante su aplicacion. Este aumento
alcanzo el 172% del valor control (P<0.01).

1.8. Efecto de la apomorfina sobre la
concentracion de (GABA en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento

[a concentracion extracelular de GABA en
el estriado de la rata en condiciones basales no
se diferencio de forma significativa entre los
tres grupos de edad (P>0.10).

El efecto de la apomorfina, a la dosis de 10
uM. sobre las concentraciones extracelulares
de GABA fuec sigmficativamente menor en el
grupo de ratas viejas con respecto a los grupos
de ratas jovenes y de edad media (P<0.01).

El efecto de la apomorfing, a 12 dosis de 20
uM, sobre las concentraciones extracelulares
de GABA no fue significativamente diferente

entre los tres grupos de edad.
Grupo de edad ( S££ )
2-3 meses (n=17) 40+7
12-13 meses (n=10) 50+7
24-34 meses (n=12) 43+7

Tabla 4. Concertraciones extracelulares de GABA
(en nM, media + error estandar de la media)
obtenidas en condiciones basales del estriado de
ratas adultas macho jovenes, de mediana edad y
viejas.

1.9. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLN en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento

Las concentraciones extracelulares de GLN
obtenidas en el estriado de la rata en condi-
ciones basales fueron, con nuestro método, las
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siguientes: en el grupo de ratas adultas jovenes,
1.25 + 0.12 pM; en el grupo de ratas de
mediana edad, 1.08 + 0.08 uM; y en el grupo
de ratas viejas, 1.20 + 0.16 puM. La concen-
tracion extracelular de GLN en el estriado de la
rata en condiciones basales no se diferencio de
forma significativa entre los tres grupos de
edad (P>0.10).

La aplicacion de apomorfina, a las dosis de
5, 10 y 20 uM, no modificc de forma

Grupo de edad GL(M;\IA
2-3 meses (n=17) 125+0.12
12-13 meses (n=10) 1.08 +0.08
24-34 meses (n=13) 1.20+0.16

Tabla 5. Concentraciones extracelulares de
glutamina (en yuM, media -+ error estdndar de la

estadisticamente signifieattva—ta—concentracion
extracelular de GLN en el estriade de la rata en
ninguno de los grupos de edad estudiados.
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Resultados

ACIDO GLUTAMICO (estriado)

701 0.28+H005
80| 021 +0.06

901 0194003

100 | 0.16+0.03

042 H0.04 ¥+
0.42 +H).09 **++

028 +0.07

0.39+0.10

0.40 +0 08 *»**
0.36 +0.08 ***
0.27 2004
0.20 +0.03

0.50 +0.17 ***
"0.3940.08
0394003

0.26 +0.06

0.2240.05
0.33 +0.04
0.24 40.05

0.25 +0.04

0.26 +0.08
0.23 40.04
029 40.08
0.24 +0.06

ratas adultas jovenes ratas de edad media ratas viejas
APO 5 uM APO 10 oM APO 20 uM APO 10 uM APO 20 pM APO 0 uM APO 20 pM
min {n=5} (n=3) (n=%) (n=6) (n=5) (n=8) (6=3)
10 [ 021 +0.04 0.29 +0.08 0.2040.03 0.33 .04 031009 0.27 40 07 0.27 40,08
20 [ 02240.02 0.25 40.06 022+0.03 036 +0.04 0.27 40.10 0.24 +0.04 0.34 40.18
30 | 024 4003 0.2540.04 0.25 +0.04 0.31 407 0.26 +0.09 0214004 0.34 4018
40l 0214002 0.26 40 06 0.21+0.03 027 4003 0334013 92840 11 025+0.06
50 | 0.23 +0.04 0.28 +0.04 0.23 40.34 0.28 +0.06 0.27 H).06 0.21 40,05 029 40.10

03540.14

0.2840.06
0.22 +0.06

0294011

Tabla 6. Concentraciones extracelulares de dcido glitamico (en M, media + error estdandar de la media)
obtenidas mediante perfusion intracerebral en el estriado de ratas adultas macho jovenes, de mediona edad y
viejas. Durante la obtencion de la sexta muestra (min 60) se administra intracerebralmente el agonista
dopaminérgico apomorfina (APO) a las dosis de 5, 10 6 20 uM. Los asteriscos indican I significacion
estadistica de cada valor con respecto a su valor control (*** = P<.0.005; **** = P<0.001).
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ACIDO GLUTAMICO
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300, ~*S5uM
—a— 10 pM ratas jovenes
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Fig. 12. Ffecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APO), a las dosis de 5, 10y 20 uM, sobre la
concentracion extracelular de dcido glutamico en el estriado de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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70

80

100

S8+10
56+17

54 +20

59+22

T2+26 %+
69424
46+ 10

47+12

GABA (estriado)
ratas adultas jovenes ratas de edad media ratas viejas
APOSUM | APOIOGM | APO20pM | APOIOWM | APO20pM | APOIOpM | APO20uM
min n=4) (n=T) (n=5) (n=5) (n=5} (=7 (n=3)
0|[25+4 S0+ 14 39+ 9 40+12 §9+16 56+ 20 ar+11
20| 26+8 47+17 43+10 34+ 9 52+ 7 43+6 42410
3029+ 2 49415 #M+9 48+12 0+ 7 41+7 4412
40|26+ 7 45+1] 37+11 50+13 58+ 7 48410 35+ 9
47410

53415

49412
41+1H

43+11

Tabla 7. Concentraciones extracelulares de GABA (en nM, media + error estandar de la media) obtenidas
mediante perfusion intracerebral en el estriado de ratas adultas macho jovenes, de mediana edad y viejas.

Durante la obtencion de la sexta muestra (min 60) se administra intracerebralmente el agonista

dopaminérgico apomorfina (AP0O) a dosis de 5, 10 6 20 uM. Los asteriscos indican la significacion estadistica
de cada valor con respecto a su valor control (* = P<0.05; ** = P<(.01; *** = P<(.005).
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GABA
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Fig. 13. Efecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APQ), a las dosis de 5, 10 y 20 uM, sobre la
concentracion extracelular de GABA en el estriado de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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GLUTAMINA (estriado)
ratas adultas jovenes ratas de edad media ratas viejas
APO 5 M APO 10 uM APO 20 uM APO 0 pM APO 20 iM APO 10 iM APO 20 pM

min (n=95) (=T7) (n=5) (n=5) (n=3) (=8} (=5)
10 | 0.86+0.13 1334023 1.5240.18 106 H).26 1184017 127 40.29 1.16 40.43
20 | 1044014 120 40.15 178 +0.38 114 +0.28 1.03 +0.08 1.2940.34 1.54 +0.90
10| 1044015 0.9240.10 1474025 1014022 LO5 +0.10 0.9540.18 1144031
401 1184032 1.1040.13 164 4030 1.06 40.25 1314021 1424049 1.22 40.50
50 | 1184017 L1240.13 1.5940.46 1.24 #0.14 128 40.15 0.96 +0.25 1171028
70 | 1174021 0.96 +0.13 1.72 4064 0.76 40.22 1.5940.30 1434071 1.51+0.43
80 | 1304031 1.06 40.11 1.3940.44 0.78 40.25 147 40.21 119 +0.48 1.96 +0.77
90 | 117 40.25 1.04 +0.12 121 +0.11 6.59 H0.17 1.4540.23 097 +0.21 1.9140.70
100 | 1314024 0.96 +0.10 1.23 4026 0.62+0.13 0.98 +0.04 1114018 1.6740.54

Tabla 8. Concentraciones extracelulares de glutamina (en uM, media + error estiandar de la media) obtenidas
mediante perfusion intracerebral en el estriado de ratas adultas macho jovenes, de medicounr edad y viejas.

Durante la obtencion de la sexta muestra fmin 60) se administra intracerebralmente el agonista
dopaminérgico apomorfina (APQ) a dosis de 5, 10 6 20 yM.
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Fig. 14. Efecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APQO), a las dosis de 5, 10 y 20 uM, sobre la
concentracion extracelular de glutamina en el estriado de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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ACIDO GLUTAMICO
ESTRIADO
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Fig. 15. Concentraciones extracelulares de acido
ghuamico obtenidas en condiciones basales en el
estrindo de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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Fig. 16. Aumento maximo de las concentraciones
extracelulares de dcido glutdmico obtenido tras la
aplicacion de apomorfina (AP0O) a las dosis de 10
v 20 uM en el estriado de ratas jovenes, de edad
media y viejas.
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Fig. 17. Concentraciones extracelulares de GABA
obtenidas en condiciones basales en el estriado de
ratas jovenes, de edad media y viejas.
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Fig. 18. Aumento mdximao de las concentraciones
extracelulares de GABA obtenido tras la aplicacion
de apomorfina (APQ) a las dosis de 10y 20 uM

en el estriado de ratas jovenes, de edad media

Y viejas.
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Fig. 19. Concentraciones extracelulares de
glutamina obtenidas en condiciones basales en el
estriado de ratas jovenes, de edad media y viejas.



2. INTERACCION DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOS EN
LA CORTEZA PREFRONTAL

2.1. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal de la rata adulta joven

La concentracion extracelular de GLU
obtenida en la corteza prefrontal de la rata
adulta joven en condiciones basales fue, con
nuestro metodo, de 0.29 + 0.02 mM.

La apomortina, a las dosis de 5 uM y 20
pM, no modificod de forma estadisticamente
significativa la concentracion extracelular de
GLU en la corteza prefrontal de ratas jovenes.
El incremento maximo alcanzd el 125% del
valor control con la dosis de 5 uM (P>0.10) y
el 119% det valor control con la dosis de 20
uM (P>0.10).

LLa aplicacion de apomorfina, a la dosis de
10 uM, produjo un aumento de la concen-
tracion extracelular de GLU. FEste aumento
comenzd durante la aplicacion de la
apomorfina y s¢ mantuvo durante 20 min. El
maximo incremento de la concentracion de
GLU alcanzé ¢l 178% del wvalor control
(P<0.001).

2.2. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal de la rata de edad media

La concentracidn extracelular de GLU
obtenida en la corteza prefrontal de la rata de
edad media en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 0.36 + 0.05 mM,

La aplicacion de apomorfina a la dosis de
10 uM no modificd de forma estadisticamente
significativa la concentracion extracelular de
GLU en la corteza prefrontal de las ratas de

Resultados

edad media. El incremento maximo alcanzo el
115% del valor control (P>0.10). Sin embargo,
Ia apomorfina, a la dosis de 20 uM, produjo un
auymento en la concentracion extracelular de
GLU en la corteza prefrontal que alcanzd el
130% del valor control (P<0.01).

2.3. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal de la rata vieja

La concentracion extracelular de GLU
obtenida en la corteza prefrontal de la rata vieja
en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 0.31 + 0.02 mM.

En las ratas viejas, la aplicacion de
apomorfina, a las dosis de 10 uM y 20 uM, no
modificd de forma estadisticamente significa-
tiva la concentracion extracelular de GLU en la
cotteza prefrontal. El incremento  mdomo
alcanzo el 132% del valor control con la dosis
de 10 uM (P>0.10) y el 118% del valor control
con la dosis de 20 uM (P>0.10).

2.4. I'fecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento

La concentracion extracelular de GLU en
la corteza prefrontal de la rata obtemda en
condiciones basales con nuestro método no fue
significativamente  diferente entre los tres
grupos de edad (P<0.10).

El efecto de la apomorfina, a la dosis de 10
uM, sobre las concentraciones extracelulares
de GLU fue significativaments menor en los
grupos de ratas de edad media y viejas que en
el grupo de ratas jovenes (p<0.05). Sin
embargo, el efecto de la apomorfina, a la dosis
de 20 pM, sobre las concentraciones extra-
celulares de GLU no fue significativamente
diferente entre los tres grupos de edad.
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Resultados

1

Grupo de edad (g;gﬁ:ﬁ)
2-3 meses (n=17) 029+0.02
11-14 meses (n=10) 036 +005
24-26 meses (=13) 031+0.02

Tabla 9. Concentraciones extracelulares de dcido
glutdmico (en uM, media :+ error estandar de la
media) obtenidas en condiciones basales de la
corteza prefrontal de raias adultas mache jovenes,
de mediana edad y viejas.

2.5. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata adulta joven

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en la corteza prefrontal de la rata
adulta joven en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 32 + 4 nM.

La aplicacion directa del agonista dopa-
minérgico apomorfina en la corteza prefrontal
de ratas jovenes produjo un aumento de la
concentracion extracelular de GABA depen-
diendo de la dosis utilizada.

A la dosis de 5 uM, la apomorfina no
modificé de forma estadisticamente significa-
tiva la concentracién extracelular de GABA en
la corteza prefrontal de ratas jovenes. El
incremento maximo alcanzé el 120% del valor
control (P>0.10). A las dosis de 10 pM y 20
uM, sin embargo, la apomorfina produjo un
aumnento de la concenfracion extracelular de
GABA. Con ambas dosis, e] aumento en la
concentracion de GABA se observd durante la
aplicacion de la apomorfina y alcanzé el 175%
(P<0.05) y el 177% (P<0.05) del valor control,
respectivamente.
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2.6. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata de edad media

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en la corteza prefrontal de la rata de
edad media en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 54 + 11 nM.

En las ratas de edad media, la aplicacion de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 uM, no
modificd de forma estadisticamente signifi-
cativa la concentracion extracelular de GABA
en la corteza prefrontal. El incremento maximo
alcanzo el 124% del valor controt con la dosis
de 10 uM (P>0.10) y el 142% del valor control
con la dosis de 20 uM (P>0.05).

2.7. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata vieja

La concentracion extracelular de GABA
obtenida en la corteza prefrontal de la rata vieja
en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 48 + 6 nM.

En las ratas viejas, [a aplicacidon de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 pM, no
modifico de forma estadisticamente significa-
tiva la concentracion extracelular de GABA en
la corteza prefrontal. El incremento maximo
alcanzd el 140% del valor control con la dosis
de 10 uM (P>0.10) y el 105% del valor control
con la dosis de 20 uM (P>0.10).

2.8. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento

La concentracion extracelular de GABA en
la corteza prefrontal de la rata obtenida con
nuestro método en condiciones basales no fue
significaivamente  diferenic entre los ftres



grupos de edad. Sin embargo, la significacion
alcanzada (P=0.06) sugiere la necesidad de
aumentar el tamario de muestra de los grupos
para confirmar este resultado. Ademas, la
comparacion posterior entre grupos indica la
existencia de una mayor concentracion
extracelular de GABA en los grupos de ratas de
edad media y viejas que en el grupo de ratas
Jovenes (P<0.05).

El efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones extracelulares de GABA, tanto
a la dosis de 10 pM (P>0.10) como a la dosis
de 20 uM (P>0.10), no fue significativamente
diferente entre los tres grupos de edad.

Grupo de edad (conefa):i‘;ontal}
2-3 meses (n=17) 32+4
11-14 meses (n—10) 54+11
24-26 meses (n=12) 48+6

Tabla 10. Concentraciones extracelulares de GABA
ferr nM, media + error estandar de la media)
obtenidas en condiciones basales de la corteza
prefrontal de ratas adultas macho jovenes, de
mediana edad y viejas.

Resultados

2.9. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de (GLN en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento

Las concentraciones extracelulares de GLN
obtenidas en ia corteza prefrontal de la rata en
condiciones basales fueron, con nuestro
método, las siguientes: en el grupo de ratas
adultas jovenes, 1.92 + 0.25 uM; en el grupo
de ratas de mediana edad, 1.51 £ 026 uM y en
el grupo de ratas vigjas, 1.48 + 0.32 uM. La
concentracion extracelular de GLN en la
corteza prefrontal de la rata en condiciones
basales no s¢ diferencio de forma significativa
entre los tres grupos de edad (P>0.10).

L.a aplicacion de apomorfina, a las dosis de
5, 10 y 20 pM, no modifico de forma
estadisticamente significativa la concentracion
extracelular de GLN en la corteza prefrontal de
la rata en ninguno de los grupos de edad
estudiados.

Grupo de edad GLUTAMINA
{corteza prefrontal)
2-3 meses (n=17) 1.92+025
11-14 meses (n=10) 1.51 +0.26
24-36 meses (n=13) 148 3032

Tabla 11. Concentraciones extracelulares de
glitamina (en (M, media + error estandar de la
media) obtenidas en condiciones basales de la
corteza prefrontal de ratas adultas macho jovenes,
de mediana edad y viejas.
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Resultados

ACIDO GLUTAMICO (corteza prefrontal)

ratas de edad media ratas viejas

ratas adultas jovenes

APO 5 uM APO10pM | APO20pM | APO10uM | APO20uM | APOI10pM | APO20uM
min n=5) (n=5) (n=6) 0=5) {n=6) (n=5) (0=5)
10 | 0.30 40.04 0.27 +0.06 0.31 40.03 0.30 40.07 0.43 +0.07 0.31 +0.05 0.33 1004
20 | 0.24 +0.03 0.25 +0.04 0.28 +0.05 0.28 +0.05 0.43 10.10 0.27 +0.04 0.30 +0.04
30 | 0.28 +0.05 0.29 +0.05 0.34 +0.06 0.26 +0.04 0.46 10.09 0.30 +0.04 0.37 +0.05
40 | 0.27 +0.05 0.28 +0.07 0.35 +0.06 0.26 +0.04 0.41 +0.08 0.24 +0.03 0374007
0.28 +0.04 0.26 10.04 0.27 40.06 0.45 +0.07 0.27 40.04 0.29 +0.04

50

701 0.33 H.09 0.45 +0.09 *+** [ 0.38 +0.11 0.28 +0.06 0.49+0.12 0.25 +0.03 0324009
80} 0.31 +0.06 0.34 H0.08 0.31+0.08 0.24 £0.04 0.51 10.11 0.2540.04 0.35+0.10
90 1 0.28 +0.06 0.31 H0.06 0.30 +0.06 027 +0.04 0.39+0.08 027 +0.05 0.2540.04
100 | 0.30 +0.05 0.31 H0.06 0.35 +0.12 0.51 +0.1% 0.22 10.03 0.30 +H0.08

0.26 10.03

0.24 +0.03

Tabla 12. Concentraciones extracelulares de acido glutamico (en uM, media + error estdndar de la

-media) obte
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Fig. 20. Efecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APO), a las dosis de 5, 10y 20 uM, sobre la
concentracion extracelular de dacido glutamico en la corteza prefrontal de ratas jovenes, de edad media y
viejas.
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Resultados

70

80

100

34+ 8
34+10
Nn+17

23+ 4

83+ 16
89 +23
T3+12

Mzxls

GABA (corteza prefrontal)
ratas adultas jovenes ratas de edad media ratas viejas
APO 5 pM APO 0 M APO 20 uM APO 10 uM APO 20 uM APO 10 uM APC 20 uM
min (n=6) (0=5) (=6} (n=3) (0=6) (=3) {n=5)
10| 26+ 4 37411 29+5 41+12 69419 36+11 46+ 11
20| 23+ 4 26+ 7 32+ 6 37410 63+13 41+10 49+ 5
3024+ 4 40+12 344 7 33+ 9 T7T+22 40+ 7 57+ 9
40| 32411 39+ 14 39+ 8 31+ 4 76422 46+ 10 64+ 14

58+24
64+ 31
48417

2+14

Tabla 13. Concentraciones extracelulares de GABA fen M, media + error estindar de la media) obtenidas
mediante perfusion intracerebral en la corteza prefrontal de ratas adultas mackho jovenes, de mediana edad y
viejas. Durante la obtencion de la sexta muestra (min 60) se administra intracerebralmente el agonista
dopaminérgico apomorfina (APQ) a dosis de 5, 10 6 20 pM. Los asteriscos indican la significacion estadistica
de cada valor con respecto a su valor control (* = P<0.05),
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Fig. 21. Efecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APQ), a las dosis de 3, 10 y 20 uM, sobre la
caoncentracion extracelular de GABA en la corteza prefrontal de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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Resultados

GLUTAMINA (corteza prefrontal}
ratas adultas jovenes ratas de edad media ratas viejas
APOSuM | APO10uM | APO20uM | APO10uM | APO20pM | APOIOpM | APO20uM
min o=3) (=6) (n=4) =3 {=5) ©=5) (=%
10] 1664041 2524077 209 4055 1.82 40.55 136 +0.29 1.46 +0.53 1.4640.72
20 [ 1.3640.21 1.73 H).4} 2274037 1.54 4043 1134020 1.64 +0.47 0.96 +0.35
30 | 13040.15 2364072 231 4051 1.65+0.43 1.47 40.41 1.78+0.53 113 +0.43
40 1 1574044 1754037 2.3140.20 1844035 143 40.40 1644045 0.9540.06

70

80

W00

1.27 1015

1274037
1.5940.33
185 H141

1.84 1027

2352 H068

2.14 4065
2.16 30.68

1924063

2.14 1062

203 +0.36

1.9930.13
2111024

187 +0.35

| 1852050

1.57 +0.17

1.56 3038
1.71 40,50
167 40.30

2.00 +0.50

1.64 +0.51

1181015
1.19+0.20
1.34 40.31

1.33 3031

1.70 H0.36

174038
1.52 40.45
142 +0.32

1352029

1.52 +0.48

176 3037
2014029

1.34 +0.22

1254030

Tabla 14. Concentraciones extracelulares de glutaomina (en uM, media + error estandar de la media)
obtenidas mediante perfusion intracerebral en la corteza prefrontal de ratas adultas macho jovenes, de
mediana edad y viejas. Durante ln obtencion de la sexta muestra (min. 60) se administra intracerebralmente el
agonisia dopaminérgico apomorfing (AP0O) a dosis de 5, 10 6 20 uM.
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Fig. 22, Efecto de la aplicacion intracerebral de apomorfina (APO), a las dosis de 5, 10 y 20 uM, sobre la
concentracion exiracelular de gluiamina en la corteza prefrontal de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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Resultados

ACIDO GLUTAMICO
CORTEZA PREFRONTAL
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Fig. 23. Concentraciones extracelulares de dcido
glutamico obtenidas en condiciones basales en la
corteza prefrontal de ratas jovenes, de edad media
y viejas.
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Fig. 24. Aumento mdxime de las concentraciones
extracelulares de dcido glutdmico obtenido ras la
aplicacion de apomorfina (APQ) a las dosis de 10
¥ 20 uM en la corteza prefrontal de ratas jovenes,
de edad media y viejas.
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Fig. 25. Concentraciones extraceluiares de (GABA
obtenidas en condiciones basales en la corteza
prefrontal de ratas jovenes, de edad media y viejas.
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Fig. 26. Aumento maximo de las concentraciones
extracelulares de GABA obtenido tras la aplicacion
de apomorfina (APQ) a las dosis de 10y 20 uM

en la corteza prefrontal de ratas jovenes, de edad
media v viejas.
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Fig. 27. Concentraciones extracelulares de
glutamina obtenidas en condiciones basales en la
corteza prefrontal estriado de ratas jovenes, de
edad media y viejas.



DISCUSION

1. ACERCA DE LOS METODOS

1. 1. SOBRE EL. METODO DIZ PERFUSION
INTRACEREBRAL IN VIVO

Las concentraciones extracelulares de
neurotransmisores se pueden cuantificar in vivo
con dos tipos de técnicas diferentes: técnicas in
Situ y téenicas ex situ. Las (écnicas in situ
detectan y miden compuestos quimicos
directamente en el espacio intersticial (p. €. la
voltametria) (Kissinger ef af, 1973). Las
técmicas ex situ, o de perfusion intracerebral,
recogen sustancias del espacio intersticial para
ser analizadas posteriormente. Existen varias
técnicas ex sifu: €l cup cortical (Mclntosh y
Obornin, 1953), la perfusion push-puil
(Gaddum, 1961) y la didlisis (Bito et al,
1966).

La voltametria permite cuantificar las
concentraciones extracelulares de neurotrans-
misores por medio de un microelectrodo,
implantado en la region cerebral a estudiar, que
oxida las moléculas de interés. Esta oxidacion
genera unas comientes que pucden  ser
relacionadas con las concentracion de la
molécula oxidada (ver las revisiones de
Benveniste, 1989; Westerink y Justice, 1991,

Gardner ef al., 1993). La gran ventaja de esta
técnica es que realiza la medicion de las
concentraciones de neurotransmusores in Situ.
Posee, ademas, un tiempo de resolucidén muy
corto (Westerink y Justice, 1991). Sin
embargo, la voltametria esta, en principio,
limitada a la deteccion de neurotransmisores
oxidables. Ademas, existen problemas de
selectividad, va que compuestos diferentes
pueden poseer potenciales de oxidacion
similares (Benverste, 1989; Benveniste ef al.,
1989). En los ultimos afios se ha avanzado en
la resolucion de estas limitaciones (ver p. ej.
Gonzalez-Mora et al., 1991). En todo caso, a
diferencia de la voltametria, las técnicas ex sifu
permiten detectar todas las sustancias quimicas
presentes en ¢l espacio intersticial (Myers,
1986; Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Gardner et al., 1993).

El cup cortical consiste en un pequefio
cilindro colocado quirargicamente en contacto
directo con la superficie cortical. El cup,
formado por el cilindro y la superficie cortical,
puede ser perfundidc con soluciones
fisiologicas, permitiendo la recogida de
sustancias difundidas desde la superficie
cortical al liquido de perfusion (Benveniste,
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1989; Westerink v Justice, 1991; Gardner et
al., 1993). Esta técnica es la menos empleada
de las técnicas ex sity dado que sélo permite la
perfusion de estructuras cerebrales superficiales
y es dificil de aplicar a animales despiertos
(Westerink y Justice, 1991; Gardner er af.,
1993).

Frente al cup cortical, las técnicas de
perfusion push-pull y de dialisis, por el
contrario, permiten acceder a todas las
estructuras cerebrales y pueden aplicarse al
animal  despierto  (Benveniste, 1989,
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et al., 1993),

Las técnicas de push-pull y didlisis son
muy similares. Ambas utilizan una canula de
perfusion que es implantada en el area cerebral
que s¢ desea estudiar (Benveniste, 1989,
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner ef al,, 1993). El disefio de 1a canula es
basicamente el mismo en ambas técnicas: dos
canulas, bien concéntricas, bien paralelas, a
través de las cuales fluye el liquido de
perfuston. La diferencia principal entre ambas
técnicas consiste en la presencia, en el caso de
la dialisis, de una membrana semipermeable en
el extremo de la canula de perfusion
(Benveniste, 1989).

1.1.1. Comparacion de las técnicas de
perfusion intracerebral: didlisis vs. push-
pull

La presencia de una membrana dialitica en
el extremo de la canula de didlisis evita el
contacto directo del liquido de perfusion con el
tejido cerebral ¢ impide el paso de sustancias
de elevado peso molecular (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner ¢/ al., 1993). Esta membrana evita, de
este modo, el paso de proteinas al liquido
recogido y, por tanto, la degradaciéon de los
neurotransmisores por accion de enzimas
presentes en el liquido recogido, no siendo
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necesaria la desproteinizacion de las muestras
antes de su andlisis (Ungerstedt, 1991,
Westerink v Justice, 1991; Gardner et ai,
1993). No obstante, la membrana dialitica
puede entorpecer el paso de algunas sustancias
de interés presentes en el liquido extracelular,
disminuyendo su concentracion en el liquido de
perfusion (Justice y Neil, 1986; Westerink y
Justice, 1991). Esto obliga a ufilizar un mayor
tiempo de recogida para cada muestra y
métodos de analisis mas sensibles. Por otra
parte, la recuperacion de sustancias quimicas
desde el espacio extracelular a través de la
membrana dialitica depende del coeficiente de
difusion de dichas sustancias, del area de la
membrana de dialisis, del flujo del liquido de
perfusion, de las propiedades de la membrana
y de la temperatura (Benveniste, 1989,
Benveniste et af., 1989; Ungerstedt, 1991).

El sistema de perfusion push-pull evita
algunos de los inconvenientes de la dialisis,
debido a que existe un contacto directo del
liquido de perfusion con el espacio intersticial
(Myers, 1986). De esta forma, no existe ningin
obstaculo a la recuperacion de sustancias del
liquido extracelular. Sin embargo, por esta
misma razon, es necesaria la desproteinizacion
de las muestras antes de su andlisis mediante
filracion. Ademés, la perfusion push-pull
provoca un mayor daiio tisular debido al mayor
tamafio de las canulas de push-pull (0.6-0.7
mm de diametro frente a <0.5 mm en la
dialisis) y a un flujo de perfusion mas elevado
(20 pL/min en el caso del push-pull frente a los
1 a 3 pl/min de la dialisis) (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et al., 1993).

1.1.2. Limitaciones de la técnica de
perfusion intracerebral push-pull

La técnica utilizada en los experimentos
que s¢ presentan en esta Tesis Doctoral fue la
perfusion push-puil.



La principal desventaja de esta técnica es
que produce un mavor dafio tisular que la
dialisis (Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Westerink y Justice, 1991; Gardner et aof.,
1993). Con el fin de hacer minimo este dafio,
se tomaron las siguientes precauciones:

- se emplearon sisternas de canulas
concéntricas gue s obturan con menor
frecuencia (Myers, 1986);

- la distancia existente entre los extremos
distales de las canulas push y pull fue de
0.3 mm.; con esta medida el dafio tisular es
minimo y la eficacia en la recogida de
sustancias desde el tejido cerebral esta
cercana al maximo para el flujo de
perfusion empleado (Yaksh y Yamamura,
1974);

- el ligudo de perfusion empleado fue
isotonico  con  respecto  al  liquido
cefalorraquideo, ya que las soluciones
isotonicas producen un menor dafio tisular
que las soluciones Thipotonicas o
hipertonicas (Y aksh v Yamura, 1974).

El uso de la técnica push-pull lleva
asociado la necesidad de un sisterna de succién
del liquido de perfusion que funcione
simultineamente a la infusion del mismo
(Myers, 1986, Westerink y Justice, 1991;
Gardner ef al, 1993). Este problema se
soluciona con el uso de las bombas de
infusion-succion. A tales bombas se aplican
dos jeringas de modo que una infunda liquido
y la otra lo recoja. Tal proceder, sin embargo,
tiene un importante inconveniente. Para recoger
la muestra obtenida ha de interrumpirse la
perfusion y extraerse la canula push-pull. De
este modo, a cada periodo de perfusion debe
seguirle un periodo de interrupcion de la
perfusion para recoger la muestra desde la
jeringa de succion. Cada periodo de
interrupcion exige la extraccion de la canula
push-pufl v cada periodo de perfusion exige su
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nueva introduccion. Tales manipulaciones
pueden producir un mayor dafio tisular v la
posibilidad de que los niveles de aminoacidos
sean mas reflejo del dafio producido que de las
concentraciones extracelulares reales.

En nuestro laboratonio sc ha desarrollado y
utilizado 1a técnica de push-pull continuo, que
evita los inconvenientes descritos al utilizar
como fuerza de succion la gravedad y no
necesitar, por tanto, una jeringa de succién
(Mora y Porras, 1993; Porras v Mora, 1993;
Sanz et al, 1993; Exposito et al., 1994;
Segovia er al, 1994). Para ello, el extremo
libre del tubo de recogida (el tubo adaptado a la
canula pull) se coloca en un colector de
fracciones a una distancia del punto de
perfusion tal que la infusion y la extraccion del
Hiquido se realice al mismo fluyjo vy
sumuitaneamente. De este modo se evitan las
sucesivas extracciones ¢ mtroducciones de la
canula push-pull con lo cual se consigue un
menor dafio tisular y una mejoria en el
seguimiento de los niveles del neurotransmisor
en la estructura cerebral estudiada, pues no hay
periodos de interrupcion en los que se pierda
informacion.

La técnica push-pull (y también la dialisis)
tiene ofro inconveniente: la introduccion de un
cuerpo extraiio en el cerebro desencadena una
serie de reacciones en el tejido que perturban su
homeostasia. Se ha descrito que durante los dos
o tres dias siguientes a fa implantacion de las
canulas guia no existen alteraciones apreciables
en el tejido cerebral; sin embargo, a partir del
tercer dia sc observa una reaccion astrocitaria
que puede alterar el metabolismo y la difusion
de los aminoacidos (Myers, 1986; Benveniste y
Diemer, 1987, Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). Por este motivo, los experimentos
presentados en esta Tesis Doctoral se realizaron
entrc dos y cuatro dias después de la
intervencion quirurgica. Por otra parte, el
extremo de la canula push-pull estaba situado 3
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mm por debajo del extremo del la canula guia
en el caso de los experimentos en el estriado y
1.5 mm en ¢l caso de los experimentos en la
corteza prefrontal, por lo que ¢l area de
perfusién estaba alejada del area de posible
perturbacion provocada por la implantacién de
las canulas guia. Ademas, se llevo a cabo un
iinico experimento en cada area de perfusion,
evitando asi la introduccion repetida de la
canula push-pull y ¢l posible dafio que ello
produzca, a pesar de que recientemente se ba
descrito que se pueden llevar a cabo
experimentos de microdidlisis  sucesivos
durante siete dias con un disefio de canulas
intercambiable (Fumero et al., 1994).

La introduccion de la canula push-pull al
comenzar los experimentos de perfusion
también provoca alteraciones del tejido
cerebral cercano. Por ejemplo, algunos estudios
han descrito que la introduccion de las canulas
produce una reaccion aguda con disminucion
del flujo sanguineo cerebral y del consumo de
oxigeno (Benveniste et al, 1987). Esta
perturbacion inicial hace aconsejable comenzar
a recoger muestras para su analisis después de
obtener miveles estables del neurotransmisor
estudiado (Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). No esta claro, sin embargo, cudnto
tiempo debe trancurrir entre la introduccion de
la canula y el inico de los experimentos.
Utilizando nuestra técnica, se comprobd
previamente que los niveles de aminoacidos
analizados alcanzaron un estado de equilibrio
tras 50 min de perfusion continua (Porras,
1992), por lo que las muestras recogidas
durante los 50 primeros min de perfusién no se
analizaron en los experimentos.

A vpesar de todas estas medidas, la
perfusién push-pull (y también la didlisis)
produce un cterto dafio tisular. Por ello se ha
cuestionado el orgen (intracelular o
extracelular) de las sustancias presentes en el
liquido recogido. Diversos antores han
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intentado contestar a esta cuestion a través de
difcrentes aproximaciones metodologicas:

- s¢ han cuantificado sustancias que estin
presentes de forma predominante en el
espacio intracelular, como LDH, y cuya
salida al espacio extracelular no esti en
relacion con la actividad newronal; tras la
aplicacion de estimulos que inducen la
liberacibn de neurotransmisores, las
concentraciones extracelulares de estas
sustancias no se modificaron (Greenfield ef
al., 1933);

- se han infundido precursores de neuro-
transmisores marcados radiactivamente,
obteniéndose, posteriormente, la liberacion
de neurotransmisores marcados, tanto en
condiciones basales como tras estimulacion
(Mora y Myers, 1984; Besson ef al., 1986).

- se han infundido sustancias capaces de
liberar neurotransmisores, como altas
concentraciones de K (30 a 100 mM); la
obtencion de un aumento en la liberacion
de neurotransmisores tanto en la técnica de
perfusion  push-pull como en la dialisis
sugiere la integridad funcional de Ilas
neuronas en el punto de perfusion (ver p.
ej. Girault er al, 1986a; Yamamoto y
Davy, 1992; Campbell ez al., 1993).

Los resultados descritos demuestran que las
técnicas de perfusion intracerebral son utiles
para estudiar la liberacion de neurotransmisores
in vivo (se puede consultar una revision amplia
en Ungerstedt, 1991). En relacion con los
aminoacidos, sin embargo, no se ha podido
demostrar de forma consistente el origen
celular de los aminoacidos que se recogen en
las muestras. Por ejemplo, no se ha dernostrado
adecuadamente que las concentraciones de
aminoacidos obtenidas en condiciones basales
dependan de Ca’' con la técnica push-pull. Se
ha descrito que la estimulacion con altas
concentraciones de K induce una liberacién de



ammoicidos neurotransmisores que depende
de la presencia de Ca’* (Girault ef af, 1986a),
Io cual sugeriia que esta liberacion es
exocitotica. Sin embargo, estos resultados no
han sido confirmados. Ademas, la aphcacion
de concentraciones de K’ por encima de 50
mM produce la salida de aminoacidos desde
células gliales (Bemath, 1992) y los métodos
para estudiar la dependencia del Ca’" también
han sido criticados (Bernath, 1992). Por ofro
lado, estudios realizados en nuestro laboratorio
han mostrado que, usando la técmca de
microdialisis, no se puede detectar 1a liberacion
de GLU que produce la aplicacion 4-
aminopiridina, un bloqueante de los canales de
K, in vitro, ni aon bloqueando los sistemas de
recaptacion del GLU (Segovia et af., 1996a).

Todos estos hechos no perrniten determinar
si los resultados obtemdos utilizando la técnica
push-pull (o la dialisis) para el analisis de las
concentraciones de aminodcidos neurotrans-
misores son realmente un buen reflejo de la
liberacion exocitotica de éstos. Por tamto, todos
los resultados de esta Tesis Doctoral deben ser
interpretados desde esta perspectiva.

1.2. SOBRE EL. METODO DE ANALISIS DE
AMINOACIDOS

El procedimiento mas empleado para el
analisis de aminodcidos es la cromatografia
liqmda de alta resolucion (HPLC) debido a su
gran senstbilidad (en ¢l rango de fentomoles), a
su elevada capacidad de resolucion y a su gran
versatilidad. El método HPLC permite utilizar
pequefios volimenes de muestra, métodos de
derivacion simples y un reducido tiempo de
analisis y posee, ademas, un coste menor que
otros métodos cromatograficos (Lindroth y
Mopper, 1979, Jones et al., 1981, Venema et
al., 1983; Allison v Shoup, 1984; Peinado et
al., 1986; Opden y Foldi, 1986; Sherwood,
1990). Dadas las ventajas de la cromatografia
liquida de alta resolucion para el andlisis de
aminoacidos, éste fue el método utilizado en
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los experimentos presentados en esta Tesis
Doctoral.

1.2.1. De la derivacion y cuantificacion
de aminodcidos

Para la cuantificacion de los aminoéacidos
mediante HPLC es necesario  hacer
previamente una derivacion de éstos. La
derivacion de fos aminodcidos puede realizarse
mediante diferentes metodos: formacion de
PITC-derivados (con fenilisotiocianato)
(Bidlingmeyer ef al, 1984), formacion de
FMOC-derivados  (con  9-fluoroeniimetl
cloroformato} (Einarsson et al, 1983) o
formacion de OPA-derivados (con o-
fialdehido) (Lindroth y Mopper, 1979).

La formacion de PITC-derivados es un
método poco sensible y que requere un
proceso largo (Ogden y Foldi, 1986).

La ventaja de los FMOC-denvados es su
gran estabilidad (superior a las 30 h) (Ogden y
Foldi, 1986). Sin embargo, el especitro de
fluorescencia del reactivo esta muy cercano al
de los derivados v pueden existir interferencias
entre ambos en el cromatograma (Ogden y
Foldi, 1986).

Los OPA-derivados poseen una elevada
fluorescencia y requicren un fiempo de
reaccion corto, por lo que este método es muy
sensible para el analisis de aminoacidos, tanto
con detector de fluorescencia (Korf y Venema,
1985; Vezzani et af., 1985) como con detector
electtoquimico (Allison y Shoup, 1984;
Peinado et al, 1986). El detector electro-
quimico, sin embargo, es muy sensible a los
cambios en fa composicion de la fase movil y
su empleo con programas de pgradientes
produce alteraciones de la linea base (Allison y
Shoup, 1984). Dadas sus ventajas, ¢l método
de derivacion de los aminoacidos usado en el
presente estudio fue la formacion de OPA-
derivados, y su cuantificacion se llevo a cabo
con un detector de fluorescencia.
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La reaccidn del OPA con los aminoécidos
se realiza a un pH alcalino (9.5) v necesita un
tiol como molécula auxiliar para dar lugar a un
compuesto fluorescente ¢ inestable (Lindroth y
Mopper, 1979; Allison v Shoup, 1984). La
cantidad de fluorescencia y la estabilidad de los
OPA-dertvados depende del tiol empleado
(Venema et al., 1983; Allison y Shoup, 1984).
Los compuestos derivados con mercaptoetanol
0 mercaptopropiénico poseen mayor fluores-
cencia que los derivados con tertbutiltiol, pero
menor estabilidad (Allison v Shoup, 1984,
Hermmanz et al., 1985; Ogden y Foldi, 1986}. En
el presente trabajo, el compuesto utilizado para
la formacion de los OPA-derivados fue el
mercaptopropionico, dado que permite una
mayor sensibilidad. Con el fin de que la
inestabilidad de los derivados asi formados no
influyese sobre la cuantificacion de los
aminodcidos, el tiempo transcurrido entre la
adicion del reactivo de derivacion y la
inyeccion de la muestra en el cromatografo fue
constante en todos los experimentos.

1.2.2. De las condiciones
cromatogrdficas

Para conseguir una adecuada resolucion de
los picos cromatograficos, se utilizé una
columna de fase inversa C;5 de 15 cm de
longitud y 5 mm de tamafio de particula
(Herranz et al, 1984, 1985). Se eligi6 una
columna de longitud intermedia dado que las
colurnnas de mayor longitud permiten mejorar
la separacion de los picos cromatograficos pero
lentifican el andlisis, y las columnas de menor
longitud requieren un menor tiempo de analists
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pero  poseen una menor capacidad de
separacion. Con ¢l fin de aumentar la vida
media de la columna se utilizd una precolumna
C\s (Venema et al., 1983).

El pH de la fase moévil utilizada en este
trabajo de mnvestigacion fue de 5.67, el cual
permite una adecuada separacion de los
aminodcidos OPA-derivados y se encuentra
dentro de los margenes tolerados por la
columna (2<pH<8). Dado que la derivacion de
las muestras requiere un pH de 9.5 (Allison y
Shoup, 1984), previamente a su inyeccion se fe
afiadieron a las muestras 5 mM de acido
acético al 5% con el fin de evitar 1a pérdida de
silice de la columna (Cobo, 1990).

1.2.3. De la variabilidad del método de
anadlisis

El método de andlisis de aminoacidos por
HPLC acoplado a detectores tanto de fluores-
cencia como electroquimicos es un método
sensible y reproducible para el estudio de los
niveles endégenos de aminoacidos (Venema ef
al., 1983; Peinado et al, 1986). El método
cumple las condiciones de linealidad entre 1
pmol y 10 nmoles de aminoacidos por muestra
vy para volimenes de muestra comprendidos
entre 10 y 500 pl (Venema ef al, 1983;
Peinado et al., 1986). Las concentraciones de
aminoacidos presentes en las muestra
analizadas en este trabajo (0.01-1 pM), asi
como los volimenes de muestra utilizados (20
ul), se encuentran dentro del rango en el que el
método cumple la condicion de linealidad.
Ademas, previo a los experimentos, se
confirm¢ tal condicion,



2. ACERCA DE LOS RESULTADOS

2. 1. INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES
FN EL ESTRIADO DE 1.4 RATA

La aplicacion intracerebral de un agonista
de los receptores dopaminérgicos D1 y D2, la
apomorfina, produjo, en el estriado de la rata
adulta foven, un aumento de la concentracion
extracelular de GLU y GABA.

El aumento de las concentraciones
extracelulares de GLU en el estriado de la rata
tras la aplicacion de un agonista dopaminérgico
ha sido descrito previamente por nuestro
laboratorio utilizando la misma técnica
(Exposito ef al., 1994). También Godukhin ef
al. (1984), utilizando la técnica de push-puil
(aunque con vanas diferencias en su aplicacion
con respecto a la utilizada por nosotros) han
descrito un aumento de las concentraciones de
GLU ftras la aplicacién de apomorfina a la
dosis de 100 uM, asi como tras la aplicacién de
DA. El aumento de las concentraciones
extracelulares de GABA en el estriado de la
rata tras la estimulacion de receptores de DA
{concretamente de receptores D1) también ha
sido descrito previamente (Girault ef al,
1986b).
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En oposicion a los resultados que se
presentan en esta Tesis Doctoral, Yamamoto y
Davy (1992} y Donzanti ef @l (1993), utili-
zando la técnica de microdialisis, han descrito
que la aplicacion de agonistas selectivos de los
receptores de DA D1 y D2 en ¢l estriado no
producen ningin cambio significativo en las
concentraciones extracelulares de GLU vy
GABA en condiciones basales. La explicacion
a esta discrepancia entre nuestro resultados y
los descritos por estos autores puede encon-
trarse en la diferente manipulacion de la neuro-
transmision dopaminérgica utilizada. Puesto
que en el trabajo citado se utilizan agonistas
selectivos de los receptores dopaminérgicos, el
efecto estudiado es el de la estimulacion de uno
solo de los tipos de receptores dopaminérgicos.
En nuestro trabajo, sin embargo, se utiliza un
agonista no selectivo de los receptores de DA,
por lo que el efecto obtenido es el resultado de
la estimulacion simultanea de varios tipos de
receptores dopaminérgicos. Este hecho parece
indicar que los efectos de la estimulacién
simultanea de varios tipos de receptores de DA
pueden ser cualitativamente diferentes de los
efectos de la estimulacion de cada uno de esos
tipos de receptores por separado.

35



Discusion

Aungue esta posibilidad no ha sido
estudiada por nosotros, otros autores han
descrito hechos que la apoyan. Por ejemplo, se
ha descrito que la conducta inducida por la
estimulacién conjunta de los receptores D1 y
D2 es diferente de la inducida por la est-
mulacion de estos receptores por separado
(Koshikawa er al, 1991). También se ha
descrito que los efectos postsinapticos de la
estimulacion selectiva de los receptores D2 son
diferentes de los obtenidos tras la estimulacion
simultinea de los receptores D1 y D2 (Wachtel
et al., 1989).

Por tanto, es posible que la discrepancia
que existe entre los resultados descritos por el
grupo de Yamamoto (Yamamoto y Davy,
1992; Donzanti et al., 1993) y los de esta Tesis
Doctoral pueda explicarse en funcion de la
presencia, en nuestros experimentos, de una
interaccion entre los receptores D1 y los
receptores D2,

2.1.1. Interaccion DA-GLY/ en el
estriado de la rata

Nuestros resultados muestran’ que la -

estimulacion simultanea de los receptores D1 y
D2 en el estriado de la rata produce un
aumento de la concentracion extracelular de
GLU. Este trabajo no ha estudiado los
mecanismos mediante los cuales se puede
producir este efecto. Sin embargo, los
conocimientos que se tienen sobre la histologia
y la neuroquimica del cerebro de la rata nos
permiten discutir varias posibilidades.

El aumento de las concentraciones
extracelulares de GLU en el estriado tras la
aplicacion del agonista dopaminérgico apomor-
fina puede ser debido a un aumento de la
liberacion de GIU (exocitotica o citoplas-
mmatica) 0 a una disminucién de la recaptacion
de GLU.

86

2.1.1.1 jLiberacion de GLU o inhibicion
de su recaptacion?

Algunos autores, utilizando técnicas in
vitro, han descrito ¢como la apomorfina puede
inhibir la recaptacion de GLU (Nieoullon et al.,
1982). Aunque los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral podrian ser explicados a
través de esta accion de la apomorfina, estudios
previos de nuestto laboratoric parecen
contradecir esta posibilidad. De hecho,
Exposito ef al. (1994) han descrito que la
microinyeccion previa de un inhubidor de la
glutamina-sintetasa (la metiomna-sulfoximina)
produce una disminucién dramatica de las
concentraciones extracelulares de GLN vy,
también, la desaparicion del aumento de la
concentracion de GLU  inducida por
apomorfina. Estos resultados parecen sugerir
que el aumento de la concentracion de GLU
inducido por apomorfina necesita de la
presencia de GLN (y, por tanto, de la sintesis
de GLU). De ello podria deducirse que este
aumento de GLU procede mas de una
liberacion de GLU que de una disminucién de
su recaptacion.

2.1.1.2. Liberacion de GLU jvesicular o
citoplasmdtica?

Como se ha expuesto en la Introduccion de
esta Tesis Doctoral, la liberacion de GLU
desde la terminacion nerviosa puede producirse
a través de mecanismos dependientes de Ca®’
(exocitosis de las vesiculas presinapticas) o
mediante mecanismos independientes de Ca®
(inversion del sentido del transporte de GLU),
aun cuando este ultimo mecanismo no ha sido
bien demostrado en estudios in vive (ver
Nicholls, 1989 y Levi y Raiteri, 1992). En esta
Tesis Doctoral no se ha estudiado la
dependencia de Ca® de la liberacion del GLU
inducida por apomorfina. Sin embargo,
Godukhin er @/ (1984) han descrito que el



aumento de la concentracion de GLU tras la
aplicacion de 100 uM de apomorfina no varia
cuando en el medio de perfusion el Ca™ es
sustituido por Co”", pero si disminuye cuando
el Na' es sustituido por colina. Aunque la dosis
utilizada por estos amtores es un orden de
magnitud supenior a la utilizada por nosotros,
estos  resultados  parecen  sugerir que la
apomorfina produce un aumento de la
concentracion de GLU a través de un
mecanismo  dependiente de Na' pero
independiente de Ca’". Por tanto se podria
concluir que la apomorfina induce wuna
inversion del sentido del transporte de GLU a
nivel de las membranas de la terminacion
nerviosa y/o de las células gliales circundantes.

El mecanismo mediante el cual Ia
apomorfina produce esta inversion del
transporte de GLU es desconocido. Si se puede
sugerir, sin embargo, que tal mecanismo esta
mediado por la activacién de receptores
dopaminérgicos, ya que tanto Godukhin er al.
(1984) como nosotros (Expasito et al., 1994)
hemos demostrado que la liberacion de GLU
inducida por apomorfina es atenuada por la
aplicacion previa del antagonista dopaminér-
gico halopendol.

No esta clara la forma en la que una
activacion de los receptores de DA podria
modificar el transportador de GLU. Sin
embargo, recieniemente se ha sugerido que el
transportador de GLU puede estar regulado por
fosfatasas y proteina-kinasas (ver la revision de
Danbolt, 1994), por o que la fosforilacion de
proteinas que se produce tras la activacion de
receptores de DA podria actuar también sobre
el transportador de GLU. Por otra parte, Leviy
Raiteri (1992) han sugerido que la liberacion
de GLU y GABA inducida por agonistas del
GLU puede producirse, en parte, a través de la
mversion de sus transportes debido a que la
propia excitacion neuronal produce entrada de

Discusion

Na'. Es posible que este mismo mecanismo
pueda jugar un papel en el aumento de las
concentraciones extracelulares de GLU vy
GABA inducido por apomorfina.

La hipotesis de que la apomorfina
produzea su efecto sobre las concentraciones
de GLU a través de la activacion de receptores
de DA s¢ opone a las observaciones
histolégicas que describen, en ¢l estriado de la
rata, la ausencia (0 muy escasa presencia) de
sinapsis axo-axdnicas y, por tanto, de una
conexion  directa entre los  axones
glutamatérgicos procedentes de la corieza y los
axones dopaminérgicos procedentes  del
mesencéfalo (ver Komhuber y Kornhuber,
1983). Para explicar esta discrepacia se ha
sugerido la presencia de receptores de DA en
los axones que contienen GLU a pesar de que
no existan sinapsis entre ellos. Estos receptores
estarian, por tanto, fuera del confinamiento
espacial de las sinapsis, en el marco de o que
se conoce como «Reurotranmision
volumétrica» (para ung revision extensa de este
concepto s¢ puede consultar Fuxe y Agnati,
1991). En el estriado se ha invocado
previamente la existencia de este tipo de
transmision neural para explicar ciertos
fenomenos que no pueden ser entendidos con
las descripciones clasicas (ver p. ¢j. Garcia-
Mufioz et al, 1991). Ademas, algunos
resultados experimentales han confinmado la
existencia de receptores para DA fuera de las
sinapsis que poseen una alta afinidad por la
DA (ver Diaz et al., 1995}. De confirmarse la
existencia de receptores para la DA en las
terminaciones nerviosas procedentes de la
corteza (hecho que ha sido objeto de discusion
durante la idltima década: ver Komhuber y
Kornhuber, 1986; Trugman ef ai., 1986; Joyce
y Marshall, 1987; Maura et a/,, 1988) podria
ser facilmente explicable ¢l efecto de la
apomorfina sobre la liberacion de GLU por el
mecanismo antes menctonado.
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espina
dendritica

Fig. 28. Representacion esquemcitica de la
convergencia que existe enire las terminaciones
glutamatérgicas (GLU) procedentes de la corteza y
las terminaciones dopaminérgicas (DA)
procedentes del mesencéfalo sobre las neuronas
espinosas gabérgicas del estriado de la rata. Los
rectangulos negros representan los receptores
dopaminérgicos (se discute su presencia en Ias
terminaciones glutamatérgicas). Los ovalos grises
representan los receptores glutamatérgicos (se
discute su presencia en las terminaciones
dopaminérgicos). Basado en Smithy Bolam, 1990
y Parent y Hazrati, 1995,

2.1.1.3. Liberacion citoplasmatica de GLU
(de origen neuronal o de origen glial?

Como ya se ha comentado en el apartado
que discute la utilidad de las técnicas de
perfusién intracerebral, estas técnicas no
pueden dilucidar el origen celular (neuronal o
astrocitario) de los aminoacidos recogidos. Sin
embargo, los datos discutidos aqui sugieren
que el aumento de GLU producido por la
apormorfina se produce como consecuencia de
la inversion del sentido del transporte de GLU.
Puesto que el transporte de GLU tiene lugar de
forma predominante en las células ghales, se
puede sugerir que el GLU liberado por la
apomorfina es de origen glial.

Como ya se ha comentado, el efecto de la
apomorfina sobre la liberacion de GLU est
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mediado por la estimulacion de receptores de
DA. Por tanto, para que la hipotesis del origen
glial del GLU sea consistente es necesario que
existan receptores de DA en las células gliales.
Este hecho ha sido, efectivamente, descrito
(Hosli y Hosli, 1986). La forma en que la
estimulacion de receptores de DA en los
astrocitos pueda regular el transporte de GLU
no esta clara. Sin embargo, como ya se ha
discutido, el hecho de que el transportador de
GLU posea un lugar susceptble de
fosforilacion (ver la revision de Danbolt, 1994)
indica que puede existir una regulacion de este
transportador a través de los segundos
mensajeros activados por los receptores de DA.
Ademas, un mecanismo semejante ya ha sido
descrito para los receptores de noradrenalina
(ver Hansson, 1991).

espacio 1 GLU

extracelular

t-GLU

GLU ‘\?

\ PK
r-DA tAMPc A

astrocito

Fig. 29, Hipotesis de la regulacion dopaminérgica
del ransporte glial de ghitamato. La activacion de
receptores dopaminérgicos de la membrana de los
astrocitos podria regular la molécula
transportadora de dcido glhitamico invirtiendo el
sentido del transporte de éste. AC: adenilato-
ciclasa APO: apomorfina; Gs: proteina G
estimuladora; PK: proteina-kinasas; r-DA:
receptor dopaminérgico; 1-GLU: wansportador de
glutamato. Basado en Hansson, 1991,



En definitiva, por todos los datos
discutidos hasta aqui, sugerimos que la
apomorfina produce una aumento de las
concentraciones de GLU en el estriado de la
raia a través de la estimulacion de receptores de
DA situados en los astrocitos que produce la
mversion del transporte de GLU.

2.1.1.4. Otras posibilidades

Las posibilidades hasta aqui discutidas
hacen referencia tinicamente a la hipotesis de
que la apomorfina produzca wna liberacion de
GLU a través de la inversion del sentido de su
transporte. Sin embargo, puesto que esta
hipétesis, aunque la mas probable, no esta
enteramente demostrada, no podemos descartar
la posibilidad de que el aumento de Ia
concentracidn de GLU iwnducido por la
apomorfina proceda de una liberacion
exocitotica presindptica. En todo caso, la
apomorfina produciria este efecto a través de la
estimulacion de receptores de DA (ver mas
arriba). Por tanto, esta hipOtesis es, también,
inconsistente con la ausencia de conexiones
sinapticas entre las terminaciones dopami-
nérgicas y glutamatérgicas del estnado. Se
pueden dar dos explicaciones a esta aparenie
contradiccion. Una refiere a la existencia de un
mecanismo «volumétrico» de transmision (esta
explicacion ha sido discutida mas arriba). La
otra refiere a la activacion de uma via neural
larga. Esta via neural estaria forrnada por las
neuronas gabérgicas, que presentan receptores
para DA y que proyectan a nicleo palido; las
neuronas gabérgicas de éste, que, a su vez,
establecen smnapsis con neuronas glutama-
térgicas del talamo y, finalmente, las neuronas
talamicas que, ya sea directamente (existen

terminaciones talamicas en el estriado), va a

través de sus conexiones con la corteza frontal
y desde ésta con el estriado, pueden inducir la
liberacion presinaptica de GLU en esta
estructura.

Discusion

2.1.2. Interaccion DA-GABA en el estriado
de fa rata

Nuestros resultados muestran que la
aplicacion del agonista dopaminérgico
apomorfina en el estriado de la rata produce un
aumento de la concentracion extracelular de
GABA.

El aumento de la concentracion de GABA
tras la aplicacién de apomorfina puede ser
producido por un aumento de la liberacion de
GABA o por una dismunucion de la
recaptacion de GABA.

Este trabajo no ha estudiado los
mecanismos mediante fos cuales se produce
este efecto. La bibliografia tampoco aporta
datos acerca de la dependencia idmica del
aumento de GABA inducido por agonistas
dopamunérgicos in vive. Por tanto, serian
necesarios experimentos i vive que estudiasen
si este aumento de GABA es dependiente de
Ca™ y de Na". En todo caso se pueden discutir
varias posibilidades.

La presencia de receptores de DA en las
neuronas gabérgicas del estriado sugiere que la
apomorfina, estimulando directamente estos
receptores, produce excitacion de estas
newronas v liberacion presinaptica de GABA,
ya sea vesicular (dependiente de Ca™), va sca
citoplasmatica (por inversion del sentido de su
transporte). Estudios in vitro han demostrado
que la aplicacién de DA a dosis superiores a 10
uM, produce una liberacion de GABA a través
de su transportador (Bemath y Zigmond,
1989). Dado que las dosis de apomorfina
utilizadas por nosotros son del mismo orden de
magnitud que las utilizadas en el trabajo
descrito, y que la apomorfina tiene una afinidad
por los receptores de DA semejante a la de la
propia DA, se podria sugerir que el efecto
observado por nosotros en las concentraciones
extracelulares de GABA se debe, también, a
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una inversion del sentido del transporte de
GABA.

Por otra parte, el hecho de que la
apomorfina produzca un aumento de la
concentracion de GLU (ver mas arriba) v de
que la estimulacion de receptores de GLU
produzca una liberacion de GABA (Morart ef
al., 1993; Young y Bradford, 1993) sugiere
que la apomorfina también puede producir un
aumento de la concentracion de GABA
mediante la liberacion previa de GLU. La
bibliografia no nos permite discutir este punto
mas alla La realizacion de experimentos en los
que, de forma simultinea, se estimulasen
receptores de DA y se bloqueasen receptores
de GLU podria ayudamos a determinar cual de
estas dos hipotesis es cierta.

2.2. INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES
EN LA CORTEZA PREFRONTAL DE LA RATA

La aplicacion intracerebral de un agonista
de los recepores dopaminérgicos D1 y D2, 1a
apomorfina, produjo, en la corteza prefrontal
de la rata adulta joven, un aumento de la
concentracion extracelular de GLU y GABA.
Estos resultados no han sido descritos
previamente en Ja literatura.

2.2.1. Interaccion DA-GLU en la corteza
prefrontal de la rata

Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que la estimulacion de los receptores de
DA en la corteza prefrontal de la rata produce
un aumento de la concentracion extracelular de
GLU.

Fl aumento de la concentracion de GLU
tras la estmulacién de los receptores de DA
puede deberse a un aumento de su liberacion o
a una disminucién de su recaptacion. En este
trabajo no se han estudiado los mecanismos
celulares implicados en este efecto. Puesto que
ésta es la primera descripcion de este
fenémeno, la bibliografia tampoco aporta datos
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que puedan ayudamos a comprender estos
mecanismos.  Seria  necesario  realizar
experimentos para estudiar si el aumento de las
concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal se debe a una liberacion vesicular o
citoplasmatica.

En todo caso, ¢l aumento de la
concentracion de GLU tras la estimulacion de
los receptores de DA en la corteza prefrontal de
la rata resulta coherente con los conocimientos
que se tienen sobre la  histologia vy
neuroquimica de esta region cortical. Asi, se
sabe que las terminaciones dopaminérgicas que
proceden de &reas mesencefilicas forman
sinapsis con las newronas piramidales
glutamatérgicas de la corteza prefrontal (Van
Eden et al., 1987; Séguéla et af., 1988; Vemey
el al, 1990) y que estas neuronas presentan
receptores D1 en sus dendritas (Retaux ef al.,
1991a) y receptores D2 en las terminaciones de
sus ramas axonales recurrentes (Retaux et af.,
1991b). Thierry et al. (1986) han sugendo que
los receptores D21 son excitadores en la corteza
prefrontal de la rata mientras que los receptores
D2 son inhibidores. Ademas, resultados
previos de nuestro laboratorio muestran que €l
aumento de la concentracion de GLU inducido
por apormofina se ateniia tras el bloqueo de los
receptores de DA con haloperidol. Todos estos
hechos nos hacen sugerir que la apomorfina
induce un aumento de la concentracion de
GLU en la corteza prefiontal mediante [a
estimulacion de receptores D1 situados en las
dendritas de las neuronas piramidales.

El hecho de que la aplicacion de
apomorfina produzca un aumento de la
concentraciéon de GLU sdlo a una de las dosis
utihzadas (la intermedia) es de dificil
explicacion, dado lo semejantes que son las
dosis que producen efectos adversos. Sin
embargo, se pueden discutir varias
posibilidades.



La apomorfina es un agonista de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2, Como ya
se ha comentado, los efectos de la estimulacién
simultanea de varios tipos de receptores de un
neurotransmisor {en este caso la DA) pueden
ser cualitativamente diferentes de los efectos de
la estimulacion de cada uno de esos tipos de
receptores por separado (ver €l apartado 2.1. de
este capitulo), Aunque esta posibilidad no ha
sido estudiada por nosotros, se puede especular
acerca del hecho de que el efecto obtenido fras
la aplicacion de apomorfina sea el resultado de
un balance entre los efectos de ambos tipos de

receptores.

La existencia de interacciones multiples
entre diferentes neurotransmisores en la corteza
prefrontal puede contribuir, también, a la
existencia de un efecto de la apomorfina sobre
el GLU en un rango tan estrecho de dosis. De
hecho, la apomorfina produce también un
incremento de la concentracion extracelular de
GABA (esta Tesis), cuyos efectos sobre las
tenminaciones glutamatérgicas son inhibidores.
Ademas, el efecto inhibidor de la DA sobre las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal
descrito clasicamente (ver p. ej. Mora et al.,
1976) estad mediado, en parte, por neuronas
gabérgicas (Pirot et al, 1992). De hecho, la
estimudacion de receptores de DA en la corteza
prefrontal produce un aumento de la tasa de
disparo de potenciales de accion de las
newronas pabérgicas y un incremento de los
potenciales postsinapticos inhibidores medidos
en las neuronas piramidales que son expresion
de la actividad de las neuronas gabérgicas
(Penit-Soria ef al., 1987). Todo ello sugiere
que los efectos de 1a apomorfina sobre el GLU
podrian estar modulados por el GABA
liberado. Por tanto, la interaccion entre DA y
GABA podra contnburr a explicar la
existencia de un efecto de la apomorfina sobre
el GLU en un rango tan estrecho de dosis.

Discusion

2.2.2 Interaccion DA-GABA en la corteza
prefrontal de la rata

Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que la estmulacion de los receptores de
DA en la corteza prefrontal de la rata produce,
in vivo, un aumento de la concentracion
extracelular de GABA.

El aumento de la concentracion de GABA
tras la esgmulacion de los receptores de DA
puede deberse a un aumento de su liberacion o
a una disminucion de su recaptacion. En este
trabajo no se han estudiado los mecanismos
celulares implicados en este efecto. Puesto que
esta es la primera descripcion de este
fenoémeno, la bibliografia tampoco aporta datos
que puedan ayudamos a explicar este hecho.
Seria necesario realizar experimentos para
estudiar si el aumento de las concentraciones de
GABA en la corteza prefrontal se debe a una
liberacion vesicular o citoplasmatica.

En todo caso, e aumento de la
concentracion de GABA tras la aplicacion de
apomorfina en la corteza prefrontal es
coherente con los resultados obtemidos por
otros autores con diferentes técnicas. Asi, se ha
demostrado que la estimulacion de receptores
de DA produce liberacién de GABA in vitro
(Reteux ef al., 1991) y aumento de la tasa de
disparo de potenciales de accion de las
neuronas gabérgicas (Penit-Soria et al., 1987).
Ello, junto con el hecho de gue el aumento de
GABA inducido por apomorfina es atenuado
por el bloqueo de los receptores de DA con
hatoperidol (resultados no mostrados en esta
Tesis), sugiere que este efecto esta mediado por
receptores de DA,  Aunque, en nuestro
conocimiento, no existen descripciones que
demuestren de forma consistente la presencia
de receptores de DA en las neuronas gabérgicas
de la corteza prefrontal de la rata, nuestros
resultados y el hecho de que las terminaciones
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dopaminérgicas y gabérgicas converjan sobre
las neuronas piramidales de la corteza, sugieren
esta posibilidad.

2.3, INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES
Y ENVEJECIMIENTO

2.3.1. Sobre las dificultades de
interpretacion de los estudios sobre
envejecimienio

En la investigacion sobre el proceso de
envejecimiento existen varios factores que
contribuyen a complicar la interpretacién de los
resultados que se obtienen. Entre estos factores
cabe seflalar, por ejemplo, las posibles
diferencias en el proceso de envejecimiento
entre las especies, y también entre las razas, de
los amimales de experimentacién empleados.
Pero el pnncipal obsticulo con que se
encuentran fos estudios sobre envejecimiento
reside en la propia dificultad de definir de
forma precisa cuando empieza la senectud. La
utilizacién de la edad cronoldgica como factor
definidor de envejecimiento no es una buena
medida. De hecho, algunos cambios, o
ausencia de ellos, descritos en * animales
"viejos" pueden ser debidos a utilizar animales
de edad no suficienternente avanzada
Igualmente, el hecho de utilizar animales de
edad muy avanzada puede llevar a
conclusiones erroneas, ya que los resultados
pueden estar sesgados por la seleccion a que
han sido sometidos dichos individuos. Sin
embargo, mientras no tengamos marcadores
biologicos de vejez (si existen), la edad es el
inico parametro de que disponemos para
delimitar este periodo.

Una forma de evitar, en alguna medida, el
problema de determinar cuéndo comienza el
proceso de envejecimiento, es estudiar los
parametros objeto de investigacion en varios
grupos de edad. Por ello, en esta Tesis Doctoral
se han utilizado tres grupos de animales de
diferente edad: las ratas de 2 a 3 meses de edad
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de la raza Wistar son animales adultos v se
utilizaron como grupo control. Las ratas Wistar
de 11 a 14 meses de edad son animales que
empiezan a perder su capacidad reproductora;
por ello se utilizaron como grupo de adultos de
edad avanzada pero que no se puede considerar
que hayan entrado ya en la vejez. Las ratas
Wistar de mas de 21 meses de edad se
utilizaron como grupo de amimales vigjos.

Otro aspecto importante que interfiere en la
interpretacion adecuada de los estudios sobre
envejecimiento es el sesgo introducido en los
resultados por variables ambientales y por
patologias asociadas. En algunas ocasiones no
se puede discernir acerca de si un determinado
cambio se debe al propio envejecimiento, al
entorno que ha rodeado al individuo o a alguna
enfermedad concomitante. En el caso del
trabajo experimental realizado en esta Tesis
Doctoral, se deben discutir los resultados
teniendo presente que los animales de
experimentacion estan sometidos a condiciones
no "mommales™ con poce espacic  para
deambular, con comida ad libitum, con
temperatura v humedad ambiental estables,
etc.; en resnmen, en un ambiente que podra
definirse como-pobre en estimulos. Por decirlo
de otra forma, cabe preguntarse si nuestros
resuitados sobre envejecimiento se han
obtenido de animales sometidos a un envejecer
"no normal” y si esto puede influir en las
conclusiones que debemos extraer de ellos.

Los resultados que aqui se discuten acerca
del efecto del envejecimiento sobre Ia
interaccion de neurotransmisores deben ser
interpretados desde esta perspectiva.

2.3.2. Efecto del envejecimiento sobre las
concentraciones extracelulares de GLU,
GABAy GLN

Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que las concentraciones
extracelulares de GLU, GABA y GLN



obtenidas con nuestro método en condiciones
basales no varian significativamente con la
edad ni en el estriado ni en la corteza prefrontal
de larata.

Como ya se ha comentado (ver el apartado
de discusion de los métodos), no se ha podido
demostrar de forma consistente el origen de las
concentraciones de aminoacidos obtenidas con
técnicas de perfusion intracerebral (push-pull o
dialisis). Por tanto, el andlisis de I[as
concentraciones extracelulares de aminoacidos
durante el envejecimiento debe ser interpretado
bajo esta perspectiva. En todo caso, debe
sefialarse que, aunque no podemos determinar
con seguridad el ongen celular de los
aminoacidos analizados, el andlisis de su
concentracion extracelular es un indicador de la
cantidad de GLU y GABA disponible para ser
liberado (va sea a través de exocitosis 0 a través
del fransportador neuronal o ghal).

En relacion con el GLU, nuestros
resultados coinciden con los trabajos pubk-
cados previamente por varios laboratorios,
utilizando técnicas diversas y tanto en estriado
como en corteza prefrontal (ver p. e). Dawson
et al.,, 1989; Cobo et al., 1992; Palmer et al.,
1994; Sanchez-Prieto ef al., 1994; Saransaari y
Oja, 1994). Este hecho podria interpretarse
como un rteflejo de que las neuronas
glutamatérgicas no se ven afectadas durante el
proceso de envejecimiento o, si se produce
muerte de estas neuronas, existen mecanisrnos

que fa compensan.

En relacion con el GABA, en nuestro
conocimiento, no existen trabajos que estudien
la concentracion extracelular de GABA durante
el envejecimiento. Nuestro resultados podrian
sugerir que las neuronas gabérgicas no s¢ ven
afectadas por el proceso de envejectmiento o,
€en caso contrario, que existen mecanismos que
compensan una posible pérdida de estas
neuronas. Sin embargo, las mitaciones tanto
de la técraca push-pull (ya comentadas), como
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de nuestro método de analisis de GABA (las
concentraciones de GABA obtenidas se
encuentran cercanas al limite de deteccion de
nuestro método) no nos permiten discutir mas
alla estos resultados.

El mantenimiento de las concentraciones
de GLN con el envejecimiento descritas en esta
Tests Doctoral resulta coherente con la
estabilidad descrita para los aminoacidos
neurotransmisores GLU y GABA de los que es
precursor. En estudios previos de nuestro
laboratorio se describié la exastencia de una
concentracion extracelular de GLN mayor en la
corteza prefrontal y temporal de ratas viejas en
comparacion con ratas jovenes (Cobo ef al,
1992). Nuestros resultados actuales, utilizando
un grmpo mas de edad y la técnica de push-pull
continuo, no confimman aquellos resultados
preliminares para la corteza prefrontal

2.3.3. Interaccion de neurotransmisores y
envejecimiento: estudios en el estriado de
la rata

Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicacion de
apomorfina produce un aumenio de las
concentraciones de GLU y GABA en el
estmado de la rata joven y que tal efecto se
encuentra atenuado en las ratas de edad media
y viejas.

Aunque no conocemos 10s mecanismos por
los que la apomorfina produce este aumento de
GLU y GABA en el estriado, la bibliografia
nos permite sugerir que estd mediado por la
estimulacion de los receptores de DA. A la
vista de esta hipotesis, la disminucion del
efecto de la apomorfina sobre las concen-
traciones de GLU y GABA puede exphcarse
por una disminucion de la cantidad de GLU o
GABA disponible para ser liberado (por las
neuronas o por las células gliales) o por una
disminucion de la capacidad de los receptores
de DA para ser estimulados.
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La bibliografia revisada y los datos
presentados en esta Tesis Doctoral  sugieren
que la cantidad de GLU y GABA disponible en
el cerebro se conserva durante el enveje-
cimiento (ver mas arriba).

Por otra parte, uno de los hechos mejor
demostrados en relacion con el envejecimiento
cerebral es la disminucién de la densidad de
receptores de DA en varias dreas cerebrales. En
concreto, en relacion con el estmado de la rata,
todos los autores coinciden en describir una
disminuciéon de receptores D2 indepen-
dientemente de la técnica utilizada (ver p. €.
Giorgi ef al,, 1987, Hyttel, 1987; Han er af.,
1989; Morelli ef al, 1990; Mumray y
Waddington, 1991; se puede consultar la
revision de Joseph er al, 1990). Mas
controvertida es la disminucién del nimero de
receptores D1, ya que algunos autores la
describen (ver p. ej. Hyttel, 1987; Morelli et
al., 1990), pero otros no la detectan (ver p. ej.
Murray y Waddington, 1991}. En todo caso, se
ha sugerido que la disminucion del namero de
receptores de DA durante el envejecimiento se
produce tanto por muerte de neuronas que
expresan estos receptores (Han ef al, 1989)
como por disminucion de su sintesis en las
neuronas supervivientes (Mesco et al, 1991;
Giorgi ef al., 1992).

Por otra parte, otros autores han descrito
previamente que otro fendmeno obtenido tras
1a aplicacion de apomorfina (la inhibicion in
vitro de la liberacion de acetilcolina inducida
por K') también se atenia con el enve-
jecimiento {Thompson ef al,, 1984). También
la conducta inducida por la administracion
sistémica de apomorfina a bajas dosis (que esta
mediada por receptores D2) disminuye durante
el envejecimiento (Stoessl ef al., 1989).

A la vista de estos datos se puede sugenr
que el deterioro de la interaccidn entre DA,
GLU y GABA en el estriado producidoe por el
envejecimiento se debe, fundamentalmente, a
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la disminucion del nimero de receptores de
DA en este area cerebral.

2.3.4. Interaccion de neurotransmisores y
envejecimiento: estudios en la corteza
prefrontal de la rata

Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicacion de
apomorfina produce un aumento de las
concentraciones de GLU y GABA en la corteza
prefrontal de la rata joven y que tal efecto se
encuentra atenuado en las ratas de edad media
¥ vigjas.

Aunque no conocemos los mecanismos por
los que la apomorfina produce este aumento de
GLU y GABA en la corteza prefrontal, la
bibliografia nos permite sugerir que estd
mediado por la estimulacién de los receptores
de DA. A la vista de esta hipdtesis, la
disminucion del efecto de la apomorfina sobre
las concentraciones de GLU y GABA puede
explicarse por una disminucion de la cantidad
de GLU o GABA disponible para ser liberado
{por las neuronas o por las células gliales) o por
una disminucion de la capacidad de los
receptores de DA para ser estimulados.

Tanto la bibliografia revisada como los
datos presentados en esta Tesis Doctoral
sugieren que la cantidad de GLU y GABA
liberado, tanto en condiciones basales como
tras la estimulacion de la liberacion de estos
neurotransmisores s¢ mantiene a lo largo del
envejecimiento (ver p. ej. Dawson ef al., 1989,
Cobo et al, 1992; Palmer et al, 1994;
Sénchez-Prieto et al., 1994; Saransaan y Oja,
1994).

Por ofra parte, aunque no existen trabajos
sobre la densidad de receptores de DA en la
corteza prefrontal durante el envejecimiento, si
se ha descrito una disminucion de la respuesta a
la estimulacién del receptor D1 en la corteza
prefrontal de ratas vigjas (Parfitt er al., 1990).
La bibkiografia no nos permite determinar si



esta dismninucion en la respuesta se debe a una
disminucién en la densidad de estos receptores
0 a otras causas (p. €j. una disminucion de su
afinidad o alteraciones en los segundos mensa-
Jeros activados por ellos).

Discusion

Con estos datos se puede sugerir que el
deterioro de la interaccion entre DA, GLU vy
GABA en la corteza prefrontal producido por
el envejecimiento se debe, fundamentalmente,
a la disminucion de la respuesta a la estimula-
c16n de receptores de DA en este area cerebral.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

La aplicacion intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentracion
extracelular de GLU en el estriado de la rata
aduita joven. Sugerimos que este efecto se debe
a que la apomorfina estimula receptores de DA
situados en las terminaciones nerviosas
glutamatérgicas y/o en las células gliales y esta
activacion induce la mversion del sentido del
transporte de GLU.

SEGUNDA

La aplicacion intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentracidon
extracelular de GABA en el estriado de la rata
adulta joven. Sugerimos que este efecto se debe
a que la apomorfina estimula receptores de DA
con efecto excitador localizados en las
neuronas gabérgicas del estrtado,

TERCERA

El aumento de las concentraciones de GLU
y GABA en el estriado de la rata tras la
aplicacion de apomorfina se ve atenuado como
consecuencia del proceso de envejecimiento.

La atenuacién del efecto de la apomorfina
sobre las concentraciones de GLU y GABA se
puede atribuir a la disminucion del nimero de
receptores de DA en el esmado como
consecuencia del proceso de envejecimiento.

CUARIA

La aplicacion intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentracion
extracelular de GLU en la corteza prefrontal de
la raia adulta joven. Sugerimos que este efecio
sc debe a que la apomorfina estimula
receptores de DA con efecto excitador
localizados en las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal o en las terminactones de las
ramas recurrentes de sus axones.

QUINTA

La aplicacion intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentracion
extracelular de GABA en la corteza prefrontal
de la rata adulta joven. Sugerimos que este
efecto se debe a que la apomorfina estimula
receptores de DA con efecto excitador
localizados en las neuronas gabérgicas de la
corteza prefrontal.

SEXTA

El aumento de las concentraciones de GLU
y GABA en la corteza prefrontal de la rata tras
la aplicacién de apomorfina se ve atenuado
como consecuencia del proceso de enveje-
cimiento.

La atenuacién del efecto de la apomorfina
sobre las concentraciones de GLU y GABA se
puede atribuir a una disminucion de la
respuesta a la estimulacion de receptores de
DA en la corteza prefrontal como
consecuencia del proceso de envejecimiento.
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