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PRÓLOGO

La presenteTesisDoctoral llevaportitulo:
Interacciónde neurotransmisoresy envejeci-
mientocerebral, y por subtítulo:estudiode la
interacciónentredopamina,ácidoglutdmicoy
CABAen elestriadoyen la cortezaprefrontal
dela rata. Se trata,portanto,delamemoriade
un trabajo experimentalque se ha llevado a
caboutilizando comosujetosdeestudioratasy
como objeto de estudio dos estructuras
cerebralesde esteanimal y tresneurotransiní-
sores;y ello conel fin de estudiarla interacción
de neurotransniisoresdurante el envejeci-
miento. Portanto,en todolo quesigue,si bien
se daránnotasdelos aspectosbásicosde cada
asunto tratado, se hará especial referencia
siemprea estaspalabrasclave (rata, estriado,
cortezapreftontal, dopamina.ácido glutámico
y GASA). Se entenderá,así, que al tratar el
aspecto de los cambios macroscópicosy
microscópicos que ocurren en el cerebro
durante el envejecimiento,no se hagauna
descripciónextensay se aluda, sobre todo, a
los conocimientosquetenemossobrela rata.
Igualmente, al tratar sobre el efecto del
envejecimiento sobre la neurotransmisión,
quedasólo nombradala acetilcolinérgica,por

ejemplo, y se extiende más el capítulo
dedicadoa la glutamatérgica.Por estamisma
razón, se hacen referencias mínimas a la
especiehumanay, en todo caso, seftalando
expresamentecuandoesasí.

La cantidadde publicacionesquepodrían
manejarsea la hora de escribir una Tesis
Doctoralesenorme.Conel fin demoderaresta
ingentecantidadde publicaciones,en muchos
casosse hanutilizado revisionesactualessobre
losaspectostratados. Deestaforma tambiénse
restringeel extensoapartadobibliográfico de
estaTesisDoctoral, puestoque el objetivo de
este trabajono es exclusivamentede revisión
bibliográfica Se da referencia, esosí, de las
publicaciones que contienen afirmaciones
controvertidas o aspectos especialmente
interesantesparaladiscusión.

Estetrabajoha sido posiblegraciasauna
becapredoctoralde la UniversidadComplu-
tense de Madrid y a la financiación de la
DirecciónGeneraldeInvestigaciónCientificay
TécnicaatravésdelosproyectosPB9O-0252y
P893-0075,cuyo investigadorprincipal es el
Dr. FranciscoMora.
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INTRODUCCIÓN

1. ENVEJECIMIENTOCEREBRAL

El envejecimiento se ha convertido en
objeto prioritario de la investigación bio-
sanitariaenlas últimasdosdécadas.Esteauge
de la investigaciónsobreel envejecimientose
explicapor el aumentoque la proporción de
población anciana está teniendo en las
sociedades occidentaies. Por ejemplo, en
España la población de más de 65 años
suponiaen 1950 el 7.2% dela poblacióntotal;
en 1991 suponeel 13.8%(Anuario estadístico
deEspaña,NL, Madrid, 1995).

1.1. CoñícIEnoDE ENVEJECIMIENTO

El envejecimientoes la etapafinal de la
vida de los seresvivos, caracterizadapor una
pérdidaprogresivade las funcionespropiasde
la madurezy que culmina en la muerte del
individuo.

Es dificil determinarcuándocomienzala
vejez. En el ser humano se sueleconsiderar,
actualmente,que el periodode vejezcomienza
en tomo alos 65 años.En el casode la ratade
raza Wistar(la quese usaen el trabajoexperi-
mentalde estaTesis Doctoral), la mayoríade
laspublicacionesutilizan comoanimaiesviejos
ratasde a partir de 18-20 mesesde edad.Sin

embargo,debesubrayarsequelaedadde inicio
del proceso de envejecimiento varia entre
individuos de unamismaespecie.Por ejemplo,
las capacidades cognitivas, sensoriales y
motoraspuedensufrir déflcits no patológicos
en muchos individuos antes de la edad
consideradacomo límite entre el periodo
adultoy el devejez.Estehechoponederelieve
la dificultad de delimitar esa etapade la vida
llamadavejezutilizando como único criterio la
«edadcronológica» (el número de años de
vida)delosindividuos.

Se hanpropuestootrasvariablesdiferentes
de la edadcronológica paradefinir la vejez,
por ejemplo la «edadbiológica» definida por
el gradode funcionamientodel organismo.Sin

embargo,definir la vejez de acuerdoal grado
de funcionamientono es posiblemientras no

dispogamosde parámetrospara delimitar qué

grado funcional es el característicode un
individuo anciano. Por tanto, la edadcrono-
lógica es la única vauiable objetiva de que
disponemosactualmenteparadefinir lavejez.

El envejecimientoes un procesouniversal
y normal,es decir, aunqueconlíevaunamayor
susceptibilidad a sufrir enfermedades, el
envejecimiento no es una acumulación de
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patologías.Estees, precisamente,uno de los
principales factores que afectan a la
interpretaciónde los resultadosde los estudios
sobre el envejecimiento: la dificultad de
diferenciar entre los cambios primarios

(debidos al envejecimiento per se) y los
cambiosquesonconsecuenciadepatologías.

Desdeel puntode vistade laconducta,el
envejecimientose caracterizapor la pérdidade
capacidaden funcionessensoriales,motorasy
cognitivas (va p.ej. Jolles et al., 1986;
Katzniany Ter¡y, 1992).

En relaciónconlas funcionessensorialesy
motoras, en los individuos viejos se han
descrito deficienciasen tareas de percepción
visual, auditiva y táctil, así como una
disminuciónde la velocidadde realizaciónde
los movimientos simples (que parece tela-
cionarsemáscon limitacionesmuscularesque
con factores nerviosos)y un déficit de la
coordinaciónde movimientoscomplejos (que
se relaciona más con linataciones neuro-
lógicas).

Las alteracionescognitivasmásllamativas
enlosindividuosancianosson las queafectana
la memoria. Aunque en los humanosestas
alteracionessonmásintensasen lasdemencias,
también están presentesen los individuos
viejos sanos.Los déflcits de memoriade los
ancianos afectan, fundamentalmente, a la
memoria a corto plazo así como a la
adquisición y consolidaciónde infonnación
nuevay a la evocación de esta información
(memoriaa largoplazo).

Los déficits funcionales que aparecen
duranteel envejecimiento(señaladosaquí de
forma muy esquemática)son consecuenciade
las modificacionesestructurales(anatómicase
histológicas)y bioquímicasqueocurren en el
Sistema Nervioso durante este proceso de
envejecimiento.

1.2. EA.rI’EIECIMIENTO CEREBRAL:CAMBIOS

ESTRUCTURALESYBIOOU/MICOS

1.2.1. (‘amb¡os macroscópicos

Los cambiosmorfológicos descritosen el
cerebroduranteel procesode envejecimiento
incluyendisminucionesdel pesoy del volumen
cerebral. Por ejemplo, en el humano, se ha
descritounadisminución de en tomo al 10%
del pesodel cerebroa los90 añoscon respecto
al individuo adulto(ver Brody, 1990; Katzman
y Teny, 1992); asimismo,la disminucióndel
volumen cerebral se ha cuantificado en el

humanoenun 2%pordécadaapartir delos50
años,aunqueestadisminucióndel volumen es
diferentesegúnla regióncerebralestudiada.

La disminución del pesoy del volumen
globalesdel cerebroen el humano duranteel
envejecimiento se acompañade un aumento
del tamaño de los surcos cerebrales, una
disminución del tamaño de las circunvolu-
cionescerebralesy un aumentodel volumende
los ventrículos(ver Brody, 1990; Katzmany
Teny, 1992).

Estoscambiosmorfológicosobservadosen
los cerebros viejos son producto de las
modificacioneshistológicasy bioquímicasque
tienen lugar en este órgano durante el

envejecimiento.

1.2.2. Cambiosmicroscópicos

Loscambiosmicroscópicosqueocurrenen
el cerebroduranteel envejeciniientoparecen
ser el resultado de la degeneraciónde las
neuronas.Tales cambiosaparecenno sólo en
individuosviejos sino tambiénen el cerebrode
individuos que padecenciertasenfermedades
neurológicas como la enfermedad de
Alzheimer en el casode la especiehumana.
Estos cambios incluyen la presencia de
gránulosde lipotbcsina, gránulosbasófilos y
ovillos neurofibrilaresen el citoplasmade las

2
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neuronasy de placas seniles en el espacio
extracelular(verKatzmany Teny, 1992).

La presenciade gránulosde lipofucsínaen
el citoplasmade las célulases, normalmente,
expresiónde queéstasestánsufriendocambios
degenerativoslentos como los que ocurren
durante el envejecimiento, aunque también
pueden aparecer como consecuencia de
lesionescrónicas. Se observanacúmulos de
lipofucsina,porejemplo,en célulasdel corazón
y del hígado como consecuenciadel enve-
jecimientoo en célulasde músculoestriadoen
extremidadesparalizadaso inmovilizadas. En
el SistemaNervioso se observangránulosde
lipofiicsina enlas neuronasde algunasregiones
cerebralesde individuos viejos (ver p. ej. la
revisióndeSohaly Wolfe, 1986) Porejemplo,
en la cortezacerebral de los humanosse ha
descritoque el 10% de las grandesneuronas
presentancúmulos de lipofiicsina (ver Brody,
1990). La lipofiicsina procede de la
peroxidaciónde los lípidos poljinsaluradosde
las membranas biológicas provocada,
probablemente,por radicales libres. Aún no
estáclarosí estepigmentoes sóloconsecuencia
de la acumulaciónde productosde desecho
por degeneracióno iras lesiones o puede
producirdañocelularpor sí mismo.

En el citoplasmay las dendritasde ciertas
neuronas(fiindamentalmente neuronaspira-
midales de la corteza cerebral y del hipo-
campo)del cerebrode individuosviejos se ha
descritola presenciade pequeñasvacuolasde
contenidobasófilo de unos5 mm de diámetro
(Katzman y Teny, 1992). Se desconoceel
significado de este fenómeno, que ha sido
descrito con el nombre de degeneración
gránulo-vacuolar.

Otro rasgo histológico descrito en el
cerebrode individuosancianoses la existencia
de una marañasde fibrillas llamadas ovillos
neurofibrilares(verKat.zmany Terxy, 1992). El

núcleo de estos ovillos neurofibrilares está
formado por paresde filamentoshelicoidales
que contienen proteínas tau (proteínas
asociadasa los microtúbulos) anormalmente
fosforiladas. Las proteínas tau son compo-
nentesnormalesdelas neuronas,por lo quese
aceptaque los ovillos neurofibrilaresderivan
delas proteínasdel citoesqueletoneuronaltras
un proceso de degeneración.Estos ovillos
aparecenfimdanientalmenteen el citoplasma
de neuronasde la corteza cerebral frontal y
temporaly del hipocampo.

Juntoaestasformacionesintracelulares,en
el cerebrode individuos viejos tambiénse ha
descritolapresenciaen el espacioextracelular
de placasneuríticaso placasseniles(Katzman
y Ten~y, 1992) Las placas seniles son
formacionesaproximadamenteesféricas, con
un tamañode entre10 y 200 hm de diámetro,
que aparecenpnncipalmenteen la corteza
cerebraly en el hipocampo.Estánconstituidas
por un núcleo de sustanciaamioidea (el ¡3-
amiloide) rodeadopor un anillo de fibrillas
(prolongacionesneuronalesdegeneradas)y de
célulasgliales. El ¡3-amiloideestáformadopor
un péptido (la proteína 13-amiloide) que se
sintetizaa partir de unaproteínaprecursora(la
proteínaprecursoradel ¡3-amiloide). Tanto la
proteína ¡3-amiloide como su proteína
precursorase sintetizan de fonna normal en
neuronasy célulasgliales, pero la proteínaI~-
amiloidequeforma partede las placasseniles
estáalteradade forma quese haceinsolubley
forma el núcleo en tomo al cual aparecela
placasenil.

1.2.2.1. AtroJiaymuerteneuronal

Además de los cambios histológicos
descritos,duranteel envejecimientocerebralse
produceatroflay muertede neuronasen ciertas
regiones cerebrales(ver las revisiones de
Colemany Flood, 1987 y Katzmany Teny,
1992).
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La atrofla neuronal descrita durante el
envejecimientoconsiste en una disminución
progresivadel árbol dendriticode lasneuronas
y deladensidadde espinasdendríticasy, como
consecuencia,del númerode sinapsisde estas
neuronas(Colemany Flood, 1987; Katzmany
Teny, 1992). Sin embargo, esta atrofla
neuronalno pareceocurrir en todo el cerebro
en las primeras fases del envejecimiento.
Algunos estudioshan demostradoque durante
el envejecimientocerebral normal se puede
producir un crecimiento dendritico como
respuestaalapérdidadeneuronasen lacorteza
cerebraly elhipocampo(verColemany Flood,
1987).En la rata, sehadescritoun aumentode
la longitud total del árbol dendritico de las
neuronashastaedadesde en tomo a los 21
mesesseguidadeunaatrofla dendriticaapartir
de los 27 meses(Colemany Flood, 1987).

En relación con la muerteneuronal,varios
estudios han demostrado que existe una
disminucióndel númerode neuronasen varias
áreascerebralesperono enotras(ver Coleman
y Fload, 1987). Por ejemplo, Mufson y Stein
(1980) han descrito una disminución en la
densidadde neuronasen la cortezafrontal de
ratasde24 mesesde edad.Tambiénen la rata,
Landfleld et al. (1981) han demostradouna
disminucióndel 25% en la densidadneuronal
en el áreaCM del hipocampoentrelos 13-15
y los25-28mesesdeedad.

En todo caso,los fenómenosde degenera-
cióny muerteneuronalparecequeocurrenen
toda la cortezacerebral,peroni con la misma
intensidadni almismotiempo. Las regionesde
lacortezamásafectadasparecenserlaprefron-
tal y la parieto-temporal.También seproduce
pérdidade neuronasen el hipocampo,en la
amígdalay en ciertasáreassubcorticalescomo
el locus coeruleus, la sustancía negra, la
suhs(anua innominata (núcleo basal de
Me~,iieil) y vadosnúcleoshipotalámicos(p. ej.
el núcleo supraquiasmáticoy el áreapreóptica
medial)(Colemany Flood, 1987).

1.2.2.2.Envejecimientoy célulasgliales

Durantelosúltimos añoslosestudiossobre
lagUahanprofundizadoen el conocimientodel
papel que estascélulas pueden jugar en el
flincionanilento del Sistema Nervioso (se
puedeconsultarYu eta!, 1990).

En relaciónconel envejecimiento,algunos
estudioshansugeridoqueel componenteglial
del cerebroaumentacon la edadtanto en ratas
comoen humanos(Teny, 1986; Hansenel aL,
1987; Vázquezel aL, 1992). También se ha
descritounaumentorelacionadoconlaedadde
la proteína glial fibrilar (un marcadorde los
astrocitos)(O’Callaghany Miller, 1991)y del
ARNm paraestaproteína(Nichoisetal., 1993)
en varias estructurascerebralesincluyendoel
hipocampoy el estriado.

I3asándoseen estas observaciones,se ha
sugeridoqueenel cerebrode individuos viejos
existe una hiperactividadgUa]. Sin embargo,
aún no estáclaro si estahiperactividadglial es
sólo una respuestasecundariaa la atrofia y
muerteneuronalo si sepuedeasignara laglia
un papel primano en el envejecuinento
cerebral.

1.2.3.Cambiosbioquímicos

Los estudiosbioquímicossobreel enveje-
cimientocerebralno sontan extensoscomolos
histológicos y sus resultados son contra-
dictorios, - probablementecomo consecuencia
de la escasezde estudiosrealizadosen áreas
cerebralesconcretas.En todocaso,loscambios
bioquímicosdescritosparecenrelacionarsecon
loscambiosmicroscópicosyamencionados.

En relación a los ácidosnucleicos, se ha
descritoun aumentodel contenidocerebralde
ADN que podría debersea la proliferación
glial. El contenidode ARI4 parecedisminuir
con la edaden neuronas,perose mantieneen
célulasgliales(ver p. ej. Maroltae aL, 1986 y
la revisióndeFinchy Morgan, 1990).
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En lo que se refiere a las proteínas,se ha
descritounadisminucióndel contenidodeéstas
en el cerebroduranteel envejecimiento,cifrada
en el 5-25% entre los 30 y 90 años en la
especie humana. Esta disminución del
contenidodeproteínasen el cerebropodriaser
consecuenciade alteracionesen su síntesis, tal

y como sugierela disminución paralela del
contemdo de ARN descrita en algunas
neuronas(p. ej. en neuronasque contienen
melatonmaen sustancianegray en neuronas
piramidalesdela cortezay del hipocampo)(ver
Marottaetal., 1986y Finchy Morgan, 1990).
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2. NEUROTRANSMISORESY
ENVEJECIMIENTOCEREBRAL

Los cambioshistológicos y bioquímicos
que tienen lugar en el cerebro durante el
en4eJeclmtentopuedenproducir cambiosen la
neurotransmisión. Por ejemplo, la atrofia
neuronal.que conlieva una disminuciónde la
densidad de espinas dendrítícas, puede
provocar alteraciones en la transmisión
nerviosa.Además,la alteracióndela síntesisy
degradaciónde las proteínas pueden tener
multitud de consecuenciassobrela acción de
los neurotransmisores:por ejemploa travésde
la alteración de las enzimas que catalizan la
síntesiso la degradaciónde estosneurotrans-
misores o mediantelos cambiosque pueden
tenerlugaren susreceptores.

Los estudiossobrelas alteracionesque el
envejecimientopuede producir en diferentes
sistemas neurotransmisores son escasos.
Probablemente, los neurotransmisoresmás
estudiadosen relación con el envejecimiento
son la acetilcolina, la doparnina y la
noradrenalina (ver p. ej. Pradhan, 1980;
Katzmany Teny, 1992). Las víasneuralesmás
afectadaspor el proceso de envejecimiento
normalparecenserlasproyeccionesque, desde

el núcleobasalde Meynert, inervanla corteza
cerebral (acetil-colína), las proyeccionesque
van desde el locus eoeruleus a la corteza
cerebral(noradrenalina)y las proyeccionesque
vandesdelasustancianegra(par~compacta)al
estriado(dopamina).

En esta Tesis Doctoral nos ocupamos
específicamentede los efectos del envejeci-
miento sobre la neurotransmisióndopaminér-
gica,glutamatérgicay gabérgica,centrándonos,
esencialmente,en losestudiosquese hanhecho
en el estriadoy en lacortezacerebraldelarata.

2.1. DOPAMINA

2.1.1. Neurotransmisióndopaminérgica

La dopamina (DA), consideradaen un
principio como un simple intennediariode la
síntesis de adrenalinay noradrenalina, fue
identificadacomoneurotransmisoren los años
60 (ver Molinoff y Axelrod, 1971). La investi-
gaciónacercade la transmisiónneuralmediada
por DA aumentórápidamentedebido,en parte,
al descubrimientode la iníplicaciónde la DA
en la enfermedadde Parkinson y en la
esquizofrenia(verp. ej. Cótéy Cmtcher, 1991
yKandel, 1991).
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2.1.1.1.Metabolismodela DA

La DA se sintetiza en el citosol de las
neuronasa partir de la tirosina mediante la
acción de las enzimas tirosina-hidroxilasay
dopa-decarboxilasaLa enzima limitante en
esta ruta de síntesises la tirosma-hidroxílasa.
Estaenzimase encuentraen el citosol de las
neuronas catecolaminérgicas,requiere de la
presenciade 02, Fe2~ y el cofactor tetra-
hidrobiopterinay es inhibida por su producto
(ver lasrevisionesde Weinery Molinoff, 1989
y Cioldsteín,1995).

La degradaciónde la DA se lleva a cabo
por medio de la acción de dos enzimas: la
monoamninoxidasa y la catecol-O-metil-
transferasa. La monoaminooxidasaes una
enzimaintracelularquese encuentralocalizada
en la cara externa de las mitocondrias y
degrada la DA citoplasmáticaque no está
almacenada dentro de las vesículas
presinápticas.La catecol-O-metiltransferasaes
unaenzimaprmcipalmenteextracelularque,en
el SistemaNervioso, degradala DA liberadaa
la hendidurasináptica (Weiner y Molinoff,
1989).

2.1.1.2. Almacenamiento,liberación e
inactivaciónde la 1)A

La DA sintetizada en el citosol de la
neuronas es introducida en las vesículas
presinápticasatravésde sistemasde transporte
acoplados a un gradiente de H* que es
mantenido por una ATPasa dependientede
Mg2~ (Seidenet aL. 1993). Sin embargo,no
todalaDA neuronalseencuentradentrode tas
vesículas: existe una pequeíiaproporción de
DA libre enel citosol.

La DA vesicular es liberada de fonna
dependientede Ca~ tras una despolarización
de la membrananeuronal. La DA que se
encuentraen el citoplasmapuede ser liberada
de fonna independientede C? mediantela

inversión del sentido del transportede DA a
través de los sistemastransportadoresque se
encuentranen la membranade la terminación
nerviosa,aunqueesta liberaciónindependiente
de Ca2 no parece ser fisiológica (Leví y
Raiteri, 1993; Seideneta!, 1993).

La mactwaciónde la DA liberada a la
hendidurasinápticase producepor captura a
través de sistemasde transportedependientes
de Na y CF o por degradaciónde la misma
mediante la acción de la catecol-O-metil-
transferasa(Amaray Kuhar, 1993; Seidenel
aL, 1993).

2.1.1.3. Receptoresdopaminérgicos

Clásicamente,y basándoseen estudios
farmacológicos.se han descrito dos tipos de
receptoresparalaDA: losreceptoresDl y los
receptores 02 (Kebabian y Calne, 1979).
AmbossonreceptoresacopladosaproteínasG.
La activaciónde losreceptoresDl estimulala
adenilato-ciclasa y eleva, por tanto, la
concentraciónde AMIPc. La activación de los
receptores02, en general,inhibe la adenilato-
ciclasa,aunquetambiénpuedenactuara través
de la aperturade canalesde K~, el bloqueode
canalesdeCa2’ y la inhibición dela ruta delos
fosfatidil-inositoles (ver Sibley y Momsma,
1992).

Los estudiosmoleculareshandemostrado
laexistenciadeun mayornúmerodereceptores
dopaminérgicos(ver p. ej. las revisionesde
Sibley y Momsma, 1992 y Civelli, 1995).
Hasta la fecha se han descrito seis tipos de
receptoresdopaminérgicos:Dl, D2s, D21, D3,
04 y 05. A pesarde todo, estosreceptoresse
puedenseguirclasificandoen basea los tipos
farmacológicosclásicos.Así, losreceptoresDl
y 05 estimulanlaadenilato-ciclasay formanla
familia de receptoresDI (se los denominaa
vecescomoDíA y 018 respectivamente).Por
otra parte, los receptoresD2s, D21, 03 y 04
inhibenla adenilato-ciclasay formanla familia
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de receptoresD2 (denominadosa vecescomo
D2As, D2AI, D2By D2Crespectivamente).

Farmacológicamente.los receptoresDl y
05 son equivalentes(el SKF-38393 y el
fenoldopamactúancomo agonistasselectivos
en ambosy el SKF-83566 y el SCH-23390
actúan sobre ellos como antagonistas
selectivos>. La única diferencia conocida
actualmenteentreambostipos de receptoreses
su localización:ambosson postsinápticos,pero
los Dl se localizan en el estriado,el núcleo
accumberny el tubérculo olfatorio mientras
quelos 05 se encuentranenel hipocampoy el
hipotálamo(verSibleyy Momsma,1992).

En cuantoala familia de receptores02, el
N-0437 y la bromocriptina actúan como
agonistas selectivos en todos ellos; sin
embargo,el sulpiride y el YMO-91512 son
antagonistasselectivosde los receptoresD2 y
D3, mientras que la clozapina actúa como
antagonistaselectivo de losreceptores04. Por
otra parte, los D2 se encuentran,fundamen-
talmente, en elesiriado,el núcleoaccumbens y
el tubérculo olfatorio, los D3 en el núcleo
accwnbens,eltubérculoolfatorioy el cerebelo,
y losD4 enlacortezafrontal, lamédulaespinal
y el mesencéfalo(ver Sibley y Momsma, 1992
yfliazetat, 1995).

La presenciade receptores03 en areas
cerebralesque reciben una inervación dopa-
minérgicapobre sugiereque estosreceptores
podrían participar en accionesde la DA no
mediadapor contactossinápticos(ver liMar et
aL, 1995).

En general, los receptores02 se pueden
localizaranivel tanto pre comopost-sináptico.
Los receptores02 presinápticos(autorrecep-
tores) se encuentran en terminaciones

nerviosas, flmdamentalmenteen las termina-
ciones dopaminérgicas,y no parecen estar
acopladosa proteínas O. Estos receptores
presinápticosregulanla síntesisy liberaciónde
DA (se puedeconsultarunarevisión en Roth,
1984). Los receptores02 postsinápticossí
estánacopladosa la adenilato-ciclasaa través
de proteínasO de forma que su activación
inhibelaadenilato-ciclasa.

2.1.1.4. Víasdopaminérgicas

Las príncipales vías dopaminérgicasdel
cerebrode la rata(ver Bjñrklund y Lindvall,
1984) son las que forman los sistemasde
proyección mesoestriatal, mesolímbico y
mesocortical.Seoriginanen la sustancianegra
y el áreavenirotegmentaldel mesencéfaloy
proyectana estriado,áreaslímbicasy áreasde
lacortencerebralrespectivamente.

Se han descritootrasvías dopaininérgicas
(verBjórklundy Lindvali, 1984)quevan desde
hipotálamo dorsal y posterior hacia médula
espina];desdezonainciertae hipotálamoperi-
ventricular a áreapreópticae hipotálamope-
riventricular; desde sustanciagris periacue-
ductal y sustancia gris periventricular del
hipotálamo a sustancia gris periacuedultal,
tálamomedial e hipotálamomedial; y desde
núcleosarcuatoy periventricularapituitaria y
eminenciamedia.

Ademásde estasneuronasde proyección,
existenintemeuronasdopaminérgicasen bulbo
olfatorioy retina.

El másimportantede todosestossistemas
dopaniinérgicoses elmesoesiriatal.De hecho,
se ha calculado que el 80% de toda la DA
cerebralseencuentraen elestriado(ver Weiner
y Molinoff 1989).
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Fig. 1. Esquema de losprocesos relacionados con laneurotransmisión dopaminérgica. CDSíntesis de
doyamina(DA) a partirde tirosina (Tyr); la tirosina-hidroxílasa <271) es laenzimareguladora de esta nita
(.¿)AlmacenmnientodeDA en vesículaspresinñpticas. CI)LiberacióndeDApor exocítosís. unión de

la DA a los receptores DI produce un aumento de AMPe. La unión de la DA a losreceptoresD2
postsinápticos produce, en general, una disminución de AMPc. La activación de los receptores D2
presinápticos (autorrecepbores) regula la síntesisy liberación de DA. CrL0 inactivación de la DA se produce
por recaptación a través de transportadoresypor degradaciónpor la enzima extracelidar catecol-O-metil-
transíerasa (CO/vID. C~La DA recaptada es degradadapor la enzima monoamino oxidasa (MAO).
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2.1.2.Efectosdel enve¡ecimientosobrela
neurotransmisióndopammnérgíca

Probablemente,la vía mejor estudiadaen
relación con el envejecimientocerebral es la
proyeccióndopaniinérgicanigro-estriatal.Esto
se debe, en gran parte. al descubrimientode
que la enfennedadde Parkinson se produce
como consecuenciade la muerte de las
neuronasde proyecciónde la sustancianegra,
con la consiguientedisminucióndel contenido
de DA enel estilado

2.1.2.1.Eféctosdel envefecimientosobre
la concentraciónde DA en muestrasde
te/idocerebral

La concentraciónde DA en muestrasde
tejido cerebrales un buenindicadordel estado
en quese encuentranlos procesosde síntesisy
degradaciónde la DA y, por tanto, de la
cantidadde DA de que disponenlas ternnna-
dones dopaminérgicas. Esta aproximación
metodológica ha sido muy utilizada para
estudiarel efectodel envejecimientosobre la
neurotransmisióndopammérgica. Los resul-
tactos descritosson, sin embargo,contradic-
tonos.

En la rata, algunosautoreshandescritouna
disminucióndel contenidodeDA en elestriado
duranteel envejecimiento(Josephel al, 1978;
Ponzioel al, 1982; Strong etal, 1982; Oiorgi
el a!, 1987; Stoesslet aL, 1989; Marsball y
Rosenstein,1990); sin embargo,otros no han
detectadotales cambios(Ponzio el al, 1978;
Rose el al, 1986; Watanabeel al, 1987;
Godefroyel al., 1989).

Dado que existen trabajosque, utilinudo
técnicas, razas de rata y grupos de edad
similares, obtienenresultadosopuestosy, a la
inversa,con técnicas,razasy edadesdiferentes,
vatios trabajosobtienenresultadossimilares,
no se puede apelar a estos factores como
causantesde la disparidadde estosresultados.
Por ello, estosdatos no nos permiten,por sí

solos, dilucidarel efectoqueel envejecimiento
tienesobrelacantidaddeDA enelestriado.

Por otra parte, se ha descrito una
disminución de la actividad de la enzima
tirosina-hidroxilasaen el estriado de la rata
duranteel envejecimiento(Algeri el al, 1977;
Ponzioel a!, 1982)y unareducciónsimilar de
la tasade síntesisde DA (Ponzioel al., 1978;
Waianabeel a!, 1987; Marshall y Rosenstein,
1990). También se ha descrito una mayor
actividad de la enzimamonoamino-oxidasa-B
en el estriadode ratasviejas(Strolin Benedetti
y Dostert, 1989). Estos datos sugieren que
existe una disminución real de DA en el
estriado duranteel envejecimiento.Además,
estahipótesisseveapoyadapor ladisminución
del número de neuronasdurante el enve-
jecimientodescritaenlasustancianegra(donde
se encuentran los cuernos celulares de la
terminaciones dopaminérgicas del estriado)
(Sabely Stein, 1981).

En el humano,también se hadescritouna
pérdida de neuronasen la sustancianegra,
(Colemany Flood, 1987)y unadisminuciónde
la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa
(MeGeerel al., 1971). Sinembargo,cuandose
estudiael contenidode DA en el estriadolos
resultados vuelven a ser contradictorios,
describiéndosetanto reduccionesdel contenido
deDA duranteel envejecimiento(Adolfssonel
al, 1979) como mantenimientodel contenido
de DA a lo largo de la edad(Robinsonet al,
1977; MacKayetal, 1978; se puedeconsultar
la revisióndeKatzmanyTeny, ¡992).

2. 1.2.2. Efectosdel enve¡ecbrnentosobre
la liberación de 1)A

Hay pocostrabajosquehayanestudiadolas
concentracionescerebralesde DA en condi-
cionesbasales.En el estilado,varios trabajos.
utilizando técnicas in varo e itt vivo, no han
detectado cambios significativos de las
concentracionesextracelularesde DA con la
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edad(Diuzen cí aL, 1991;Veneroel al?, 1991;
Kametanieta!, 1995).

La liberación de DA inducida por altas
concentracionesde < se ha utilizado como
modelo para estudiar la capacidad de las
terminacionesdopaminérgicasparaliberar DA.
Duranteelenvejecimiento,sehadescritoquela
liberación in viti-o (Thompsonel aL, 1981;
Josepheta!, 1988) e in vivo (Kametaniel al,
1995)de DA inducidapor 1< sc mantienesin
cambios en el estilado de animales viejos.
Otros autores, sin embargo, han descnto
disminucionesconla edadde la liberaciónde
DA inducidaporK (Roseelal, 1986; Dluzen
el aL, 1991; Friedemanny Gerhardt, 1992;
Dobrevel a!, 1995). Porotraparte,Roseelal
(1986), utilizando técnicasitt vivo handescrito
una disminución de la liberación de DA tras
estimulacióncon K heterogéneaen lamuestra
de animales de experimentación utilizados.
Estos autoresdescribendos gruposdiferentes
de animalesviejos: uno de ellos no muestra
cambiosencuantoalaliberaciónestimuladade
DA, mientrasque el otro muestrauna dismi-
nución deésta,lo cual ponede manifiestouna
vez más la variabilidad entre individuos del
procesodeenvejecimientocerebral.

De forma similar a lo que ocunecon la
concentraciónde DA en el tejido cerebral, la
existencia de varios trabajos de diferente
metodologíaen uno y otro grupo de resultados
descartanla posibilidadde imputar a factores
metodológicosla existenciade datos contra-
dictorios. Ello nosimpidedeterminarde forma
clara el efecto del envejecimientosobre la
liberacióndeDA.

2.1.23.Efectosdel envejecimientosobre
lossistemastransportadoresdeDA

La aplicación de anfetamina ha sido
utilizada como método para estudiar la
capacidaddelas terminacionesdopaminérgicas
de liberar DA. Sin embargo, la anfetamina

produceunaliberación de DA citoplasmática
quees independientede Ca2‘,por lo queestos
estudiosnos informan másdel estadode los
sistemasdetrasportede DA y de la capacidad
de síntesisde DA que de los mecanismosde
liberaciónvesiculardeDA.

En el estriado,variostrabajoshandescrito
una menor liberación de DA tras la
administración de anfetamina en animales
viejos (Dluzen el al, 1991; Kametani el aL,
1995),aunquetambiénexisteun trabajoqueno
detectatalescambios(Thompsoneta!, 1981).

Enun extensotrabajoutilizandotécnicasin
vi1ro, Dobrevel al (1995)han descrito vanas
modificacionesen la liberación de DA en
animales viejos. Así, la aplicación de
verairidina produce una liberación de DA
mayor en animalesviejos que en animales
jóvenes. Esta liberación de DA no se vió
afectadaenanimalesjóvenespor la tratamiento
previo de reserpina (lo que indica que tal
liberaciónno es vesicular)pero si en animales
viejos. Por otra parte, la liberación de DA
inducidapor K> fue menoren animalesviejos,
sin embargo, la ouabaína (inhibidor de la
bomba N& -K~-ATPasa) disminuyó esta
liberación de DA en los animales jóvenes
(como cabíaesperar)peroaumentóla obtenida
en animalesviejos. Estosresultadoshanhecho
sugeriralosautoreslahipótesisde quedurante
el envejecimiento podría existir una dismi-
nución de la liberación vesicular de DA
(dependiente de Ca2j, acompañada de un
aumentode la liberación citosólica de DA
(independientede Ca2) (Dobrevel aL, 1995).
Esta hipótesis, sin embargo, no estaría de
acuerdocon los resultadosobtenidospor otros
enlos quela anfetaminainduce unaliberación
deDA similar o menoren animalesviejos (ver
másarriba).

Por otra parte, los trabajos que han
estudiadodirectamenteelnúmerode transpor-
tadoresdeDA y suafinidadpor la DA no han
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detectadocambioalgunoa lo largo de la edad
en el estriado de la rata (Thompson el a!,
1981; Strong el aL, 1984; Marshall y Alter,
1986).

En el humano,estudiosrealizadositt vivo
han descrito una disminución del númerode
transportadoresde DA durante el envejeci-
miento en el cuerpoestriado(Volkow ci a!,
1994; Van Dyck el a! ¡995).

2.1.2.4.Efectosdel enve/ecimientosobre
los receptoresdopaminérgícos

Uno de los hechosmejor establecidosen
relacióncon el efectodel envejecimientosobre
la neurotransmisión dopaminérgca es la
disminución de la densidad de receptores
dopaminérgicos02 en el estriado.Estehecho
se ha observado tanto en animales de
experimentacióncomo en humanos,indepen-
dientementedelas técnicasutilizadas(verp. ej.
Joyceeta!, 1986,Hyitel, 1987,Morganeta!,
1987; 1-lan el a!, 1989; Morelli et a!, 1990;
Rinne el al., 1990; Murray y Waddington,
1991; Antononí ci a!, 1993 y la revisión de
Josephel a!, 1990).

En relación con los receptoresdopami-
nérgicosDI, existen datoscontrovertidos(se
puede consultar una discusión de esta
controversia en Joseph el a!, 19%). Así,
algunosautoreshan descrito una disminución
del número de receptores Dl durante el
envejecimientoparalelaa laqueocurrecon los
receptores02 (p. ej. Giorgi el cl., 1987;Hyttel,
1987; Morelli eta!, 1990);sin embargo,otros
autoresdescribenque el númerodereceptores
Dl no cambiaduranteel envejecimiento(p. ej.
Rinne, 1987; O’Boyle y Waddington, 1984 y
MuaayyWaddington,1991).

En todo caso, se ha sugerido que la
disminución del número de receptores
dopaminérgicosduranteel envejecimientose
podríaproducir comoconsecuenciatanto dela
muerte de neuronas que expresan estos

receptorescomo de la disminución de la
síntesis de receptoresdopaminérgicosen las
neuronassupervivientes(Mesco el al, 1991;
Giorgí el al.. 1992; ver la revisióndeJosephel
a!, 1990).

2.1.2.5.Acercadelefectodel
envejecimientosobre la
neurotransmísióndopaminérgica

Todos los datosaquí revisadosse refieren
al estadodelaneurotransmisióndopaminérgica
enelestriado,no sóloporserel estriadoel área
cerebraldondese concentrala mayor partede
la DA, sino, sobre todo, por la ausenciade
trabajosenotrasáreasdel cerebro.

Delosdatosrevisadospodríasugerirseque
el envejecimientoproduceunaalteracióndela
neurotransmisióndopaminérgicaen el estriado
fundamentalmente a nivel postsináptico,
produciendouna disminución del número de
receptoresde DA. A nivel presináptico, la
disminución del númerode neuronasdescrita
en la sustancia negra parece tener como
consecuenciaunadisminuciónde la capacidad
de liberar DA por partede las terminaciones
dopaminérgicasdel estilado, probablemente
por una disminución en la síntesis de DA,
aunqueestehallazgono estábienconfirmado.

Efectos delenvejecimiento sobre la
neurofrwzsmi¶ión dopa>ninhTjcaenelauñado
de¡a rata

• DisminucióndelasíntesisdeDA

• Disminuciónde la concentracióndeDA (7)

• Conservacióndela capacidadde liberarDA en
condicionesbasales

• Disminución de la capacidadde liberar DA
trasestimulaciónconK (7)

• Conservacióndel número de transportadores
deDA y de suafinidadpor la DA

• Disminucióndel númerodereceptoresD2

• DisminucióndeJ númerodereceptoresDl (7)

13
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Se ha sugerido que la alteración de la
neurotransmisión dopaminérgica que se
produceduranteel envejecimientoestáimpli-
cadaen las alteracionesmotorasy cognitivas
queseobservanen losindividuosviejos (verp.
ej. Murray y Waddington, 1991 y Arnsten,
1993).

2.2. ACIDO GLUTAMICO

2.2.1. Neurotransmisiónglutamalérgica

El ácidoglutámico(GLU) es elneurotrans-
misor excitadormásabundanteen el Sistema
Nervioso de los mamíferos. Sus efectos
excitadoresfuerondescritosen los años50, al
observarque su aplicación tópica sobre la
cortezacerebralproducíaactividad convulsiva
(Hayashi, 1952) y que su aplicación ionto-
foréticaproducíadespolarizacióndeneuronase
incrementode la frecuenciade potencialesde
acción (Curtis ci a!, 1959). Actualmente,se
considerabienestablecidoqueelGLU cumple
el papelde neurotransmisoren la mayoríade
las sinapsisexcitadorasrápidas del Sistema
Nervioso Central (se pueden consultar las
revisionesde Fagg y Foster, 1983; Fonnum,
1984; Cotman el al., 1987; Nicholls, 1993;
Orregoy Villanueva, 1993).

2.2.1.1.Metabolismodel<tU

El GLUpuedesersintetizadoen el Sistema
Nerviosoatravésde multitud de rutas(apartir
de glutamina -GLN-, a-cetoglutarato,
proteínas,arginina, ornitina o prolina) siendo
susprincipalesprecursoreslaglucosay laGLN
(Eonnum, 1993).Actualmenteseconsideraque
la síntesis de (JLU en el SistemaNervioso
ocurre,principalmenteapartir dela GLN por
acción de la enzimaglutaminasa(Bradford el
a!, 1978: Fonnum, 1993). Tambiénexisteuna
rata de síntesis a partir del a-cetoglutarato
catalizadapor la aspartatoaminotrausferasa
(Bradford 1988; McOeer y McQeer, 1989;
Fonnuin, 1993).

Laglutamínasaes unaenzimamitocondrial
que se encuentra mayoritariamente en las
terminaciones nerviosas de las neuronas
glutamatérgicas,aunquese puedelocalizar en
otros tipos celulares (Fonnmn, 1993). La
enzima glutaminasa está regulada princi-
palmentemedianteinhibición por su producto
(Bradford,1978);puedeactivarsepor fosfatoy
Ca2 es decir,porel incrementode laactividad
enla terminaciónnerviosa,y puedeserinhibida
porNl-Ii yH~(Fonnum,1993).

El catabolismo del GLU se realiza
principalmentepor oxidaciónatravésdel ciclo
de Krebso por conversióndel OLU en OLN
mediante la enzima glutamina sintetasa
(Fonnum, 1993). La glutamina sintetasase
encuentralocalizadacasi exclusivamenteen la
astroglía(Martínez-Hemández,1977), si bien
no se puedeexcluir unapequeñaactividad de
estaenzimaenneuronas(Fonnum, 1993).

El metabolismodel GLU en el Sistema
Nervioso se encuentra,por tanto, separadoen
doscompartimentoscelulares:por un ladolas
tennuiacionesnerviosasy porelotro lascélulas
gliales. Así, el GLU es sintetizadoen lastenni-
naciones nerviosasy, tras su liberación al
espaciosináptEo,escaptadoen su mayoríapor
lascélulasgliales,dondeesconvertidoen GLN
mediantela enzimaglutainina sintetasa.Una
vez sintetizada, la OLN difunde al espacio
extracelular, de donde es captada por las
neuronas glutamatérgicas a través de
transportadoresde baja afinidad, utilizándose
paralasíntesisdeGLU(Fonnum,1993).

2.2.1.2.Almacenamiento,liberación e
inacíivacióndel (tU

El OLU sintetizado en la terminación
nerviosaes almacenadoenvesículassinápticas.
El mecanismode transportevesicularde GLU
es independientede Nat y estáacopladoa un
gradientedeH~ queesgeneradoporuna
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ATPasadirigida haciael mtenorde lavesícula
(Naito y Ueda, 1985, N¡cholls, 1993).
También existe un almacén de GLU en
citoplasma

La liberaciónsinápticaCa2’-dependientede
GLU tras estimulaciónquímica o eléctricase
ha demosirado in vitro (Fonnuni, 1984;
Nicholís, 1989). Estudiosen sinaptosomashan
demostradoqueestaliberaciónse producepor
exocitosis y no por salida directa desde el
citoplasma(Nicholls, 1989).

La inactivación del GLU liberado al
espacio smápbco se produce mediante la
introducción de éste en las terminaciones
nerviosasy en los astrocitoscircundantesa
travésde sistemasde captaciónde altaafinidad
y dependientesdel gradiente de Na~ y
(Nicholls, 1993). De estos dos componentes
celulares,el glial es el quecaptala mayoríadel
GLU liberado (Rothsteinel al, 1996): se ha
calculadoque,en elestriado,el 80%del GLU
es captadopor los transportadoreslocalizados
en lascélulasgliales(Rothsteincial, 1996).

Hasta la fecha se han donado tres
transportadoresde membranade alta afinidad
para el GLU (ver la revisión de Attwell y
Mobbs, 1994). En todo caso, los tres parecen
tener el mismo mecanismo de acción: la
entrada de cada molécula de OLU se
acompañade laentradade 2 moléculasde Na~
y de la salidade 1 moléculade K y otra de
ORodeHCO<.

El transportede OLU puede invertirse
cuandola concentraciónextracelularde K es
elevadao cuandosedisipael gradientede Nat
(p. ej. con veratridina), produciéndoseuna
liberación de GLU que es independientede
Ca2 Estetipo de liberaciónse ha demostrado
iii vi/ro (Nicholís, 1989; Attwell el a!, 1993).
Iii vivo, experimentosrealizadosen nuestro
laboratoriohanmostradola liberacióndeGLU
a través de transportador(del Arco el a!, y
Segovia el al, datos no publicados).

Actualmentese discute que la liberación de
GLU atravésdesutransportadorpuedaserun
componente importante de la liberación
fisiológicade OLU, aunquesi parececlaroque
el aumentode la concentraciónextracelularde
GLU observadoen determinadascondiciones
patológicas (p. ej. en isquemia), podría
explicarsetambiénpor la liberaciónde GLU a
través de estos sistemas transportadores
(Nicholísy Atrwell, 1990; Levi y Raiteri, 1993;
Nicholls, 1993).

2.2.1.3. Receptoresglutamatérgicos

Los estudiosfannacológicosy moleculares
han permitido demostrarla existenciaen el
Sistema Nervioso de receptoresglutamatér-
gicosde dos clases:receptoresionotrópicosy
receptoresmetabotrópicos.

Los receptores glutamatérgicos iono-
trópicos son canales íonicos. Farmacológi-
camentesehandescritotrestipos dereceptores
ionotrópicospara el GLU en función de su
diferenteafinidadpor sustancias:los receptores
N-metil-D-aspartato(NMDA), los receptores
a-am¡no-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propio-
nato (AMPA), y los receptoreskainato (KA)
(Farooquiy Horrocks, 1991; Nakanishi, 1992;
Sprengely Seeburg,1993).

El receptor NMDA es un canal iónico
selectivo para el Ca~ reguladopor múltiples
sitios deunión. Sehan descritositios de unión
especificosparael GLU o sus agonistas;para
glicina; paracationes,en el interior del canal,
dondeel Mg2~ puedeunirsey bloquearel flujo
de iones; parapenciclidinas; parapoliaminas;
parael Zn2’ (distinto del de Mg2j; paraH y
un sitio redox (Farooqui y Horrocks, 1991;
Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann,
1994).

Los receptoresNMDA poseenunaelevada
permeabilidadparael Ca2~, puedenactivarsede
formaprolongaday puedenserbloqueadospor
Mg2~ dependiendodel voltajede la membrana
(Nakanishi, 1992; Sprengely Seeburg,1993).
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Sus propiedades indican que el receptor
NMDA puede actuarcomo un detectorde
coincidenciamolecular: su activacióndepende
de la existencia simultánea de actividad
presináptica (liberación de GLU) y
postsináptica(despolarización).Debido a esto.
el receptor NMDA ha sido implicado en
procesostales como aprendiz~je,memoriay
coordinación motora Por otra parte, esas
mismaspropiedadestambién sugierenque el
receptorNMDA podríaparticiparen la muerte
neuronal inducida por la presenciade altas
concentracionesde GLU en el espacio
extracelular (Farooqui y Horrocks, 1991;
Sprengely Seeburg,1993).

LosreceptoresAMPA son canalesiónicos
independientesdevoltaje, de cinéticarápiday
con permeabilidad selectiva para cationes
monovalentes(Nat, Kl). Se consideraque el
receptor AMPA es el responsablede la
transmisión excitadorarápida mediada por
GLU y de la activación del receptorNMDA
por desbloqueo del canal iónico como
consecuenciade la despolarización.Por esto
último se comprendeque sudistribuciónen el
SistemaNerviosoCentral seamuy similar a la
del receptorNMDA: ambosse encuentranen
alta concentraciónen la cortezacerebral, el
hipocampo,el estriadoy el tálamo(Farooquiy
Hoaocks,1991; Sprengely Seeburg,1993).

Los receptoresKA presentan,como los
receptoresAMPA, unaaltapenneabilidadpara
cationesmonovalentes(Nat, K~) (Earooquiy
Horrocks, 1991; Sprengely Seeburg, 1993).
En realidad,variosestudioshanmostradoque
elKA puedeactuartanto sobrereceptoresKA
como sobre receptores AMPA. El papel
fisiológico de estosreceptoresKA es incierto.
Se ha sugerido su participación en la
transmisiónexcitadorarápida. Su localización
es complementariaa la de los receptores
NMDA y AMPA, si bien parecen estar
presentesen todoslos circuitosneuronalesdel

SistemaNervioso Central (Nakanishi, 1992;
Sprengely Seeburg,1993).

Los receptoresglutamatérgicos metabo-
trópicos, por su parte, actúan acopladosa
distintos efectores celulares a través de
protemas G. Se han donado hasta8 tipos
diferentesdeestosreceptores(mGluRI-8)a los
quese haagrupadoen tresfamiliasen función
dela afinidad pordiferentesagonistasy de los
segundosmensajerosligados a su activación
(Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn, 1993;
Hollmann y Heinemann, 1994; Nakanishi,
1994; Pm y Duvoisin, 1995):

- los receptores mOluR1 y 5 responden
mejor al quisqualatoy su estimulación
aumentala síntesisde inositoles infosfato
y, por tanto, la concentraciónintracelular
de Ca2~ por movilización de las reservas
internas de este catión; se ha descrito
también el amnento de los niveles de
AMPc y de ácido araquidónico por
activacióndel receptormOluR1;

- los receptoresmGluR2 y 3 responden
mejor al trans-l-aminociclopentano-1,3-
dicarboxilatoy su estimulacióninhibe la
formacióndeAMPe;

- los receptoresmGluR4, 6 y 7 responden
mejor al 2-amino-4-fosfonobutiratoy su
estimulacióntambién inhibe la sintesis de
AMPc.

Los receptores mGluR8 son de dificil
clasificación: algunos autores los incluyen
dentro del grupode los receptoresmOluR2-3
(Nakanishi, 1994)y otros dentro del grupo de
los receptoresmOluR4-6-7 (Pm y Duvoisin,
1995).

En general,se haasignadoalos receptores
metabotrópicosun papel predominantemente
modulador de la neurotransmisión(Baskys,
1992; Nakanishi,1992). La activaciónde estos
receptores puede producir despolarización
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(Schoeppy Conn, 1993); sin embargo, en
funciónde losdistintosefectorescelularesalos
que estén acoplados,sus efectos pueden ser
tanto excitadorescomoinhibidores. De hecho
se ha descritoun aumentode las corrientesde
CF y de K4 tras activación de receptores
metabotrópicosqueprovocaunareducciónde
la excitabilidad neuronal (Schoeppy Conn,
1993; Hollmanny Hememann,1994).

La activación de receptores giutama-.
térgicos metabotrópicos puede inhibir la
transmisión glutamatérgica. Este efecto está
mediado, probablemente,por autorreceptores
presinápticosdel tipo mGluR4 (que fUeron
consideradoshaceañoscomoun tipo diferente
de receptoresglutamatérgicos:losreceptores2-
amino-4-fosfonobutirato-AP4-), mGluR2 y
mGluR3 (Nakanishi, 1992; Schoeppy Conn,
1993; Holimanny Heinemann,1994).

2.2.1.4. Víasglutamatérgicas

Las neuronas glutamatérgicas están
distribuidas ampliamenteen todo el Sistema
Nervioso Central, principalmente en el
telencéfalo, donde la mayoria de las

proyeccionescorticalescontienenGLU (ver las
revisionesdeFaggy Foster, 1983 y Cotmanel
al, 1987). Las vías glutamatérgicas son
flincionalmente heterogéneas,debido a la
diferente distribución de los receptores
glutamatérgicos.Porejemplo,lasvíasqueusan
receptoresNMDA estánvinculadasaprocesos
de plasticidadsinápticae integraciónsensorial,
mientrasquelas queusan receptoresAMPA o
KA lo estána la transmisiónexcitadorarápida
(Colmaneta!.. 1987).

Las vías glutamatérgicasmejor conocidas
son lasproyeccionescórtico-fligalesque,desde
corteza,llegana estriado,tálamoy núcleosdel
tronco cerebral(ver la revisión de Cotmanel
al, 1987).

También han sido descritas vías
giutamatérgi~ tálamo-corticalesy córti ca-
corticales,éstasúltimas fundamentalmenteen
el hipocampo. Son glutamatérgicas, por
ejemplo, la vía entorrino-cortical (vía
perforante), las fibras comisurales, las fibras
musgosasy lascolateralesde Schaffer(Faggy
Foster, 1983; Fonnum, 1984; Cotmanet al,
1987).
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Fig 2. Esquemade ¡os procesosrelacionadosconla transmisióngíníamatérgícaCi)Síntesisdeácido
glutánico(GUI) apartir deglutamina(GLAQ, reaccióncatalizadapor la g~utaminasa(Gín-asa).El GLU
tambiénpuedesersintetizado apartir deglucosa(Gluc) (¡‘ir: piruvato). (.&AlmacenamientodeGLUen
vesiculaspresinápeicas.(J) LiberacióndeGLUpor exocUosi& ®La unióndel GLUalasreceptoresAMPAy
AA producela entradadeN~t en la neumnapostsináptica.La unión delGLUa losreceptoresNAdVA
producela entradadeCa enla neuronapostsinápticaLa activaciónde losreceptoresmetabotrópicos
(mGlu.R)postsinápticosproduceun aumentodel inositol tr~fosfato(1P3). la activacióndelosmGlu-R
presinápticosproduceunadisminucióndeAMPc. (9La inactivaciándelGLUseproducepor recaptacióna
travésdetransportadoressituadosenlaslenninacionespresinápticasyenlascélulasguaJes. (~)ElGLU
recaptadopor lascélulasglialesestransfrnnadoenCHINa travésdela acciónde laglutaminasintetasa(Gín..
s). La GLNglialesliberadaal espacioextracelui’arycaptadopor lasterminacionespresinápuicasyutilizada
parasintetizarGLU
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2.2.2.Efectosdel envejecimientosobre
la neurotransmisiónglutamatérgica

2.2.2.1.Efectosdel envejecimientosobre
la concentraciónde CLU en muestrasde
tejido cerebral

Los primeros estudiossobreel efectodel
envejecimientoen la neurotransmisióngluta-
matérgicase hicieron analizandoel contenido
de GLU en muestrasde tejido cerebral(en lo
quesigueacercadel efectodel envejecimiento
sobre la neurotransmisiónglutamatérgica,se
puede consultar Porras y Mora, 1996 o la
revisión de Porras y Mora, de próxima
aparición).

En lacortezacerebral,cuandoes analizada
sin distinguir entre áreas, la mayoria de los
estudioshan mostradoun menor contenidode
(RU en animalesviejos en comparacióncon
animalesadultosjóvenes(Davis y Himwich,
1975; SIrolin Benedetti el aL, 1990, 1991;
SaransaariyOja,1995).

Cuando la corteza cerebral es analizada
separándolaen áreasdiferentesdeacuerdoa su
estructura, se observa que el efecto del
envejecimientosobreel contenidode GLIJ es
diferenteen cada una de ellas. Por ejemplo,
algunostrabajosdescribencantidadesmenores
deOLU enlacortezafrontal deanimalesviejos
encomparacióncon animalesjóvenes(Dawson
el aL, 1989; Wallace y Dawson, 1990)
mientrasqueotros no detectandiferenciasen el
contenido de GLU en cortezas parietal o
temporal entre animales viejos y jóvenes
(Fomielesel aL, 1986; Banay-Schwartzet al,
1989). Inclusodentrodelacortezafrontal seha
descrito una disminución de GLU con el
envejecimientoen la cortezaprefrontalmedial
perono en las subdivisionessulcaly dorsalde
lacortezaprefrontal(Fomielesel aL, 1986).

En el estriadolosresultadosdescritosen la
bibliografiasoncontradictorios:sehandescrito
disminuciones(Strolin Benedettiet aL, 1990,

1991), ausenciade cambios(Dawson el al,
1989; Wallacey Dawson,1990, Saransaany
Oja, 1995)y aumentos(Donzantiy Ung, 1990)
de la concentración de OLU durante el
envejecimiento.

En el hipocampo, sí parece existir una
concentraciónde OLIJ menor en animales
viejos en comparacióncon animalesjóvenes
(Banay-Schwartzcíal, 1989; StrolinBenedetti
et al. 1990, 1991; Saransaariy Oja, 1995).
Existe un trabajo en el que no se detectan
cambiosen laconcentracióndeGLU duranteel
envejecimientoen el hipocampo(Dawson y
Wallace, 1992). Sin embargo,estetrabajoestá
hecho con ratas de raza Long-Evans cuya
longevidades mayor quelas de raza Wistary
Fisher-344(ver Colemany Flood, 1987), por
lo quees posibleque los cambiosdebidosal
envejecimientose detectenen estosanimalesa
edadesmásavanzadas.

En otras estructurascerebrales,los resul-
tadosobtenidosal cuantificarla concentración
de GLU duranteel envejecimientoson contra-
dictorios. Porejemplo,enel núcleoaccwnbens
se handescritoausenciade cambios(Donzanti
yUng, 1990)o disminucionesdel contenidode
GLU(StrolinBenedettietaí,1990, 1991)yen
la sustancianegra se han descrito aumentos
(Donzantiy Ung, 1990), ausenciade cambios
(Banay-Schwartzelal., 1989)y disminuciones
(Strolin Benedetti el aL, 1990, 1991) del
contenidode(RU.

Las disminucionesde la concentraciónde
GLU en lacortencerebral,específicamenteen
lacortezafrontal yen el hipocampoduranteel
envejecimiento parecen bien establecidas.
AdemÁs,concuerdancon los resultadosde los
trabajosqueanalizanel númerode neuronasa
lo largo del envejecimiento.De hecho se ha
descrito muerte de neuronas durante el
envejecimientoen la cortezacerebral(Knox,
1982; Heumami y Leuba, 1983; Petersel al,
1987), específicamenteen la cortezafrontal
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(Mufson y Stein, 1980), y en el hipocampo
(Brizzeey Ordy, 1979; LandfieldelaL, 1981).
En estasestructuras,lamayoríadelasneuronas
son glutamatérgicas,por lo queladisminución
de la concentración de OLU puede ser
consecuenciadelamuerteneuronalqueocurre
duranteel envejecimiento.

El análisisde la concentraciónde GUi en
muestrasdetejido, sin embargo,no es un buen
indicador del estado de la neurotransmisión
glutamatérgica. ya que el QLU es un
aminoácidoqueformapartedeproteínasy que
interviene en multitud de rutas metabólicas.
Así, unaalteraciónen la concentracióntisular
de GLU podría reflejar cambios en rutas
metabólicasenlas queintervieneel GLU pero
que no están relacionadas con la neuro-
transmisión. Para estudiar el estado de la
neurotransmisiónglutamatérgcaconel enveje-
cimiento es necesarioestudiarparámetrosmás
directamente relacionados con la función
neurotransmisoradel GLU: por ejemplo, la
concentración extracelular de GLU, la
liberación de GLU inducida por agentes
despolarizantesy los transportadoresy recep-
toresdeOLU.

2.2.2.2.Efectosdel envejecimientosobre
la liberacióndeGLU

En la cortezacerebral, la mayoría de los
estudios han demostrado que no existen
cambiosalo largo dela edaden la liberación
de GLU en condicionesbasales.Estaausencia
de cambios duranteel envejecimientose ha
descrito tanto en estudios itt vitro como en
estudios itt vivo independientementede la
especie utilizada (ratas y ratones),del área
cerebral estudiada(cortezasfrontal, parietaly
occipital) y de la razadeanimalutilizada(ratas
Wistar, Long-Evansy Fisher-344)(Dawsonel
al., 1989; Cobo el aL, 1992; Dawson y
Wallace, 1992;Coboeta!, 1993; Porrasel aL,
1993; Palmer et aL, 1994; Sánchez-Prietoel
al., 1994;SaransaanyOja,1994, 1995)

En la corteza cerebral, la liberación de
GLU inducidapor agentesdespolarizantestales
como o 4-aminopiridina,tampocoparece
cambiarduranteel envejecimiento(Dawsonel
aL, 1989; Pairneret al., 1994; Sánchez-Prieto
el aL, 1994; Saransaariy Oja, 1994), aunque
existeun trabajo quedescribequela liberación
de GLU inducidapor es mayor en ratones
viejos (Saransaariy Oja, 1995). Sin embargo,
cuandose hananalizadoreasdeterminadasde
la cortezase hanencontradoalgunoscambios.
Por ejemplo, en la corteza temporal se ha
descritouna liberaciónde GLU inducidapor

mayor en animalesviejos queen animales
jóvenes(Meldnmi el aL, 1992). En la corteza
prefrontalse hadescritounadisminuciónde la
sensibilidadal estimuloeléctrico en animales
viejos(Coboeta!, 1993).

En el estriado,la mayoriade los estudios
muestranque la concentraciónde GLU en
condiciones basales(Sánchez-Prieto el al.,
1994; Saransaari y Oja, 1995) o tras
estimulación (Freeman y G¡bsow 1987;
Sánchez-Prietoet al, 1994, Donzanti ez aL,
1993; Saransaari y Oja, 1995) no cambia
duranteel envejecimiento.Sin embargo,existe
una publicación que describe una
concentración basal de GLU mayor en
animalesviejos (Freemany Gibson, 1987). Es
posiblequelas diferenciasen estosresultados
se debanaque los cambioscausadospor el
envejecimiento se produzcan en ciertas
regionesdel estriadoperono en otras.En este
sentido, se ha descrito un aumento de la
concentración basal de GLU durante el
envejecimientoenel estriadolateralpero no en
el estriadomedial de la rata(Donzanti el a!,
1993).

En otras áreascerebralestambién se ha
estudiado la liberación de GLU con el
envejecimiento.Por ejemplo,en el hipocampo
sehadescritounaconcentraciónexiracelularde
GLU en condiciones basales mayor en
animales viejos que en animales jóvenes
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(utilizandoratonesy ratas>(Freemany (libson,
1987; Meldrum el aL, 1992), aunque
Saransaariy Oja (1995) describenunamenor
concentración de GLU en ratones viejos.
También son controvertidos los resultados
obtenidoscuandose induce la liberación de
QLU porK~: algunosautoresmuestranquees
mayor en animalesviejos (Meldrum et a!,
1992; Saransaariy Oja, 1995), pero otros
autoresno detectantales cambios(Freemany
(3ibson, 1987). Todos estos estudios se han
hechoconmétodositt vflro. Hastala fechano
existen trabajospublicadossobrela liberación
itt vivo de GLU en el hipocampoduranteel
envejecimiento

2.2.2.3.Efectosdelenvejecimientosobre
los sistemastransportadoresde GLU

Los trabajosque estudianla capacidadde
recaptarGLU por partede las neuronasy las
células gliales en relación con el procesode
envejecimiento ofrecen resultados contradic-
torios.

En la cortezacerebral y en el estriadose
han descrito tanto disminuciones(Wheeler,
1980; Price ex aL, 1981; Wheeler y Oxido,
1986; Najlerahim ex al., 1990; Saransaariy
Oja, 1995) como aumentos(Strong el aL,
1984) o ausenciade cambios(Dawson el a!,
1989; Palmereta!, 1994)de la capacidadde
recaptacióndeGLU duranteelenvejecimiento.
Las diferenciasentreestosresultadospodrían
deberseaqueexistandisminucionesrealesdel
número de transportadoresde GLU compen-
sadaspor un aumentode la afinidadde estos
transportadores,tal y como se ha sugerido
recientemente(Saransanríy Oja, 1995). Por
otra parte, todos estos trabajosestánhechos
utilizando métodos in vitro, sobre todo
preparacionesde sinaptosomas(terminaciones
nerviosas),queno incluyencélulasgliales. Sin
embargo,el (RU liberadoal espaciosináptico
es captadofundamentalmentepor las células
gliales (Rothsteinel al., 1996). Por tanto, los

cambiosdescritosen algunosde estostrabajos
no son expresiónfiel de lo que ocuneen los
mecanismos de recaptacióndel GLU. De
hecho, un cambio en la capacidad de
recaptación de GLU por parte de las
temxinaciones nerviosas podría ser
compensadopor cambiosen sentidocontrario
en el componenteglial, por ejemplo con el
aumento del número o de la capacidad
funcionalde losastrocitos.De hecho,algunos
trabajoshandescritotales cambiosen la glia
durante el envejecimiento (Teny, 1986;
Vázquezex aL, 1992). Estaposibilidadse ve
apoyadaporlosresultadosobtenidosutilizando
cortesde tejido cerebral, que incluyen tanto
neuronas como células gliales, y que han
descritoel mantenimientode la capacidadde
recaptaciónde(RU duranteel envejecimiento
(DawsonetaL, 1989).

Es interesante subrayar que todos los
trabajos que han estudiadola capacidadde
recaptaciónde GLU en el hipocampohan
demostradotambiénelmantenimientodeestos
sistemasduranteel envejecimiento(Gilad el
aL, 1990; Najlerahim el a!, 1990; Paliner el
al., 1994).

2.2.2.4.Efectosdelenvejecimientosobre
los receptoresglutamatérgicos

Uno de los resultadosmejor establecidos
en relación con el estado de la neuro-
transmisióngiutamatéwjcaduranteel envejeci-
miento es la disminuciónde receptoresglula-
niatérgicosNMDA. Esta disminución se ha
descritoen la mayoría de las áreascorticales,
en el hipocampoy en elestriado(Petersony
Colman,1989; Miyoshieta!, 1991;Tamaruet
aL, 1991;Wenk el al, 1991,CohenyMúller,
1992; Cimino el aL, 1993; Magnussony
Colman,1993a, 1993b;Castorinael aL, 1994;
Senael a!, 1994). Estosresultadosse han
repetido independientementede la especie
animaly de la razaestudiadas(ratasWistar y
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Fisher-344;ratonesBALB/c, CS7B1y NMRI),
asícomodela técnicautilizada

Juntoa la disminuciónde la densidadde
receptores NMDA se han descrito otros
cambiosen este receptor durante eí enve-
jecimiento. Por ejemplo, se ha descrito una
disminuciónde la respuestapostsinápticatras
laestimulacióndel receptorNMI)A (Baskysel
aL, 1990; Gonzalesel a!, 1991; pero ver
tambiénSerrael al., 1994),aunquetambiénun
aumentode la afinidad del receptor NMDA
por el GLU (Cohen y Miil1er4 1992). Así
mismo, se han descrito cambios en la
influenciaquetienen los sitios demodulación
del receptorNMDA sobrela actividadde este
receptor(Miyoshi el aL, 1990; Piggott ex a!,
1992).

El número de receptoresglutamatérgicos
AMPA pareceexperimentartambiéndisminu-
cionesconel envejecimiento,sin embargo,los
resultados con este receptor no son tan
consistentescomolosobtenidosconelreceptor
NMDA. Así, sehandescritodisminucionesen
el númerode receptoresAMPA en la corteza
frontal y parietal del ratón (Magnusson y
Cotman,1993b),perono enlacortezacerebral
de la rata(Tamaruex al., 1991; Cimino eta!,
1993). Por otra parte,en el hipocamposehan
descrito disminuciones del número de
receptoresAMPA duranteelenvejecimientoen
algunasáreas,perono entodo el hipocamnpo
(Cimino el aL 1993; Magnussony Cotman,
1 993b>.

De modo similar a lo que ocurre con el
receptorNMDA, ladisminucióndelnúmerode
receptores AMPA en ciertas áreas del
hipocampo (R ej. en el área CAl, ver
Magnussony Connan, 19931,) durante el
envejecimiento es coherentecon la disnú-
nución de la respuestaa la estimulaciónde
estos receptores descrita por otros autores
(Barneseta!, 1992).

En relaciónconel receptorKA, ennuestro
conocimientosólo existe un trabajo que lo
estudie en relación con el envejecimiento,
señalandoqueno variaconla edadencortezae
hipocampo(Tamameta!, 1991).

No existen trabajos publicados que
estudien otros receptores glutamatérgicos
durante el envejecimiento. Por otra parte,
algunostrabajoshan descritoquela respuesta
neurona]trasla aplicaciónexógenadeGLU no
cambiaduranteelenvejecimiento(Lippael a!,
1981; Rao eta!, 1993).

2.2.2.5.Acercadel efectodel
envejecimientosobrela
neurotransmisióngluiamatérgica

La mayoría de los estudiosmuestranque
las terminaciones nerviosas glutamatérgicas
mantienen, durante el envejecimiento, su
capacidadde liberarGLU tanto en condiciones
basalescomo tras estimulacionesexógenas.
Estaafirmaciónseapoyaen estudiosrealizados
tanto itt vitro comoitt vivo, utilizandoratonesy
ratas como animales de experimentacióny
analizando varias estructurascerebralesque
incluyen corteza cerebral, hipocampo y
estriado.Sin embargo,el análisis del compo-
nente postsináptico de la neurotransmisión
glutamatérgica durante el envejecimiento
demuestraque existe una disminución del
númerodereceptoresNMDA enlamayoríade
las estructuras cerebralesestudiadasy del
númerode receptoresAMPA enalgunasáreas
del hipocampo. Estadisminución del número
de receptoreses coherentecon el descensode
la respuestapostsinápticatras la estimulación
selectivade los mismos en estasestructuras
duranteelenvejecimiento.

Por otra parte,se ha descritoun aumento,
duranteel envejecimiento,de laafinidadde los
receptoresNMDA por el GLU, lo cual añade
un grado másde contbsiónala cuestión,ya
que este aumento de afinidad podría
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compensarla disminución del número de
receptoresgiutamatérgicos.Es más,estaúltima
posibilidad coincide con los resultados de
algunos trabajos que han mostrado que no
existencambiosde larespuestaa la aplicación
exógenade GLUduranteel envejecimiento

Por tanto, los datos aquí revisados (y
resumidosacontinuación)acercadel efectodel
envejecimiento sobre la neurotransmisión
glutamaérgicason, aún,insuficientesy contro-
vertidos, por lo que no se puede aclarar si
existe un déficit real de este sistemaneuro-
transmisoren el animalviejo.

Efectosdelenvejeelmientosobre¿a
neurotransmisiónglutamatérgicaen la corteza
cerebralyel tibiadodela nito

• Disminución de la concentraciónde GLU en
algunasáreasdeLa corten(7)

• Conservacióndela capacidadde liberar GLU en
condicionesbasales

• Conservaciónde la capacidadde liberar GLU
trasestimulaciónconK’ (7)

• Disminucióndel númerodereceptoresNMDA

• Aumentode la afinidaddel receptorNMDA por
el GLU

• Disminución de la respuestapostainápticaa la
estimulacióndel receptorNMDA

• Disminucióndel númerode receptoresAMPA
(7)

2.3. GASA

2.3.1. Neurotransmisióngabérgica

El aminoácido neutro ácido gamma-
aminobutirico(GABA) es el neurotransmisor
inhibidor más ampliamentedistribuido en el
SistemaNerviosoCentral (Mugnaini y OerteL
1985). Su presenciaen el tejido cerebral se
descubrióen 1950, demosfrándosesu función
neurotransmisoraa finales de los años 60
(Krnjévicy Schwartz,1966).

2.3.1.1.MetabolismodelCABA

En el cerebroadulto de los mamtferos,el
GASA se sintetizaprincipalmentea partir de
GLU enun solopasoenzimáticocatalizadopor
la enzima ácido glutámico decarboxilasa
(GAD) Estaenzimarequierela presenciade
piridoxal fosfato como cofactor.Existenotras
víasdesíntesisdeGASA en el cerebro(p. ej. a
pailir de putrescina)aunquese considerande
menorunportancia(Martin y Rimvall, 1993).

La GAD es unaenzimacitoplasmáticaque
se encuentralocalizada sólo en las neuronas
gabérgicas, por lo que se utiliza como
marcador específico de estas neuronas
(McGeer y McGeer, 1989). La reacción
catalizada por la GAD es esencialmente

irreversible,por lo querequieredeunaestrecha
regulación(Martin y Rimvafl, 1993). Así, al
menosun 50% de GAD estápresenteen el
cerebrocomo apoenzinia, constituyendouna
reservade GAD inactivo (Martin y Rimvall,
1993). Además, la GAD es inhibida por su

24-producto (Portery Martin, 1984), por Zn yporct-cetoglutarato(Wu, 1976).

La degradacióndel GASA se realiza a
través de una reacción de transaminación
catalizadapor laGABA transaminasa(GABA-

En esta reacción se produce la transanii-
nacióndel GASA conel «-cetoglutaratopara
originar semialdehidosuccinico y GLU. El
semialdehídosuccínico es oxidado por la
semialdehidosuccínicodeshidrogenasaaacido
succinico, el cual entraen el ciclo de Krebs.
Por suparteel GLU puedeserutilizadoparala
síntesisdeGASA (McoeeryMcGeer,1989).

La GABA-T es una enzimaniitocondrial
que requierepiridoxal fosfato como cofactor.
La disponibilidadde cx-cetoglutarato,metabo-.
lito intermediodel ciclo de Krebs, es un factor
regulador importante de la actividad de la
GASA-T (McGceryMcGeer,1989).
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La ruta metabólicadescrita (cortocircuito
CABA) constituyeun pequeñoanexoal ciclo
de Krebs en el cerebro,que ofrece una vía
alternativaentre el a-cetoglutaratoy el ácido
succinico, cuya función principal es la
biosintesis de CABA en las terminaciones
nerviosas (Martin y Rimvall, 1993). El
cortocircuito CABA puede ser también
completadoen lascélulasglialesyaqueposeen
todas las enzimas necesarias para la
degradación del GASA captado desde el
espaciosináptico (GABA-T y semialdehido
succínicodeshidrogenasa).El <RU formado
en los astrocitosatravésde la GABA-T, que
no puedeserconvertidoen GASA debidoa la
falta de CAD, es transformado por la
glutaminasintetasaenglutamina,lacualpasaa
lastenninacionesnerviosas.En éstas,laenzima
glutaminasaconviene la glutamina en CLI)
manteniendoasí el suministrode precursorde
GASA(McGeery McGeer,1989).

23.1.2.Almacenamiento,liberación e
inactivacióndelCABA

El GASA se almacena en vesículas
sinápticasgraciasa la acciónde un sistemade
transporte vesicular de baja afinidad,
independiente de Nat y acoplado a un
gradienteelectroquímicode W generadopor
una ATPasadependientede Mg” (Fykse y
Fonnum, 1988).

Estudios itt vitro han mostrado la
liberaciónde GASA defonnadependientede
Ca” desde terminaciones nerviosas en
respuestaaestumulosquímicosdespolarizantes
o ala activacióndeunavíanerviosa(Nicholls,
1989). Estaliberación dependientede Ca” se
produce principalmente por exocitosis
(Nicholis, 1989).

La inactivacióndel GASA liberadodesde
latenninaciónnerviosasellevaacaboatravés
de sistemasde transportede alta afinidad
localizadosen la membranapresinápticay en

los elementosgliales circundantes. Hasta la
fecha se han donado4 transportadoresde
CIABA con diferentes afinidades para el
CIABA y diferentes farmacologia y loca-
lización (ver A.ttwdll y Mobbs, 1994). La
estequiometríade este transportepareceserel
cotransporte de 1 CABA, 1 (?U y 2 Na>
(Attwell y Mobbs, 1994).

Debido al carácter electrogénico del
transpone de CABA así como a su
dependencia del gradiente de Na’, la
despolarizacióndel terminal nerviosofavorece
la salidadeGASA deforma independientede
Ca’4-. La existencia de esta liberación inde-
pendientede Ca’4- a través del transportador,
queparececontribuira la liberaciónde GASA
inducida por despolarización, ha sido
demostradaitt vitro (Bernathy Zigmond, 1988;
Meyer, 1991; LeviyRaiteri, 1993)einvivo en
las célulashorizontalesde la retina(Schwartz,
1987).

2.3.1.3.Receptoresgabérgicos

Se han descrito dos tipos diferentes de
receptores para el CASA, caracterizados
inicialmente por su diferente sensibilidad a
agonistasy antagonistas:el receptorGASA-A,
sensibleal agonistamuscimol y al antagonista
bicuculina, pero insensible al agonista
baclofén; y el receptorGABA-B, insensiblea
la bicuculinay sensibleal baclofén. Diversos
estudios farmacológicos y moleculares
sugierenlaexistenciade unagranvariedadde
subtiposde receptores,tanto parael receptor
CASA-A como parael CABA-B (Bormann,
l988~ Burt y Kamatchi, 1991; Bonanno y
Raiteri, 1993; MacDonald y Olsen, 1994;
Sieghart,1995).

El receptor GASA-A es un canal iónico
con permeabilidad selectiva para el CL
Contiene sitios de unión específicospara
GASA, picrotoxina, barbitúricos, benzodia-
zepinasy anestésicosesteroideos.El sido de
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unión para el CABA regula la apertura del
canal,requiriéndoseal menos2 moléculasde
CABA para la activación del receptor
(Sieghart, 1992, 1995; Macflonald y Olsen,
1994).

El receptor GASA-A se localiza princi-
palinente a nivel postsinápúcoy es el
responsablede la clásica acción inhibidora
postsinápticadel CABA. La activación del
receptor GASA-A produce la aperturabreve
del canalde CL, quehiperpoíarizalamembrana
postsináptica(McGeery McGeer, 1989). Las
corrientesdeC~ atravésdel receptorCABA-A
pueden verse reducidas por la acción de
picrotoxinay bicuculina(agentesconvulsivos)
y aumentadaspor la acción de benzodiaze-
pinas, barbitúricos y anestésicosesteroideos
(agentes depresores del Sistema Nervioso
Central)(Macflonaldy Olsen, 1994).

Los receptoresCASA-B sedescubrieronal
observarlapresenciadereceptoresparaGASA
en terminacionesnerviosasperiféricas insen-
sibles a bicuculina y sensiblesa baclofén
(Boweiy el aL, 1980). El receptorGABA-B
estáacopladoala adenilatociclasaa travésde
proteínasG y modula canalesde Ca2’ en
terminacionesnerviosasperiféricasy de1(4- en
smapstscentrales(Bowery, 1993; MacDonald
yOlsen,1994).

Los receptoresCABA-E se localizantanto
pre como posísmápticamente,predominando
en un lugar o en otro segúnla regióncerebral
(Boweiy, 1993). Los receptores GASA-E
presinápticosinhiben la liberación de neuro-
transmisorestales como CLI), noradrenalina,
DA, serotoninay variospéptidos(substanciaP,
colecistoquinina, somatostatina). También
actúan como autorreceptores,modulando la
liberación de GASA. La activación de los
receptorespostsmhpticosGASA-E producen
potenciales postsinápticos inhibidores
(Eoweiy, 1993; Bittiger eta!, 1993).

2.3.1.4. Víasgabérgicas

El CASA es el neurotransniisorinhibidor
distribuido más ampliamenteen el Sistema
Nervioso Central. Mientras que las neuronas
monoammérg’casy colmérgicas constituyen
poblaciones relativamentepequeñasy loca-
lindas, lasneuronasgabérgicasse distribuyen
de forma ubicua (Mugnaini y Oertel, 1985;
McGeer y McGeer, 1989). Existen, además,
regionescerebralesen las quela granmayoría
de las neuronaspresentesson gabérgicas(p.ej.
estriado,núcleo pálido, sustancianegrapan
reticulata, varios núcleosde la amígdalay el
núcleo interpedimcularj)(Mugnainí y Oertel,
1985).

Las neuronasgabérgicaspuedenser tanto
interneuronas,mtegradas dentro de circuitos
locales inhibidores, como neuronas de
proyección(Fagg y Foster, 1983; MeGeer y
McGeer,1989).

El GASA está localizado sobre todo en
interneuronas en la corteza cerebral, el
hipocampo,el bulboolfatorio, el hipotálamoy
la retina También existen interneuronas
gabérgicas en el estriado, el tálamo, los
coliculos superior e inferior, el cerebeloy la
médulaespinal(Faggy Foster,1983; Mugnaini
y Oertel, 1985).

Las vías de proyeccióngabérgicasmejor
conocidasson las proyeccionesde las células
cerebelosasde Purkinje y de las neuronas
estriatonigrales.En los últimos años se han
descrito neuronasde proyección gabérgicas,
incluso en áreasdondehabíasido postuladasu
total ausencia,por ejemplo, enla cortezay el
hipocampo.

Losgangliosbasalesson la regióncerebral
que presenta mayor abundancia de
proyeccionesgabérgicas,formando circuitos
complejosdondelos procesosde inhibición y

25



Introducción

desinhibición juegan un papel fundamental
(FaggyFoster,1983; Mugnainiyoertel,1985;
McCeery McGeer,1989). Sehandescritovías

de proyeccióngabérgicadesdeel estriadoa la
sustancianegray alnúcleopálidoy desdeéste
anúcleostalámicos.
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Fig. 3. Esquemadelosprocesosrelacionadosconla transmisióngabérgica. (DsíntesisdeCABAapartir de
glutamina(CLV) tantoenla initocondria,poracciónde¡a CABA transferasa(GABA-t),comoenel
citoplasma,por accióndelaglutámicodeshídrogenosa(CAD). El CLUutilizadoprocededela síntesisa
partir deglueazninapor accióndelaglutaminasa<0hz-aso)o dela síntesisapartir deglucosa(Cluc) <¡‘ir:
piruvato). Q)Almacena,nientodeCABA envesículaspresinápticas.(i)LiberacíóndeCABApor exocitosis.
é)Launióndel CABAa losreceptoresCABA-Aproducela entradadeCF enla neuronapostsinñptica.La
activacióndelosreceptoresCABA-Bpre-ypos-sinñpticosdtsminuye,engeneral, laproduccióndeAMPc.
<»La inactivacióndelCABA seproducepor recaptaciónatravésde transportadoressitiadosen las

ternzinacionespresinápticasyen lascélulasgliales. C5>E¡ CABArecaptadopor lascélulasguaJeses
transjbnnadoenCLUporaccióndela CABA-ty, después,enCLNatravésdela accióndela glutamina
sintetasa(Gln-V. Li CLNgIIaIes liberada al espacíoextracefular ycaptadopor las terminaciones
presinápticasyutilizadaparasintetizarCLUy CABA.
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2.3.2.Efectosde/envejecimientosobre
la neurotransmisióngabérgica

Los estudiosacercadel efecto del enveje-
cimiento sobrela neurotransmisióngabérgica
sonescasosy sus resultadosson poco consis-
tentes.

2.3.2.1.Efectosdel envejecimientosobre
la concentraciónde GABAenmuestras
de tejido cerebral

La concentracióndeCABA enmuestrasde
tejido cerebral es un indicador válido de la
cantidad de CASA de que disponen las
terminaciones gabérgicas, puesto que el
CABA, adiferenciadelGLU, no intervieneen
el metabolismocelular. Sin embargo,existen
pocos estudios que hayan analizado la
concentraciónde GASA en muestrasdetejido
cerebral a lo largo del envejecimiento. Sus
resultadosademás, son contradictorios.Por
ejemplo en la cortezaprefrontal dorsalse ha
descrito un aumentode la concentraciónde
CABA con la edad(Fornieles el aL, 1986),
aunque Donzanti y Ung (1990) no han
reproducido este hallazgo. En el estriado,
Strolin Benedettiet al. (1990) y Donzanti y
Ung(1990)handescritoun aumentodeGASA
con la edad;sin embargo,Banay-Schwartzet
a! (1989) describenuna disminución de la
concentraciónde GASA. En la sustancianegra
Strolin Benedetti et a! (1990) describen un
aumento de la concentración de GASA
mientras Banay-Scbwartzet a! (1989) no
detectancambios.

Tantopor la escasezdeestudioscomopor
la disparidadde susresultados(que se pueden

deber, en parte, a las diferentes técnicas
utilizadas), no podemosextraer conclusiones
claras sobre el efecto que pueda tener el
envejecimientoen la concentracióntisular de
CABA.

Porotraparte, la actividaddela enzimade
sintesis del CASA, la CAD, no parece
modificarseconlaedaden el estriadodela rata
(Lai el al., 1981; Stronget aL, 1982), aunque
se han descrito disminucionesde la actividad
de la CIAD enel coliculoinferiory enel núcleo
del lemnisco lateral (Gutienez et al., 1994;
Razaeta!, 1994).

2.3.2.2.Efectosdelenvejecimientosobre
los receptoresgabérgicos

De forma similar a lo que ocurre con los
estudios sobre la concentración tisular de
GASA, los estudios sobre el efecto que el
envejecimiento tiene en los receptores de
CABA son muy escasos.En cortezacerebral
parecequeelnúmerode receptoresde CABA-
A no varíacon la edad(Wenk el aL, 1991;
Gutierrezet a!, 1994), aunquese handescrito
modificaciones en sus propiedades
(Samochocki y Strosznajder, 1994). En
relación con el receptorGABA-B no se han
descritovariacionesdesu númeroenel cerebro
dela rataduranteel envejecimiento(Turgeony
Albin, 1994).

En un trabajo reciente, Abdulla et al.
(1995) han descrito un aumento de la
sensibilidad de las neuronas de la corteza
frontal ala aplicaciónde bicuculinaqueindica
la existenciade un tono gabérgicoaumentado
enestaregión corticalenlas ratasviejas.
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3. INTERACCIÓNDE
NEUROTRANSMISORES

Desde hace algunos años se ha venido
estudiandoconintensidadun aspectonuevode
la neurotransmisión:el modo en que un
neurotransnjisorpuedemodular la neurotrans-
misión mediadapor otros y verse,a su vez,
modulado por ellos. A este hecho se le ha
llamado«interaccióndeneuroiransmisores».

Durantelosúltimos años,variosgruposde
investigaciónse han dedicadoa estudiareste
fenómeno.Concretamente,la mayoríade los
estudios se ha centrado en el estriado, una
estructura que, por el conocimiento que
tenemos de las vías neurales en las que
participay los neurotransmisoresimplicadosen
ellas, sirve de modelo ideal paraestudiar la
interacciónde neurotransmisores(verp. ej. las
revisiones de Carlsson y Carlsson, 1990;
Lannes y Micheletti, 1994; Mora y Porras,
1994; Di Chiara y Morellí, 1994; Kótter,
1994).Másrecientemente,lacortezaprefrontal
ha sido, también, objeto de este tipo de
estudios(ver Sanz,1995).

3.1. INTERACCIÓNDE
NEUROTRÁNSMISORESENEL ESTRIADO

3.1.1.Conexionesneuralesy
neurotransmisoresdel estriado

El estilado, como ya se ha señalado,ha
sido el modelo utilizado de forma preferente
para estudiar la interacción de neurotransm¶-
sores.Estapreferenciase debe,enbuenaparte,
al conocimientoque se poseeactualmentede
lasvíasneuralesenlas queparticipael estriado
y de los neurotransmisoresque están impli-
cadosen estasvías(ver p. ej. las revisionesde
Smith y Bolam, 1990 y de Parenty Hazrati,
1995).

En la rata, la mayoria de las neuronasdel
estriadoson de tamañomedioy sus dendritas
están recubiertas de abundantes espinas
dendríticas. Los axones de estas neuronas
forman las eferencias del estriado hacia
sustancianegra(pars compacta),núcleo pálido
(núcleo pálido externoen primates)y núcleo
entopeduncular(núcleopálido interno en los
primates).Estosaxonesposeen,además,ramas
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colateralescuyas temanacionesestánsituadas
dentro del propio estriado. Estas neuronas
contienenGASAcomoneurotransmisor.

Entre estasneuronasgabérgicasse pueden
diferenciardossubpoblacionesenfunciónde la
coexistenciaen ellas de diferentespéptidos y
del áreacerebralde destinode susaxones.Así,
lasneuronasgabérgicascuyosaxonesterminan
enelnúcleoentopeduncularcontienentambién
dinorfinay sustanciaP; lasneuronasgabérgicas
cuyos axones tenninan en el núcleo pálido
contienentambiénencefalinas;y las neuronas
gabérgicas cuyos axones terminan en la
sustancianegracontienenencefalinas,sustancia
Py/o dinorfinas(Parenty Hazrati, 1995).

Aparte de las neuronas espinosas de
tamaño medio, el estriado contiene una
pequeñaproporción de neuronas de gran
tamañocuyasdendritasno estánrecubiertasde
espmasy cuyos axonesterminan dentro del
estriado.Estasneuronascontienenacetilcolina
como neurotransmisor(ver Smith y Bolam,
1990). Tambiénexisteunapequeñaproporción
de interneuronasde tamaño medio y sin
espmas:algunasde ellas contienenGASA y
parvalbún-iina; otras contienensomatostatina,
neuropéplido Y y nicotinanxida adenina
dinucleátido fosfato-diaforasa,la enzima de
sintesisdel óxido nitrico (ver Parenty Hazrati,
1995).

Las neuronasdel estriadoestánconectadas
entresí. Las terminacionesnerviosasacetilco-
linérgicasde las grandesneuronassin espinas
formansinapsisen la porciónproximal de las
dendritasde las neuronasespinosas.Por otra
parte,lasterminacionesnerviosasgabérgicasde
lasramascolateralesdelosaxonesdeneuronas
espmosasdel propio estriadoforman sinapsis
con las grandesneuronasacetilcoimérgicasy
conotras neuronasespinosasdel estriado(ver
Smith y Bolam, 1990 y Parení y Hazrali,
1995).

Las aferencias que llegan al estriado
proceden, fundamentalmente,de la corteza
cerebraly del mesencéfalo.También existen
aferenciasprocedentesdel tálamo.

Las terminacionesnerviosasprocedentes
de la cortezacerebral contienen GLU como
neurotransmisor y fonnan sinapsis axo-
dendriticas con la porción distal de las
dendritasde las neuronasespinosas(Smith y
Bolam, 1990; Parenty Hazrati, 1995) y, en
pequena proporción, sobre las neuronas
acetilcolinérgicasy sobre las neuronascon
neuropéptidoY (Vuillet eta!, 1989; Dimova
et a!, 1993). También existen terminaciones
nerviosas glutamatérgicas procedentes de
núcleostalániicos (principalmentedel núcleo
parafascicular)que forman sinapsis con las
grandesneuronasacetilcolinérgicasdel estriado
(LapperyBolam, 1992).

Las tenninacionesnerviosasprocedentes
de áreasmesencefálicas(fundanienta]mentede
sustancianegra,pancompacta)contienenDA
como neurotransmisory fonnansinapsisaxo-
dendriticas con la porción distal del árbol
dendritico de las neuronas espinosas del
estriado. También existen terminaciones
nerviosas dopaminérgicas procedentes del
mesencéfaloqueformansinapsisconelcuerpo
celulary la porción proximal de las dendritas
de las grandes neuronasdel estriado (ver
DimovaetaL, 1993).

Se han descrito también terminaciones
gabérgicasque llegan al estriadoprocedentes
del núcleopálido y de la sustancianegra,pars
reticulata, aunque estas proyecciones se
consideranescasas(ver ¡Cita, 1993).

En resumen, las neuronas del estriado
(neuronas espinosas de tamaño medio
gabérgicas; neuronas de tamaño medio sin
espinas con neuropéptido Y y neuronas
grandes acetilcolinérgicas)reciben aferencras
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glutamatérgicasprocedentesde la cortezay
aferencias dopaininérgicas procedentes del
mesencéfalo. Estas aferencias convergen
fundamentalmenteen las neuronasgabérgicas.
Sediscutesi lasaferenciastalámicasconvergen
o no en las mismasneuronasquelas aferencias
corticales(verParenty Hazrati, 1995).

Tanto las neuronasgabérgicascomo las
acetilcolinérgicaspresentanreceptoresdopami-
nérgicosy glutamatérgicosensusmembranas.

Los receptoresdopaminérgicosDl (Dl A)
se localizanfundamentalmenteen lasneuronas
gabérgicasquecontienentambiénsustanciaP y
que proyectan a sustancianegray a núcleo
entopeduncular. Los receptores dopaminér-
gicos D2 (D2A) se localizan flindamen-
talmente en las neuronas gabérgicas que
contienentambiénencefalinasy queproyectan
a núcleo pálido, en las neuronasacetiicoli-
nérgicasy en las neuronasdopaminérgicasde
lasustancianegra(Yungeta!, 1995).

Esta visión de los receptoresdopami-
nérgicos claramente disgregadosen pobla-
ciones neuronalesbien determinadasha sido
criticada recientementepor Surmeier el a!
(1992) quienesafirman que la mayoríade las
neuronasde estriadoexpresanambostipos de
receptores dopaminérgicos. De hecho, Le
Moine et a!, (1990, 1991) han descritoque
algunas de las grandes neuronas acetilco-
linérgicas del estriado expresan no sólo
receptoresD2, sinotambiénreceptoresDl.

También se ha descrito la presenciade
receptores D2 en terminaciones nerviosas
doparoinérgicas (autorreceptores) y en
terminacionesnerviosas no dopaminérgicas
que, probablemente (aunque no se ha
confirmado),procedende lacortezay son,por
tanto,glutamatérgicas(Yung ela!, 1995).Este
último hecho es controvertido. La posible

existenciadereceptoresdopaminérgicosen las
terminaciones nerviosas del estriado que
procedende la cortezaha sido defendidapor
algunos autores (ver p. ej. Kornhuber y
Kornhuber, 1986; Maurael al, 1988) a pesar
de que se habíadescrito que las conexiones
sinápticasaxo-axónicaseranmuy raras,si no
inexistentes,en el estriado(ver Kornhubery
Kornhuber, 1983 y la revisión de Parent y
Hazrati, 1995). Además,otros autoresno han
logrado demostrarla existenciade receptores
de DA en estas terminaciones (ver p. ej.
Trugmanetal., 1986;Joycey Marshafl, 1987).
La descripción reciente de la presenciade
receptores para DA fuera de estructuras
sinápticas(Yung eta!, 1995)podríaexplicarla
existenciade receptoresdopaminérgicosen
terminacionesglutamatérgicasdel estriado a
pesarde la ausenciade sinapsisaxo-axónicas.
Además, basándose en este tipo de
descripciones,se ha sugeridola existenciade
un tipo de transmisiónnerviosa diferentedel
conocido clásicamente (confinado a la
conexión sináptica) del que se ha venido
hablandoen losúltimosañosconel término de
«transmisiónvolumétrica» (para unarevisión
extensadel conceptode transmisiónvolumé-
trica ver FuxeyAgnati,1991).

En relación conlos receptoresde CLU en
el estriado, se ha descrito la presencia
fundamentalmentede receptoresNMDA y
AMPA situados, probablemente, en las
neuronasgabérgicasy acetilcolinérgicas.Se
discutesobrela existenciao no de receptores
de CLII en las terminacionesdopaminérgicas
del estriado procedentes del mesencéfalo.
Aunque la ausencia de conexiones axo-
axónucasen esta estructurasugeriríanque no
existen receptores glutamatérgicos en
terminacionesdopaminérgicas,no se puede
excluirestaposibilidad(vermásarriba).
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Estriado

Fig. 4. Esquema& lasconexionesneuralesylosneurotransmisoresdelestiladode la rata. Nose
representranlasneuronasdetamañomedianosmespinas.Sehan diferenciadolasneuronasespinosasde
medianotamañosegio;eldestinode %l¿s axonesylospéptidosquecontienen<ENC: encefalinas;SP:sustancia
P). Lossemicírculosnegrosrepresentanlas terminacionesglutamatérgícas(CLLQ; lossemicírculosgrises
representanlas terminacionesdopaminérgicas(DA); lossemicírculosblancosrepresentanlasterminaciones
gabérgicas(CARA); las triángulosrepresentanlasterminacionesacetilcolinérgicas(ACH). Ba~vdoenSmithy
Bolam, 1990yParentyHazrati, 1995.

a 5. negra (pars reticulata) l
núcleo entopeduncular

Sustancia negra
(pan compacta)
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3.1.2. Interacción de neurotransmisores
en el estriadodela rata

En los últimos añosse han publicado un
grannúmerode trabajosqueestudianel efecto
de agonistas y antagonistas de diferentes
neurotransmisoressobrelas concentracionesde
otros neurotransmisoresen el estriado de
animalesdeexperimentación.

Centréndonosfundamentalmenteen los
estudiosrealizadoscontécnicasfi vivo (,push-
pulí y microdiálisis), se han descritodiferentes
cambiosen las concentracionesextracelulares
de varios neurotransmisorescomo respuestaa
la aplicación, local o sistémica, de múltiples
agonistasy antagonistasde receptoresde DA,
GLU, GAHA y acetilcolina (para varias
revisionesse puedenconsultarp. ej. Keefe el
a!, 1993b; Lannes y Micheletti, 1994; Di
Chiarael al., 1994). Dehecho,la aplicaciónde
lastécnicasdeperfusiónin vivohacontribuido
en gran medidaa la extensiónde los estudios
sobreinteraccióndeneurotransmisores.Ante la
amplitud del número de trabajospublicados
sobreeste asuntoen los últimos quince años,
aquí se describenlos estudiosmásrelevantes
parala discusiónde nuestrosresultados,sin
hacer una enumeración exhaustiva de
referencias bibliográficas que apoyan un
mismohecho.

3.1.2.1.Efectodeagonistasy
antagonistasglutamatérgicos

La aplicación deagonistasglutaniatérgicos
(tantoelpropio GLU comoNMDA, AMPA y
KA) en el estriadoproduceliberaciónde DA
(ver p. ej. Carterel a)., 1988; Barbeitoel aL,
1990;Imperatoetal.,1990; Levieletat, 1990;
Moghaddam y Gruen, 1991; ¡Ceefe et a!,
1992, 1993a Martínez-Fong el aL, 1992;
Moran el a!, 1994), GABA (Moran el al.,
1993, 1994; Young y Bardford, 1993) y
acetilcolina(Dansmaetal., 1991).

El hecho de que el CLII produzcauna
liberaciónde GABA y de acetilcolina en el
estriado es coherentecon la presencia de
receptoresde GLU en neuronasgabérgicasy
acetilcolinérgicasen estaestructuracerebraly
conlaactividadexcitadoradeestosreceptores.

Másdificil de explicar, sin embargo,es la
liberacion de DA inducida por GLU en el
estriado,dadala ausenciade conexionesaxo-
axónicasenel estriadoentrelas terminaciones
glutamatérgicasy las dopaminérgicas Para
explicaestacontradicciónentre losresultados
delosestudiosneuroquimicosy delosestudios
histológicos se ha sugeridola existencia de
receptores de GLIJ en las tenninaciones
nerviosasdopaniinérgicasfUera de estructuras
sinápticas(neurotransmisiónvolumétrica)(ver
p. ej. Lannes y Micheletti, 1994). Por otra
parte, también se ha sugerido que la DA
liberadapor el CLII procedade la que está
presenteen el citoplasmamásque de la DA
almacenadaen vesículasa travésde un efecto
del GLU sobreel transportadorde DA de las
membranasneuronales(Lannesy Micheletti,
1994). Además,recientementese ha sugerido
quelaactivacióndereceptoresdeOLU podría
producir su efectosobrela DA atravésde la
liberaciónde óxido nítrico (Hanbaueret al.,

1994).

El efectode la aplicaciónde agonistasdel
OLU sobre la liberación de DA pareceser
diferentedependiendode la concentraciónde
agonistautilizado. Así, Chéramyet al. (1986)
han descritoqueconcentracionesde GLU por
debajode 0.1 mlvi estimulanla liberación de
DA, mientraspor encimade 10 mM podrían
inhibiría Levíel et al. (1990) haninterpretado
estosresultadossugiriendoqueelCLII tendría
un efecto excitador directo a través de
receptoresno NMDA e inhibidor a través de
receptoresNMDA queactivaríaninterneuronas
inhibidoras.
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3.1.2.2. Afectodeagonistasy
antagonistasdopaininérgicos

La aplicaciónde agonistasdopaminérgicos
estimulala liberacióndeacetilcolinaatravésde
receptoresDl (Consoloel aL, 1987; Bertorelli
y Consolo,1990; Consoloeta!, 1992; Stoofet
al., 1992;Zoccin y Pert, 1993; ver la revisión
de Di Chiaraela!, 1994),peroladisminuyea
travésde receptoresD2 (Stoofet al., 1982;
Bertorelli y Consolo, 1990; DeBoer et a!,
1992).

Los agonistas dopaminérgicos mespe-
cificos tambiéninducenla liberaciónde CLII
(Godnkhinet al., 1984; Expósitoel aL, 1994)
y de CABA (Girault el aL, 1986b), mientras
quelos antagonistasdopaminérgicosno tienen
ningún efecto sobre CLU y CABA (Daly y
Moghaddam,1993;Moran eta!, 1994).

La liberación de acetilcolina y CABA
inducidapor DA es coherentecon lapresencia
de receptoresde DA en las neuronasacetil-
colinérgicasy gabérgicasy con la actividad
excitadorade aquéllos.Se ha sugeridoque el
efecto inhibidor de los agonistasD2 sobrela
liberación de acetilcolina se debaa que son
autorreceptoresy disminuyen, por tanto, la
liberaciónde DA (DanismaetaL, 1991).

En relación conelefectoquela DA pueda
tenersobrelaliberacióndeCLII en elestriado,
se han sugerido varias posibilidades,
incluyendo la existenciade un mecanismo
volumétrico de transmisióna nivel local y la
participacióndecircuitosneuraleslargos(verla
DiscusióndeestaTesisDoctoral).

Por otra parte,agonistasselectivosde los
receptoresDl o D2 no afectanala liberación
basalde CLII y CABA (lamamotoy Davy,
1992), indicandoqueel efectode los agonistas
no específicospuededeberseaun balanceentre
los efectosexcitadoresde los receptoresDl y
los efectos inhibidores de los receptoresD2
(ver laDiscusióndeestaTesisDoctoral).

Por otra parte,elefectode los agonistasy
antagonistasde los receptoresde DA sobre
estos neurotransmisoresen el estriado es
diferente según se estudien en condiciones
basales(lo revisado hastaahora) o en condi-
cionesde estimulaciónde la liberación(p. ej.
con altas concentracionesde Kt$>. Así, se ha
descritoque los agonistasselectivosD2 (yero
no los Dl) bloqueanla liberación de CLII
estimuladapor K~ (Yamamotoy Davy, 1992),
mientrasque ninguno de ellos tiene efecto
sobrela liberaciónestimuladade CABA. Sin
embargo,un agonistainespecificode laDA si
inhibe la liberacióndeCABA inducidapor
(Tossmany Ungerstedt,1986).

Estosresultadossugierenquela DA puede
modular la liberación fásica (estimulada)más
que la liberación tétrica (basal)de CLU y
CABA (verLannesy Micheletti, 1994).

3.1.2.3.Efectodeagonistasy
antagonistasgabérgicos

Los agonistasde los receptoresCABA-A
producenen el estriadouna disminuciónde la
liberaciónde acetilcolina(DeBoery Westerink,
1994), mientrasque los antagonistasde los
receptoresCABA-A producenun aumentode
la liberación de acetilcolina (Defloer y
Westerink,1994)y deDA (Cruenetal., 1992).

Los agonistasde los receptoresCABA-B
producen,enel estriado,unadisminucióndela
liberacióndeacetilcolina(DeBoery Westermnk,
1994) sin afectar a la liberación de DA
(Santiago el a!, 1993a), mientra que los
antagonistasde los receptoresCABA-B no
producenningún efectosobrela liberaciónde
acetilcolina en el estriado (DeBoer y
Westerink,1994).

En general, se ha sugeridoque el CABA
modula la liberación de CLII y DA en el
estriado(Scheel-Krúger,1986; Voshidaet al,
1993).
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El efectode la estimulaciónde receptores
de CABA sobre la acetilcolina es coherente
con la presenciade aquéllosen las neuronas
acetilcolinérgicas del estriado. El efecto
moduladordel CABA sobre la liberaciónde
CLII y DA, sin embargo, sólo puede ser
explicado por la existenciade receptoresde
CABA en terminacionesglutamatérgicasy
dopaminérgicas(que no han sido descritos)o
porqueel efectodel CABA estémediadopor
laactivacióndevíasneuraleslargasquelleguen
acortezacerebraly asírstancianegra

3.2. ZNTERACCIONDE
NEUROTJC4NSMISQRIZSEN L4 CORTEZA
PREFRONTAL

3.2.1.Conexionesneuralesy
neurotransinisoresde La corteza
prefroníal

Las neuronas piramidales de corteza
preftontal de la rata así como una pequeña
proporción de neuronas no piramidales,
contienenCLII (Otterseny Storm-Mathissen,
1984). Los axonesdelas neuronaspiramidales
de lacortezaconstituyenlasproyeccionesde la
corteza a estructuras subcorticales(ver la
revisión de Colman el a!, 1987). De estas
proyecciones,la que llega a estilado ha sido
ampliamenteestudiada(ver p. ej. Fonnumet
al., 1981 y Cirauit eta!, 1986a). Las
terminacionesdeestavíacórtico-estriatalhacen
sinapsis sobre las neuronasgabérgicas del
estriado(Smithy Bolam, 1990).

El CABA se encuentraen la corteza
prefrontal fUndamentalmenteen interneuronas
(Esclapezela!, 1987), aunquetambiénexisten
terminacionesnerviosasque contienenCABA
y que procedendel área venirotegmentaldel
mesencéfalo (Pirot el a!, 1992). Las
terminacionesgabérgicasformansinapsisen el
soma neuronaly en la porción proxirnal del
axón de las neuronaspiramidales, las cuales
presentan receptores CABA-A y CABA-E
(Boweryela!, 1987; Bonannoy Raiteri, 1993)

La DA seencuentraen lacortezapreftontal
en terminacionesnerviosas procedentesdel
áreaventrotegmentaldel mesencéfalo(Thieny
cí al., 1973; Lindvall y Bjóklund ¡974). Estas
tenninacionesdopaminérgicashacensinapsis
en las dendritasde las neuronaspiraniidales
corticales(Van Edenel al., 1987; Séguélael
a!, 1988; Verneyela!, 1990). Se hasugerido
que las dendritasde las neuronaspiramidales
corticalespresentanreceptoresDl (Retauxel
a!, 1991a)y que las terminacionesnerviosas
de las ramas recurrentes de sus axones
presentanreceptoresD2 (Retauxeta!, 199Ib;
Law-Thoela!, 1994).

La corteza preifontal de la rata posee
también intemeuronas acetilcolinérgicas así
como terminaciones nerviosas acetilcoli-
nérgicasprocedentesde los núcleosbasalesde
Meynert. Estasterminacionesforman sinapsis
axo-dendríticas con las neuronaspiramidales
delacorteza(Houserela!, 1983, 1985).

35



Introducción

a estriado y
otros núcleos
subtalámicos

Área ventrotegmental Núcleos basales
de Meynert

Fig. 5. Esquemadelasconexionesneuralesy losneurotransnzisoresde la cortezaprefrontalde la rata. Los
semicírculosnegrosrepresentanlas lerminacionesgíníamatérgicas(QL U); lossemicírculosgrisesrepresentan
las terminacionesdopaminérgicas(DA); lossemicírculosblancosrepresentanlasterminacionesgabérgicas
(CiAHA); los triángulosrepresentanlas terminacionesacetilcolinérgicas(ACH). Basadoen Vanhilen elal,
1987; Séguélaelal., ¡988y VerneyelaL, 1990.
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3.2.2. Interacciónde neurorransin¿sotes
en la cortezaprefrontal de la rata

A pesar de que recientementela corteza
prefrontal está recibiendomayor atención en
relación con la interacción de neurotrans-
misores,las publicacionessobreinteracciónde
neurotransmisoresen esta estructuracerebral
son más escasasque las realizadassobre
estriado.

La estimulación de receptoresglutama-
térgicosAMPA y KA producenliberaciónde
DA en la corteza prefrontal (Jedema y
Moghaddam, 1996). Sin embargo, la
estimulaciónde receptoresNMDA no produce
liberación de DA, aunque si de CABA
(Jedemay Moghaddam.,1996). Se ha descrito
que el efecto de la aplicación de NMDA es
diferentesegúnlasdosisutilizadas.Así, 1 mM
de NMDA induce liberación de DA en la
corteza,pero 0.1 mM de NMDA inhibe la
liberaciónde DA (Feenstrae aL, 1995). Por
otraparte,el bloqueode losreceptoresNMDA
produce liberación de DA (Wedzony el a!,
1993; Nishijima cfaL, 1994).

No está claro cómo la estimulación de
receptores glutamatérgicos AMPA y KA
produceuna liberaciónde DA en la corteza
prefrontal,yaqueno sehadescritolapresencia
de estosreceptoresen terminacionesdopami-
nérgicasen esta estructuracerebral.Tampoco
estáclaralafUnción del receptorNMDA como
modulador de la neurotransmisióndopami-

nérgica en la cortezaprefrontal, aunquelos
datosdisponiblesapuntan a que tendría una
función inhibidora de las tenninaciones
dopaniinérgcias.probablementea través de la
estimulacióndeintemeuronasgabérgicas.

En relación con el efectode la aplicación
de agonistasy antagonistasdopaminérgicosse
hadescritoqueel bloqueedereceptoresde DA
con haloperidol aumentala liberaciónde DA
sin modificar la de CLII (Beany Rotli, 1991;
Daly y Mogiiaddain, 1993; Pehek y
Yamamoto, 1994). Por otra parte, estudiosin
vdro han descrito que la estimulación de
receptoresdeDA produceliberacióndeCABA
(a través de receptores D2) (Retaux ci al,
1991a), pero también inhibición de la
liberación de CABA inducida eléctricamente
(Retauxeía!,1991b).

La aplicación de agonistas de los
receptoresCABA-A no afectaa la liberación
de DA, aunque su bloquee produce un
aumentode la liberación de DA (Santiagoet
al, 1 993b), indicandoqueel CABA inhibe de
forma tónica la liberación de DA. Por otra
parte, la estimulaciónde receptoresCABA-E
reducela liberaciónin vivo de DA (Santiagoet
aL, 1993b) y la liberación in viíi’o de CLII
(Pendeel a!, 1993). mientasque su bloqueo
aumentala liberaciónde DA (Santiagoel a!,
1993b), lo cual sugiere la existencia de
receptores CABA-E a nivel de las
terminacionesdopaminergicasy glutamatér-
gicasconfunción inhibidora.
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4. INTERACCIÓNDE
NEUROTRANSMISORESY
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL:
PLANTEAMIENTO DE LA
INVESTIGACIÓN

La modulaciónrecíprocade la transmision
neural mediada por diferentes neurotrans-
misores es un campo relativamentenuevo de
investigaciónen neurociencias(ver p. ej. las
revisionesdeLannesy Micheletti, 1994; Mora
y Porras, 1994; Di Chiara y Morellí, 1994).
Aunque la forma en la que diferentes
neurotransmisoresse modulanrecíprocamente
en diferentesestructurascerebralestodavíano
se comprende bien, este concepto de
interacción de neurotransmisores podría
ayudarnosa entendermejorel funcionamiento
del cerebroy sus alteraciones.Por ejemplo,la
comprensiónde que en el estriadoexiste un
balance entre la neurotransmisióndopami-
nérgicay la neurotransnasiónacetilcolinérgica
ayudé a buscarnuevos tratamientospara la
enfermedad de Parkinson. Recientemente,la
revisión de esta interacciónentrela DA y la
acetilcolinaa la vista de los resultadossobre
interacciónentreDA y CLU estáabriendouna
nuevayaen el tratamientofarmacológicodela

enfermedadde Parkinson(ver la revisión de
Sclumidt et al., 1992). Una alteración en la
interacciónde neurotransmisorespodría estar
implicada también en la esquizofrenia(ver p.
ej. Cartssony Carlsson, 1990; Crace, 1991;
Lannesy Micheletti, 1994).

A lavistadequeelconceptode interacción
deneurotransmisorespuedeexplicar mejor las
alteracionesque ocurren en algunasenferme-
dadespsiquiátricasy neurológicas,escoherente
pensarquetambiénpodríaexplicar loscambios
queseproducenduranteel envejecimiento.Por
ejemplo, las alteraciones motoras que se
observandurante el envejecimiento,y que
tradicionalmentese han consideradoprodu-
cídas por la alteración aisladade la neuro-
transmisión dopaminérgica en el estriado,
puedenentendersemejorcomolaconsecuencia
de una alteración de la interacciónde neuro-
transmisoresenestaregión cerebral.

Algunos autoreshan descrito ya ciertas
alteraciones en la interacción de neuro-
transmisoresdurante el envejecimiento. Por
ejemplo,Thompsonet al., (1984)y Josephet
al., (1988)handescrito,contécnicasin vitro, la
existencia de un deterioro en la interacción
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entre laDA y laacetilcolinaen elestriadode la
rata.

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue
estudiar la interacción de neurotransmisores
duranteelprocesode envejecimiento.Coneste
fin sediseñaron,enprimerlugar, experimentos
paraabordarel conocimientode la interacción
queexisteentrelaDA, el GLU y el CABA en
el estriadoy la cortezapreftontal de la rata
adulta joven. A continuación se diseñaron
experimentos con el fin de estudiar la
interacciónentre estosneurotransmisoresa lo
largo del procesode envejecimientodela rata

La eleccióndel estriadoy de la corteza
cerebral como estructurasobjeto de estudio
obedeceados razones.

En primerlugar, ambashansido objetode
investigaciónsobre interacciónde neurotrans-
misores debido a los conocimientosque se
tienen sobre los neurotransmisores que
contieneny las vías neuralesen las queestán
implicadas.Así, en el estriado, las neuronas
gabérgicasreciben aferenciasglutaniatérgicas
procedentes de la corteza y aferencias
dopaminérgicasprocedentesde la sustancia
negra(Smithy Bolam, 1990; Parenty Hazrati,
1995). En la cortezaprefrontal, las neuronas
piranadales son glutamatérgicasy reciben
aferenciasdopaminérgicasprocedentesdelárea
ventrotegmentaldel mesencéfaloy aferencias
gabérgicasprocedentesde interneuronasde la
propiacorteza(Van Edenel a!, 1987; Séguéla
etal., 1988; Verneyeta!, 1990). En resumen,
tanto en el estriado como en la corteza
prefrontal existe una base anatómica y
neuroquimica para la existencia de una
interacciónentreDA, CLII y CABA.

En segundolugar, ambasestructurasestán
implicadasen las alteracionesde la conducta
que pueden observarseen el proceso de
envejecimiento:el estriadoha sido implicado
en los trastornos de la coordinación de

movimientos que ocurren durante el
envejecimiento,y la cortezapreftontalha sido
implicada en los trastornoscognitivos de los
ancianos.

Con el fin de cumplir el objetivo de esta
Tesis Doctoral, se realizaron los siguientes
expenmentos:

1. Estudio del efecto de la aplicación
intracerebralde apomorfinaa las dosis de
5, 10 y 20 pM sobrelas concentraciones
extracelularesde CLU, CABA y CLN en
elestriadodela rataadultajoven.

2 Estudio del efecto de la aplicación
intracerebralde apomorfinaa las dosisde
10 y 20 1iM sobre las concentraciones
extracelularesde CLU, CABA y GLN en
el estriadodelaratadeedadmedia

3. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebralde apomorfinaa las dosisde
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelularesde CLU, CABA y CLN en
elestriadodela ratavieja

4. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebralde apomorfinaa las dosis de
5, 10 y 20 gM sobre las concentraciones
extracelularesdeCLU, CABA y GLN en
lacortezaprefrontaldela rataadultajovea

5. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebralde apomorfinaa las dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelularesde CLU, CABA y CLN en
la cortezaprefrontal de la rata de edad
media

6. Estudio del efecto de la aplicación
intracerebralde apomorfinaalas dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelularesde CLII, CABA y CliN en
lacortezaprefrontaldela ratavieja

Dado que la CLN es el precursor
metabólicoprincipal tanto del CLU como del

40



Introducción

CABA, entodoslosexperimentosse analizóla
concentración extracelular de GLN como
índice del estado en el que se encuentrael
metabolismode ambosaminoácidos.

En estos experimentos, se usó la
apomorfina, un agonistano selectivo de los
receptoresde DA, con el fin de imitar los
efectosde la DA, ya que la apomorfina,de
forma semejante a la DA, posee mayor

potenciasobrelosreceptoresD2 que sobrelos
receptoresDl (ver Creeseet al., 1983). En
todo caso, a las concentracionesusadasen
nuestrosexpenmentos,la apomorfinaproduce
su efectoatravésde la estimulaciónde ambos
tipos de receptores,puesto que a concentra-
cionesnanomolaresactúasólo sobrereceptores
D2, peroaconcentracionesmicromolaresactúa
sobreambosreceptores(Creeseel al., 1983).
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1. ANIMALES

Los animales utilizados en el trabajo
experimental de esta Tesis Doctoral fueron
ratas adultas macho de raza Wistar de tres
gruposde edad:ratasjovenes,de 2 a 3 meses
deedady unpesocomprendidoentrelos 230y
los400 g (315 ~ 6 g); ratasde edadmedia,de
II a 14 mesesdeedady un pesocomprendido
entrelos 510 y los 745 g (615±16 g); y ratas
viejas de 24 a 34 mesesde edady un peso
comprendidoentrelos 380 y los 845 g (604±
46 g de peso). Las ratasfueron suministradas
por el Servicio de Animales de Experimen-
taciónde laUniversidaddeCranada.

Durante la experimentación,los animales
se mantuvieronenjaulas individualescon un
fotoperiodode 12 h y unatemperaturade 20-
25 oc. La comida y la bebidafueron sumi-
nistradasadlibuum.

2. MATERIAL

2.1. CONSTRUCCIÓNDEIMPlANTESPARA
LA PERFUSIÓNINIRACEREBRALIN VIVO

Los implantesempleadosparalaperfusión
intracerebralin vivo constande los siguientes
elementos:

- dos cánulasde acero inoxidable de 0.90
mm (20 ga) de O externo,0.66 mm de O
interno y 10 mm de longitud, que se
utilizan paraguiar el sistemade cánulas
push-pull(cánulasgula);

- dos cánulasde acero inoxidable de 0.63
mm (23 ga) de O externoy 10.2 mm de
longitud, que se utilizan para cerrar las
cánulasguía(obturador).

Una vez colocadas en paralelo y a la
distanciaadecuada,se unieronambascánulas
guia mediante resina plástica Ivoclar. La
distancia a la que se fijan las cánulasguía
dependedela estructuracerebralaestudiar.Las
cánulas guía bilaterales utilizadas en los
experimentosdeestaTesisDoctoralse unieron
aunadistanciade 5 mm paralos experimentos
realizadosen el estriadoy de 1.8mm paralos
experimentos realizados en la corteza
prefrontal.

2.2. CONSTRUCCIONDEL SISTEMADE
CÁNULASPEJSJCI-PULL

El material utilizado para la construcción
de cada sistemade cánulaspush-pull fue el
sigwente:
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- unacánuladeaceroinoxidablede 1.27mm
(18 ga) de O externo, 0.84 mm de O
internoy 12 mm delongitud;

- unacánuladeaceroinoxidablede0.63mm
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
internoy 20 mm delongitud;

- unacánuladeaceroinoxidablede0.63mm
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
interno y 10 mm de longitud, con uno de
susextremosbiselado;

- unacánuladeaceroinoxidablede0.30mm
(30 ga)deO externoy 35 mm delongitud.

El sistema de cánulas pusIi-pulí se
construyedelasiguientemanera(verFigura6):
se introducela cánulade 30 ga o cánulapush

enel interiordela cánulade 23 gay 20 mm de
longitud o cánula pulí. Entre los extremos
distalesde las cánulaspushypulí debeexistir
unadistanciade 0.3 mm con el fin de que la
succióndel líquido deperfusióny elarrastrede
las sustanciasliberadas sean óptimos. Este
sistemaconcéntricose introducea su vez en
unacánulade 18 gay 12 mm delongitud. Por
uno de los extremosde esta cánulade 18 ga
sobresaleel sistemaconcéntricocompleto; por
el extremo opuesto,por dondesobresalela
cánulapush,se introducela cánulade 23 gay
10 mm de longitud por su extremobiselado.
Ambos extremosde la cánula de 18 ga se
cierran con sendassoldadurasde estañode
modo que dicha cánula se convierte en una
cámaraperfectamentecerrada en la que el
líquido que penetra en la cánula pulí del
sistemaconcéntricoes recogidopor la cánula
pulí deextremobiselado.

El resultadofinal es un sistemade cánulas
en elqueel líquido deperfusiónes introducido
a travésde la cánulapushy recogidoatravés
delacánulapuii(verFigura7).

cánula cánula
push push

NL

cánula

puil

NS

cánula cánula

push

NL

soldadura

~~

Fig. 6 Representaciónesquemáticadelprocesode
conslrucc¡ónde la~ cánulavpush-pulL

Fig. 7. Representaciónesquemáticadel
]Imcionaznienzode la cánulapush-pultElárea
sombreadarepresentael volumencerebral
perfundido.A la izquierda,dibujo a tamañoreal de
una canulapush-pull.

u

A

4

—25 mm

~ mmj 41> ~563Qi4p~0300gm
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2.3. PREPARACIÓNDE /VQUJTHESLN

El anestésicoEquithesinfue preparadoen
el laboratoriodisolviendo2 1.25 g dehidratode
cloral en 49.4 mL de etanolabsoluto.Una vez
obtenida dicha solución se añaden sucesi-
vamentelassiguieniessoluciones:

- 4.86g de pentobarbitalsódicodisueltosen
21 mL deaguabidestilada;

- 198mL de 1,2-propilenglicol;

- 10.63 g de sulfato magnésicodisueltosen
50 mL deaguabidestilada;

- aguabidestiladac.s.p.500mL.

La solución obtenidadebe conservarsea
temperaturaambiente.

3. METODOSEXPERIMENTALES

3.1. PROCEDIMIENTOQUIRURGICO
ESTEREOTAX1CO

Los implantespara la perfusión intrace-
rebral in vivo fueron colocadosestereotáxi-
camenteen el cerebrodel animalmedianteuna
intervenciónquinirgica descritamásadelante.
El materialempleadoendichaintervenciónfue
el siguiente:

- bisturí;

- destornilladorderelojero;

- pinzashemostáticas;

- resinaplásticaIvoclar (InternationalDental
Producta);

EspongostanFilm (Fenosan);

tornillos de 1.4mm deO;

espátularecta;

agujadeinsulina

- estereotáxicopararoedores(David Kopf

instrumenta900);

- brocadelnndeO;

- motorportabrocas(CasaliDSE-47).

El instrumentalquirúrgico se mantuvo en
unasolucióndesinfectantedeannil al 1 pormil
durantetodala intervención.

Previamentealaoperación,lasratasfueron
pesadasy anestesiadascon Equithesin (ver
preparaciónen el apartado2.3 de Material y
Métodos)ya intraperitoneala la dosis de 2
mL/kg de peso. El animal se colocó en el
estereotáxicopinzando el maxilar superior 4
mm por debajo de la línea interaural. Tras
descubrir la calata mediante una incisión
longitudinal y controlar con Espongostanlas
pequeñashemorragiasproducidas,se localizó
el punto BregmaBregmafue utilizado como
referenciaen la obtenciónde las coordenadas
estereotáxicasanteropostenory lateral nece-
sanasparasituarlascánulasguía.

Las coordenadasestereotáxicasutilizadas
parala localizaciónde las cánulasguíafueron
calculadasa partir del atlas estereotéxicode
Kónig y Klippel (1967). Paralos implantesen
el estriado las coordenadasfueron: 0.6 mm
anterior y 2.5 mm lateral aEregmaPara los
implantes en la corteza prefrontal de las
coordenadasfueron:3.6mm anteriory0.9 mm
lateralaBregma

Seguidamentese abrieroncuatro orificios
en la calota, dos parael emplazamientode los
tornillosdefijación y otrosdosparalascánulas
guía A continuaciónse localizó la superficie
de la duramadre, tomándose ésta como
referenciaparala coordenadade profundidad.
Posteriormentese rasgó superficialmentela
duramadrecon una aguja y se introdujo la
cánulagnia 1 mm por debajode la superficie
dural en el casode los implantesen el estriado
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y 0,5 mm de profundidaden el caso de los
implantesen lacortezaprefrontal.

El implante se fijó a la calota con resma
plásticaIvoclar. Una vez que la resinahubo
fraguadose introdujeronlos obturadoresen el
interiordelas cánulasguía

Finalizadalaoperaciónse colocóal animal
en su jaulavigilándole la ingestade comida y
bebida así como el peso durante los dias
sigmentesa la rntervenc¡ón. Dianamentese
movilizaron los obturadores,limpiándosecon
etanol al 70%, con el fin de mantener
permeablelacánulaguia

3.2. PERFUSIÓNlNnt4CEREBRAL17V VIVO

Laperfusiónintracerebralin vivose realizó
utilizando el sistemade cánulasconcéntricaso
cánulaspush-puiidescritoen el apartado2.2.
de Materialy Métodos.Estesistemapermitela
infusión de un liquido de perfusión en una
estructuracerebral determinadaa través de la
cánulapushy suposteriorrecogida,junto con
lassustanciasquímicasliberadas,atravésde la
cánula pulí. La técnica de perfusión
intracerebral itt wvo push-puil que se va a
describir es unamodificación de la publicada
por Myers (1972) y ha sido utilizada
rutinariamenteen nuestrolaboratorio(Mora y
Porras,1993; Porrasy Mora, 1993; Sanzetal.,
1993; Expósito el al., 1994; Segovia et al,
1994).

El extremo superior de la cánulapushse
unió medianteun tubo de polietileno PE-lO a
unajeringaHamiltonde 5 mL acopladaenuna
bombade infusión Harvard 22. El extremo
superiordelacánulapulí biseladase unió aun
polietileno PIE-SO cuyo extremoopuestoquedó
acopladoen un colector de ftaccionesJaytee
5512 (ver Figura 8). El colectorde fracciones
se colocópor debajodel punto de perfusióna
unadistanciatal que la inijisión y la recogida
de líquido se realizaron al mismo flujo y
simultáneamente.

flg. & Representaciónesquemálicadelsistema
completoutilizadoparala realizaciónde los
experimentosmediantela técnicade push-pull
continuo.(a)Bombadeinflhsion; <b) xálvulade
cuatro vias; «9 animaldeexperimentacióncon la
cánulapush-pull; (d) colectordefracciones.

Las perfusionesintracerebralesitt vivo se
realizaronde dos a cuatro díasdespuésde la
intervención quirúrgica Tras retirar el obtu-
rador,lacánulapush-pullseintrodujodefomia
quesuextremoinferiorquedó4mw ó 2.5 mm
por debajodelasuperficiedural en los experi-
¡tientosrealizadosenel estriadoy en lacorteza
prefrontalrespectivamente(verFigura9).

b

a

d

a b c

4,

Fig. 9. Dibujoesquemáticode la cánulaguía
implantadaenlacalota delanimalconel
obturadorintroducido(a). Para inciar laperfusión
intracerebral,seretirael obturadorde la cánula
gula(b)y seintroducelacánulapush-pull(c).
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El liquido de perfusión utilizado fue
liquido cefalorraquideo sintético (LCRs)
preparadopreviamenteen el laboratorio. La
composicióndel LCRs fije la siguiente:NaCí:
122.0 mM; KCI: 3 mM; CaCI2: 1.2 mM;
KH2PO4. 0.4 mM; NaHCO3: 25 mM;
MgSO~±7WO:12 mM y glucosa 5.9 mM
(pH=7.8). Antesde comenzarla perfusión,se
filtró el LCRs un filtro Millipore de 0.22 mm
de diámetro de poro y se alamacenóen un
frasco. Los filtros y los frascosfueron esteri-
lizadospreviamenteenun autoclave.

La perfusiónserealizóde formacontinuaa
un flujo de 20 jiL/mun durante150 miii. El
tiempo de recolecciónde cadamuestrafue de
10 miii. En estudios previos de nuestro
laboratorio se ha comprobadoque, con esta
técnica, los niveles de aminoácidos se
estabilizantras 50 miii de perfUsión continua
(Porras. 1992), por lo cual las muestras
recogidas durante los 50 primeros mm de
perfusión no se analizaronen los sucesivos
experimentos.Tras la obtención de niveles
establesde aminoácidosse recogieroncinco
muestras(50 miii) paradetenninarlos niveles
basalesde aminoácidos (muestras basales).
Durantela recogidade la sextamuestra(entre
el mm SOy elmiii 60) ymedianteel giro dela
llave de unaválvula Harvard1-1V 4-4 de cuatro
vías se infundió la apomorfina (muestras
estimulo). Posteriormente,medianteun nuevo
giro de la llave de la válvula HarvardHV 4-4,
la perfusiónse continuóconLCRs durante40
min (muestraspartesíímulo).

La apomorfina se inñmdió directamente
sobrelaestructuraen estudiodisueltaen LCRs.
La soluciónde apomorfinase preparóde 10 a
30 mm antesde utilizarla en cadaexperimento.
Además,conel fin de evitar la degradaciónde
la apomorfinase añadióa la disoluciónácido
ascórbicoaunaconcentraciónde0.4 gM.

La apomorfinase utilizó a las dosis de 5,
10 y 20 pM en los experimentoscon ratas

jóvenesy a las dos dosis superioresen los
experimentosconratasde edadmediay viejas

Los perfundidos obtenidos se hicieron
pasara travésde un filtro Millipore de 0.22
mm. Inmediatamentedespués la muestras
fueronalmacenadasa-so 0(7 hastaelmomento
desuanálisis.

3.3. ANÁLISISDÉ] AMíNOÁCIDOSPOR

CROMATOGRAFÍALÍQUIDA DEALTA
RESOLUCIÓN(HFLQ)

Todos los perfundidosfueron analizados
en un cromatógrafoWaters 600E acopladoa
un detectorde fluorescenciaWaters420-AC.
Se utilizó una precolumna Resolve C15
(Waters) seguida de una columna de fase
inversa Resolve Ct~ (Waters) de 15 cm de
longitud, 3.9 mm de diámetro, 5 mm de
tamañode particula y 90 Á de diámetro de
poro.

3.3.1. Cuanqílcactóndeaminoácidos

como0PtA-derivados

Para la deteccióny cuantificaciónde los
aminoácidos presentes en las muestras
recogidasserealizóunaderivaciónprecolumna
con el reactivo o-fiaidialdehído-3-mercapto-
propiónico (OPA-3-mercaptopropiónico)de
acuerdoconel métododescritopor ionesel al.
(1981)y modificadoporHerranzel al. (1985).
Estemétodosehavenidoutilizando en nuestro
laboratorio, con pequeñasmodificaciones,de
forma rutinaria (Cobo, 1990; Cobo el al.,
1992, 1993; Expósitoel al., 1994; Segoviaet
al., 1994).

El material necesariopara la preparación
del reactivo OPA-3-mercaptopropiónicoes el
siguiente:

- boratosódico(Na2B4O7 10H20)(Merck);

- metanolgradoHPLC (Scharlau);

- o-flaldialdehido(OPA) (Sigma);
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- ácido3-mercaptopropiónico(Sigma).

El reactivo sepreparadel siguientemodo:
tras disolver 32 mg de OPA en 800 pL de
metanolseañaden7140 pL deunasoluciónde
tampónborato0.1 M ajustadaaunpHde9.5.
Posteriormentese añaden54 pL de ácido 3-
mercaptopropiónico.La solución debeconser-
varse a temperaturaambiente en un frasco
opacoy cerrado.El reactivo preparadoposee
unavalidezde15 días.

La derivación precolumnade los amino-
ácidosfUe realizadade la siguientemanera.A
20 pL de muestrase le incoiporaron5 pL del
estándarinterno utilizado (homoserina0.025
mM) y 10 pL del reactivo OPA-3-mercapto-
propiónico.La mezclaresultantese agitó en un
aparatovortexdurante15 segparafavorecerla
reacción.Transcurrido1 tuin desdela adición
del reactivo OPA-3-mercaptopropiónicoa la
muestra,se añadieron5 1.tL de ácidoacéticoal
5%conel fin de disminuir el pH de la mezcla
y evitar la pérdidade sílice de la columna
Finalizadala derivación, se inyectaron en el
cromatógrafo20 jiL de la solución obtenida
mediante un inyector tipo Reodhyne de
volumenfijo.

3.3.2. Condicionescromarográficas

Paraconseguiruna correcta separaciónde
los picos correspondientesa cadaaminoácido
se empleóun gradientede dos fasesmóviles,
conun flujo constantede entradaa lacolumna
de 1 mL/mm (Herranz el al., 1985). El
programade gradientesutilizado puede verse
en laTabla 1.

Losreactivosempleadosen lapreparación
de las dosfasesmóviles utilizadas fueron los
siguientes:

- tampónacetatosádico4 M (Pierce);

- alcoholisopropilicogradoIcIPLC
(Scharlau);

- metanolgradoHPLC (Scharlau);

aguaultrapuraobtenidade un sistemade
purificación de agua Milli-Q plus
(Millipore) y filtrada a travésde un filtro
Millipore de0.45 mr.

La fasemóvil A consistióen unasolición
95/5 (vol/vol) de tampón acetato sádico 50
mM y metanol,a la que se le añadieron12.5
mL de alcohol isopropilico por cada litro de
mezcla.El tampónacetatosádico utilizado en
la fase móvil A se preparóa partir de una
solución de acetato sódico 4 M con pH
ajustadoa 5.67 y filtrada a travésde un filtro
Millipore de0.45pin.

La fase móvil B consistió en unamezcla
70/30(vol/vol) demetanoly agua.

Previamentea su utilización, ambassolu-
ciones se degasificaronmediante sonicación
durante15 mm. Posteriormentesecolocaronen
el cromatógrafoy durante5 mm se sometieron
a un burbujeo de helio a un flujo de 100
¡nL/mm. Duranteel procesodeanálisisel flujo
dehelio semantuvoa 10 mL/mm.

Tabla1. Programadegradientesutilizado enel
análisiscromatográficode lasmuestras.Los16
primerosmm deesteprogramadegradientes
fueronusadosparaelanálisisdelasmuestras;los
4 mm siguientesfueronusadoscomoprogramade
preparaciónparaun nuevoanálisis.

TIEMPO FLUJO Fase A Fase 13

(miii) (nilJnuin) (%) (%)
0.00 1 90 10

9.00 1 52 48

12.00 1 0 100

16.00 1 0 100

16.01 1 90 lO

20.00 1 90 10
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La detección de los aminoácidosOPA-
derivados se realizó con un detector de
fluorescenciaWaters420-AC con un filtro de
excitaciónde 340 nm y un filtro de emisiónde
460nm

EJ cálculo de factores de respuestay
tiemposde retencióny la cuantificaciónde los
aminoácidosse llevó acabocon un integrador
registradorWaters745 siguiendoel métododel
estándarinterno. El estándarinterno empleado
fríe lahomoserinaEn laFigura 10 puedeverse
un ejemplo de cromatogramasobtenidoscon
las condicionesdescntas.

3.2.2.1. Factordedilución

El hecho de realizar una derivación
precolumnade la muestrao de la solución
patrón obliga a calcularun factor de dilución
quetengaen cuentael volumendemuestraque
se encuentra en la mezcla inyectada La
preparaciónde la muestrase hizo, tal y como
se hamencionadopreviamente,añadiendoalos
20 ¡iL de muestrao soluciónpatrón, 5 li de
estándarinterno, 10 ¡iL de OPA-3-mercapto-
propiónicoy 5 ¡iL de ácido acéticoal 5%. El
volumenfinal de la mezclafue, por tanto, de
40 1iL. Deestos40 ¡iL se inyectaron20 1iL en
el cromatógrafo.El volumentotal de muestra
inyectadofue, portanto,de 10 pL. El factorde
dilución se calculó hallando la inversa del
volumende muestrainyectado,resultandoser
dc 1/10 = 0.1. La concentraciónde cada
aminoácidopresenteen la muestrase calculó
multiplicando la cantidad medida de dicho
aminoácidoporel factorde dilución 0.1.

3.2.22. Calibración

Lacalibraciónserealizaconel fin de daral
integradorvaloresde referenciade los tiempos
de retencióny factoresde respuestade cada
aminoácidoanalizado.El tiempo de retención
de cadasustanciaes el tiempomedioquetarda
en salir de la columnadel cromatógratoy es

utilizadopor el integradorparaidentificarla El
factor de respuestade cada sustanciaes un
valor que relacionalas concentracionescono-
ciclas de esta sustanciay del estándarinterno
conlas áreasdelospicoscromatográficos.

Para ¡a calibración del cromatógrafo, se
prepararonsolucionesestándarde cadauno de
los aminoácidos analizados a una concen-
traciónde0.05 mM. El disolventeempleadoen
todas las disolucionesfue LCRs. Los amino-
ácidos empleados fueron L-GLU, (liABA,
GLN y HL-homoserina(Sigma).

A partir de las soluciones estándar se
preparóunasoluciónpatrónmezclando150 pi
de la solución estándarde cada aminoácido,
excluido el estándarinterno (homoserina).Las
solucionespatrónasí obtenidassealmacenaron
a-80 0(7 bastaelmomentode suutilización

La calibración se realizó inyectandoen el
cromatógrafo5 partes alícuotasde solución
patrón. La inyección de la misma muestra
varias vecespennite al integradorregistrador
Waters745 calcularlos factoresde respuestay
los tiempos de retención medios para cada
aminoácido.En laTabla2 se recogenlos datos
obtenidosdeunadelascalibracionesrealizadas
para el trabajo experimental de esta Tesis
Doctoral

3.2.23Coeficientede variación

Paracalcularla variaciónintrínsecapropia
del método de análisis se inyectaron en el
cromatógrafo7 partesalícuotasdeunasolución
patróncon concentracionesde 5 mM de cada
aminoácido. Puesto que estas inyecciones
fueronrealizadasporelmismoexperimentador
y en las mismas condiciones, las posibles
diferencias obtenidas son reflejo de la
variabilidadpropia del método.En la Tabla 2
puedeobservarseel coeficientede variaciónde
cada aminoácidoobtenido duranteel trabajo
experimentaldeestaTesisDoctoral.
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Tabla2. Factoresderespuesta(FJ~L tiemposde
retención(IR)y coeficientedevariación(CV)
obtenidosenunadelascalibracionesrealizadas
duranteeltrabajo experimentalrealizadoparaesta
TesisDoctoraL

Fig. 10. Ejemplodecromatogramasobtenidoscon
lascondicionescromatográficasdescritasenel
texto:a)patrón;b) muestraobtenidadeun animal
medianteperfusiónintracerebrallii vivo. La escala
representael tiempodeanálisis(enmiii). 1: GLLk
2: GLN; 3: homoserina;4: GASA.

y dela concentraciónde aminoácidoen el eje
de abcisasresultó ajustarsea una línea recta
(verFigura11).

Fig. 11.Curvade linealidadobtenidaparalos
aminoácidosGLU GAliA y GLNbajolas
condicionescromatográficasdescritaseneltexto.

3.4. COMPROBACIÓNDE LALOCALIZ4CIÓN
DELASCÁNULAS

Una vez finalizadoslos experimentos,se
comprobó la correcta localización de las
cánulasguía y push-pullmedianteel estudio
macroscópicodelaspiezascerebrales.

El material empleado
comprobaciónfue el siguiente:

3.2.2.4.Linealidaddelanálisis
cromatográfico

Paradeterminarla linealidaddel métodode
análisis cromatográficodescrito se inyectaron
en el cromatógrafosolucionespatrón conuna
concentraciónconstantede homoserina(5 ¡iL
de homosermna0.025 mM — 62.5 pmoles)y

concentracionesvariablesde losaminoácidosa
analizar. La representacióngráfica de la
relación entreel áreade cadaaminoácidoy el
áreadelestándarinternoen el eje deordenadas

- NaCí(Merck);

- fonnaldehído3540%(Panreac),

- heparina5%(Leo);

- microtomode congelaciónLeitz (Wetzlar);

- lupabinocular(Zeiss).

Los animalesfUeron anestesiadoscon una
inyección intraperitoneal de 2 mL/Kg de
Equithesin(vercomposiciónen elapartado2.3
de Material y Métodos).A continuaciónse les

AMINOÁCIDO FR TR CV
Ácidoglutámico 1.014 5.04 3.18%

Glutainina 1,170 7.31 1.11%

Homoserina - 8.25 -

GABA 1.119 14.34 2.45% CURVA DE LINEALIDAD
• GABA
• GLN
• GLU

4>
~ 2 -

1•tu
•13 o.

0 5 10 15 20 25

[AA] en i.IMa b 2

___________ ~>~;i

para dicha
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infundió soluciónsalinaisotónica(NaCí 0.9%)
conheparinaal 1%, seguidadeunasoluciónde
formaldehídoal 10% atravésde un punciónen
el ventrículo izquierdo. Terminadala infusión,
se extrajeron los cerebroscon unos alicates
planosy semantuvierona-4”(7 sumergidosen
unasolucióndefonnaldehídoa] 10%.

Parasu estudioniacroscopicolos cerebros
fueroncolocadosen un microtomodecongela-
ción y se cortaronen seccionesde 150 ¡im. A
continuaciónse comprobóla localizaciónade-
cuadade las cánulasgala implantadasy del
áreade perfusiónutilizandounalupabinocular.

4. MÉTODOSESTADÍSTICOS

Parael análisisde los resultadosobtenidos
se consideraroncorno valorescontrol de cada
grupo lamediade los cinco valoresobtenidos

antesde la aplicación de
valores control reflejan
aminoácidos de cada
condicionesbasales.

laapoinorfma.Estos
la concentraciónde
grapo obtenida en

Los valorescontrol de los tres gruposde
edad en cada una de las estructuras se
compararon utilizando un análisis de la
varianzadeunavía.

Los resultadosobtenidosen los gruposde
animalesde diferenteedadtraslaestimulación
con apomorfinase analizaron utilizando un
diseño factorial de tres vías en el quelas vías
fueronlas dosisdeapomorfinautilizadas(10 y
20 pM), el grupo de edad de los animales
(jóvenes, de edadmediay viejos)y el tiempo
(10 muestras).El diseño factonal se hizo con
medidasrepetidasen el tiempo, comparando
los valores estimulo y post-estimulocon el
valorcontrol.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los expe-
rimentosrealizadosparaestaTesisDoctoral se
presentanen forma de Tablasy Gráficas.Las
Tablas muestran, en valores absolutos, las
concentracionesextracelularesde los aimno-
ácidosanalizados(en gM las deGLU y GLN,
en nM las de (liABA). Las Gráficasmuestran
dichas concentracionesen porcentajes con
respectoa su valor control (la media de los
valoresdelascincomuestrasbasales).

Todaslosresultadosmostradospertenecen
aexperimentosen losquese comprobóqueel
área de perfusión estaba localizada en el
estriadoo en la cortezaprefi-ontalde la rataen
estudio.

1. INTERACCIÓNDE
NEUROTRANSMISORESY
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOSEN
EL ESTRIADO

1.1. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde CLU en el estriado
dela rata adultajoven

La concentración extracelular de GLU
obtenidaen el estilado de la rataadultajoven

en condiciones basales fríe, con nuestro
método,de0.24 + 0.02¡iM.

La aplicación directadel agonistadopami-
nérgico apomorfina en el estriado de ratas
jóvenesprodujo un aumentode la concen-
traciónextracelularde GLU dependiendode la
dosisutilizada.

A la dosis de 5 pilvl, la apomorfinano
modificó de forma estadisticamentesignifica-
tiva laconcentraciónextracelularde GLU en el
estriado de ratas jóvenes. El incremento
máximo alcanzó el 136% del valor control
(P>0.l0). Sinembargo,adosisde lOy 20 ¡iM,
la apomorfina produjo un aumento de la
concentración extracelular de GLU que
comenzódurantelaaplicación delamismay se
mantuvodurante30 mm. El aumentomáximo
de laconcentraciónde GLU alcanzóel 167%
del valor control con la dosis de 10 ¡iM
(P<0.005) y el 184%del valor control con la
dosisde20 gM (P<0.001).

7.2. Efectode la apomoty9nasobre las
concentracionesde CLU en el estriadode
la rata deedadmedia

La concentraciónextracelular de GLU
obtenidaen elestriadode la ratadeedadmedia

53



Resultados

en condiciones basales fue, con nuestro
método,de0.30±0.03pM.

En lasratasdeedadmedia,laaplicaciónde
apomorfinaa la dosisde 10 pM produjo un
aumentode la concentraciónextracelularde
GLU sólo en la muestraspostenora la aplica-
ción de apomorfinaEsteaumentoalcanzóel
171% del valor control (P<0.005). Por el
contrario,la apomorfina,a la dosisde20 jíM,
no modificó de forma estadisticamentesignifi-
cativalaconcentraciónextracelulardeOLU en
el estriadode ratasde edadmedia El incre-
mento máximo alcanzóel 124% del valor
control(P>0.10).

1.3. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde CLU en el estriado

dela rata vieja

La concentración extracelular de CLU
obtenidaenel estriadodela ratavieja encondi-
ciones basalesfue, con nuestrométodo, de
0.26±0.04 jíM.

En las ratas viejas, la aplicación de apo-
morfina,a las dosisde 10 y 20 ¡iM, no modi-
ficó de forma estadísticamentesignificativa la
concentración extracelular de GLU en el
estriado. Los aumentosmáximos alcanzados
fuerondel 121%del valorcontrol conla dosis
de 10 1iM (Pi’O.l0) y del 136% del valor
controlcon ladosisde20 MM (P>O.10).

1.4. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde CLU enel estriado
dela rata a lo largo delenvejecimiento

La concentraciónextracelularde <RU en
elestriadode la rataen condicionesbasalesno
fije significativamentediferente entre los tres
gruposdeedad(P>0.l0).

El efectodelaapomorfina,aladosisde 10
pM, sobre las concentracionesextracelulares
de OLU fue significativamentemenor en el
grupoderatasviejasqueen losgruposderatas
jóvenesy deedadmedia(PcZ0.0l).

El efectodela apomorfina,aladosisde20
1iM, sobre las concentracionesextracelulares
de GLU fue significativamentediferente entre
lostresgruposde edad(p<0.OS).Sin embargo,
las comparacionesdos a dos no resultaron
estadisticamentesignificativas.

Grupodeedad GLUTAMATO

(estilado)

2-3 meses(iriS) 0.24+002

12-13 meses(irí 1) 0.30 + 0.03

24-34meses(n=13) 0,26+ 0.04

TeibIa 3. Concentracionesextracelularesdeácido
glutámico(enpM media+ error estándardela
media)obtenidasencondicionesbasalesdel
estriadoderatasadultasmachojóvenes,de
medianaedadyviejas.

1.5. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde CABA en elestriado
de la rata adultajoven

La concentraciónextracelular de CABA
obtenidaen el estriadode la rataadultajoven
en condiciones basales fue, con nuestro
método,de4O±7nM.

La aplicación directa del agonistadopa-
minúrgico apomorfinaen el estriadode ratas
jóvenes produjo un aumento de la concen-
traciónextracelularde CABA dependiendode
ladosisutilizada.

A la dosis de 5 jiM, la apomorfina no
modificó de forma estadísticamentesignifica-
tiva la concentraciónextracelularde CABA en
el estilado de ratas jóvenes. El incremento
máximo alcanzó el 146% del valor control
(P>O.10). Por el contrario, a las dosisde 10 y
20 gM, la apomorfinasí produjo un aumento
de la concentraciónextracelularde CABA.
Con la dosis de 10 1¡M de apomorfina, el
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aumento en la concentraciónde CABA se
observódurantela aplicacióndela apomorfina
y alcanzóel 178%del valor control(P<0.005).
Con la dosis de 20 MM de apomorfina, el
aumento en la concentración de CABA
comenzó durante la aplicación de la
apomorfinay se mantuvo durante 30 mm,
alcanzando su máximo valor durante la
aplicación de la apomorfina(191% del valor
control) (P<0.005).

1.6. Efectode la apomorfinasobre las
concentracionesdeCABA en ei estriado
de la rata deedadmedia

La concentraciónextracelularde CABA
obtenidaen elestriadode laratadeedadmedia
en condiciones basales fUe, con nuestro
método de50±7nM.

En lasratasdeedadmedia,la aplicaciónde
apomorfina, a las dosis de lO y 20 MM,
produjo un aumento en la concentración
extracelularde CABA sólo en la muestra
posteriorala aplicaciónde laapomorfina.Este
incremento alcanzó el 175% (NO.05) y el
167% (P<0.05) del valor control respecti-
vaniente.

1.7. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde CABAen elestriado
de la rata vieja

La concentraciónextracelularde CABA
obtenidaen el estriado de la rata vieja en
condicionesbasalesfue, con nuestrométodo,
de43+7nM.

En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina,a la dosisde 10 MM. no modificó
de forma estadisticainente significativa la
concentraciónextracelularde CABA en el
estriado. El incremento máximo alcanzó el
126% del valorcontrol(P>-0.10). Sin embargo,
laapomorfinaaladosisde 20 MM, produjoun
aumentode la concentraciónextracelular de

CABA durante su aplicación. Este aumento
alcanzóel 172%del valor control(NO.01).

1.8. Ejéctodela apomorfina sobrela
concentraciónde CABA en el estriado
de la rata a lo largo delenvejecimiento

La concentraciónextracelularde CABA en
el estriadodela rataen condicionesbasalesno
se diferenciéde forma significativa entre los
tresgruposdeedad(P>O.10).

El efectodelaapomorfina,aladosisde 10

MM~ sobre las concentracionesextracelulares
de CABA fUe significativamentemenoren el
grupodc ratasviejasconrespectoa los grupos
de ratasjóvenesy deedadmedia(¡‘<20.01).

El efectodelaapomorfina,ala dosisde20

MM, sobre las concentracionesextracelulares
de CABA no fue significativamentediferente
entrelostresgruposdeedad.

Grupodeedad CABA

(estriado)

2-3 meses(n17) 40 + 7

12-13 meses(n=l0) 50±7

24-34 meses (n12) 43 + 7

Tabla4. ConcentracionesextracelularesdeCABA
(ennA’L media+ error esiándarde la media)
obtenidasencondicionesbasalesdelestriadode
ratasadultasmachojóvenes,demedianaedady
veas.

1.9. Efectodela apomorfinasobrelas
concentracionesdeCLNen el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento

Las concentracionesextracelularesde CLN
obtenidasen el estriadode la rata en condi-
cionesbasalesfueron, con nuestrométodo,las
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siguientes:en el grupode ratasadultasjóvenes,
1.25 1- 0.12 pM; en el grupo de ratas de
medianaedad, 1.08 + 0.08 PM; y en el grupo
de ratasviejas 120 + 0.16 pM. La concen-
traciónextracelulardeGLN en elestiladode la
rataen condicionesbasalesno se diferencióde
forma significativa entre los tres gruposde
edad(P>0.l0).

La aplicacióndeapomorfina,alasdosisde
5, 10 y 20 pM, no modificó de fonna
estadísticamentesignificativa la concentración
extracelulardeGLN en elestriadodela rataen
ninguno de los grupos de edad estudiados.

Gn~po deM~H GLUTAMINA

(esniado)

¡

2-3 rneses(n=17) 1.25+0.12

12-13 meses(n=tl0) 108+ 0.08

24-34meses(w13) 1.20 + 0.16

Tabla 5. Concentracionesextracelularesde
glutamina(en~¿4<media-4- error estándardela
media)obtenidasen condicionesbasalesdel
estriadoderatasadultasmachojóvenes,de
medianaedadyviejas.
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mli,

AP05~tM AW)10~iM

(n=5) (n51

APO2%±M

(n5)

APOIOF¡M

(,r6)

APO2OpíM

(n5)

A}UIOpM

(n#S)

AKI2OpM

(,r5)

lO 021 4004 0.294008 0.20-4-003 0.33+0.04 0.31 40.09 0.27-11107 027-4-0.08

20 0.2240.02 0.25+0.06 0.2240.03 0.3640.04 0.27-4-010 0.244<1.04 0.34+0.18

30 0.244<1.03 0.251-0.04 0.2540.04 0.3140.07 0.2640.09 0.21 40.04 0.3440.18

40 (1.21 4-002 0.26-4-006 Oil 40.03 02740Á)3 0.334013 0 28+0 II 025+006

50 023+004 028+0.04 023 +034 0284006 0274006 0.21 -i-005 0294<) lO

U tiC4t16 -:: MI4tUt~~~ ~37~ ~ fl4J~ S~to~’ t214t% tiCtic

70 028-4005 04240.04 040+008 050+017 02240.05 0.2640.08 035-1-014 ¡

80 0214006 04240.09** 036+0.08 039+008 033+0.04 02340.04 0284006

90 0.1940.03 0.2840.07 0.27-1-0.04 0.3940.03 0.24+0.05 0.2940.08 0.2240,06

lOO 0.1640.03 0.39+0.10 0.2040.03 0.2640.06 0.25+004 0244006 0.2940,11

ratasadultasjóvenes

ÁCIDO CLUTAMICO (estilado)

ratasdeedadmedia

Tabla6. Concentracionesextracelularesde ácidoglutámico(en~‘4<medialerror estándardela media)
obtenidasmediantepeiflísiónintracerebralenelestriadoderatasadultasmachojóvenes,demedianaedady
viejas.Durantela obtencióndela sextamuestra(mm 60)seadmninistraintracerebralmenteelagonista
dopazninérgicoapomoé’fina(APO)a lasdosisde5, 10 ó 20 vM Losasteriscosindican la sign~2cación
es¡ad¿stica decadavalor conrespectoasnvalor control (*** Nr P<O.O05; ~“~<‘ = P<¿0.00
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ÁCIDO GLUTÁMICO
ESTRIADO

—e-- 5pM
—u— 10pM
—A-- 20 pM

PcO.006
P.cO.001

ratas jóvenes

** *

ratas viejas

hfr½ttt4ti
APO

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (mm)

70

Fig. 12.Efectodela aplicaciónintracerebraldeapomorfina(APO), a lasdosisde 5, lOy.20pM,sobrela
concentraciónextracelulardeácidoglutámicoen el estriadode ratasjóvenes,deedadmediay viejas.
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APOSpM

miii (,r4)

APOIOgM

(n7)

AI*)2OpM

(irS)

APOIO
1iM

(¡rS)

A1XÚ2OjiM

(¡rS)

APOIOpM

(¡r7)

APO2OpxM

(n5)

lO 25+4 50+14 39+9 40+12 69+16 56+20 41±11

20 26+8 47±17 43+10 34-4-9 52±7 43+6 42±10

30 29+2 49±15 44+9 48±12 50+7 41±7 34+12

40 26+7 45+11 37+11 50±13 58±7 48+10 35±9

50 24+2 47+10 42+11 42+13 58±9 41+6 45+13

e 75+ an - ~ ~ s*~9 -; .%1&s-> .

70 31+9 58+10 72±26” 80±2V 87+26* 43+6 53+15

80 29+7 56+17 69±24** 57+17 53+11 32+10 49+12

90~33±11 54+20 46±10 47+9 51+9 34+5 41+11

100 26+6 59+22 47+12 25+2 53+11 39+11 43+11

ratasadultasjóvenes

CABA (estriado)

ratasde edadmedia

Tabla 7. ConcentracionesextracelidaresdeCABA (ennA’L mecho+ error estándarde la media)obtenidas
medianteperfusiónintracerebralenelestriadode ratasadultasmachojóvenes,demedianaedady viejas.
Durantela obtencióndela sextamuestra(miii 60)seadministraintracerebralmenteelagonista
dopaminérgicoapomorfina(ARO)a dosisde 5, 10 ó 20 MM Losasteriscosindican la sign~/2caciónestadística
deczz&u valor conrespectoasuvalor control (* = P<0.05¿ ** = P<0.01; ~ = P<20.005).

60

ratasxeas



Resultados

Fig. 13. Efectode laaplicación intracerebraldeapomorfina(ARO),a lasdosisde5, JOy2O~uM,sobrela
concentraciónextracelularde(JARAenelestriadoderatasjóvenes,deedadmediay viejas.
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mm

APOSpM

(n5)

APOI0~iM

(n=7)

APO2O
1iM

(n=5}

AIXDIOUM

(n=5)

M~2OHM

(n=5)

APoIO~M

(n=8)

APO20~vt

(n=5)

lO 08640.13 1.33+0.23 1.5240.18 1.06+026 1.1840.17 1.27+0.29 1.16+0.43

20 1.0440.14 1.20+0.15 1.7840.38 1.1440.28 1.0340.08 1.2940.34 1.54+0.90

30 ¡.04+0.15 0.9240.10 1.47+0.25 1.0140.22 1.05+0.10 ¡ 0.9540.18 1.14+0.31

40 1.18+0.32 1.1040.13 1.6440.30 1.06+0.25 1.31-1<1.2] 1.42+0.49 1.2240.50

50 1.18+0.17 159+046 1.24+0.14 11840.15 0.9640.25 I.I7+o.~

.4* tA4414 IS4UO .fl$3.4fl~ . OS+t86 tas4*.
51Úi*tu

70 ¡174021 0.96+0.13 1.7240.64 0764022 1.59+0.30 143+0.71 1.51+043

80 130+031 1.0640.11 1.39+0.44 0784025 1.47+0.21 11940.48 1.96+077

90 117+025 ¡.0440.12 1.21+0.11 059+017 1.4540.23 09740.21 1.914070

100 1314024 0.96+0.10 1.2340.26 062+013 &9840.04 111+0.18 1.674054

ratasadultasjóvenes

GLUTAIVIINA (estriado)

ratasdeedadmedia

Tabla& Concentracionesextracelularesdeglutamina(en,uM media+ error estándarde la media)obtenida’
medianteperfusiónintracerebralenel estriadoderatasadultasmachojóvenes,demedianaedady viejas.
Durantela obtencióndela sextamuestra(mm 60) seadmmnistraintracerebralmenteelagonista
dopaminérgicoapomorfina(APO) a dosisde 5, 10620iNi
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Fig. 14.Efectodelaaplicación intracerebraldeapomorfina(ARO),a lasdosisde5, lOy2OpM sobrela
concentraciónextracelul.ardeglutaininaenel estriadoderatasjóvenes,deedadmediay viejas.
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O

ÁCIDO GLUTÁMICO
ESTRIADO
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Fig. 15. Concentracionesextracelularesdeácido
glutámicoobtenidasencondicionesbasalesenel
estriadoderatasjóvenes,deedadmediay viejas.
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Ely. .16. Aumentomáximode lasconcentraciones
extracelularesdeácidoglutámicoobtenidotras la
aplicacióndeapomorfina(APO)a lasdosisde 10
y20pMenel estriadode ratasjóvenes,deedad
mediay viejas.
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Fig. ¡7. ConcentracionesextracelularesdeGABA
obtenidasencondicionesbasalesenel estriadode
ratasjóvenes,deedadmediayviejas.
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Fig. l& Aumentomáximodelasconcentrad<mes
extracelnlares de GABAobtenidotras la aplicación
deapomorfina(ARO)a lasdosisde lOy 20pM
enelestriadoderatasjóvenes,deedadmedia
y viejas.

Resultados

S 2-3 meses
“‘~ 12-13 meses

24-34 meses

— Pca 01

APO 20 1aM
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GLUTAMINA
ESTRIADO
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Fig. ¡9. Concentracionesextracelularesde
glutaminaobtenidasencondicionesbasalesenel
estriadoderatasjóvenes,deedadmediayviejas.
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2. INTERACCIÓNDE
NEUROTRANSMISORESY
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOSEN
LI CORTEZA PREFRONTAJI

2.1. Ejéctode la apomorfinasobrelas
concentracionesdc GLU en la corteza
prefrontal de la rata adultajoven

La concentración extracelular de CLU
obtenidaen la cortezaprefrontal de la rata
adultajoven en condicionesbasalesfue, con
nuestrométodo,de0.29+ 0.02mM.

La apomorfina,alas dosis de 5 MM y 20
pM, no modificó de forma estadisticamente
significativa la concentraciónextracelularde
CLU en la cortezaprefrontalde ratasjóvenes.
El incrementomáximo alcanzóel 125% del
valor control con la dosisde 5 pM (P)>0.10)y
el 119% del valor control con la dosis de 20
pM (P>0.l0)

La aplicación deapomorfina,a la dosisde
10 pM, produjo un aumentode la coticen-
tración extracelularde CLU. Este aumento
comenzó durante la aplicación de la
apomorfinay sc mantuvodurante20 mm. El
máximo incremento de la concentraciónde
GLU alcanzó el 178% del valor control
(NO.001).

2.2. Efectode la apomorfinasobrelw
concentracionesde GL (¡en la corteza
prefrontal de la rata de edadmedia

La concentración extracelular de GLU
obtenidaen la cortezaprefrontal de la ratade
edadmedia en condicionesbasalesfue, con
nuestrométodo,de0.36±0.05mM.

La aplicación de apomorfinaala dosisde
LO pM no modificóde forma estadisticamente
significativa la concentraciónextracelularde
GLU en la cortezaprefi’ontal de las ratasde

edadmediaEl incrementomáximo alcanzóel
115%del valorcontrol (¡‘>0.10). Sin embargo,
laapomorfina,aladosisde20 MM, produjoun
aumento en la concentraciónextraceluiarde
CLU en la cortezaprefrontal que alcanzóel
130%del valorcontrol(¡‘<0.01).

2.3. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde (U.U en la corteza
prefrontal de la rata vieja

La concentración extracelular de GLU
obtenidaenlacortezaprefrontalde la ratavieja
en condiciones basales fue, con nuestro
método,de0.31 + 0.02 mM.

En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina,alas dosisde 10pM y 20 pM, no
modificó de forma estadisticamentesignifica-
tivala concentraciónextracelularde (}LU en la
corteza prefrontal. El incremento máximo
alcanzóel 132%del valorcontrol con la dosis
de lOpM(P>0.10)yelll8%delvalorcontrol
conladosisde20 pM (P>O.10).

2.4. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesdeCL U en la corteza
prefrontalde la rata a lo largo del
envejecimiento

La concentraciónexiracelularde CLIJ en
la cortezaprefrontal de la rata obtenida en
condicionesbasalescon nuestrométodono fue
significativamente diferente entre los tres
gruposdeedad(¡‘-<0.10).

El efectodelaapomorfina,a ladosisde 10
pM, sobre las concentracionesextracelulares
de CLU fue significativamentemenor en los
gruposde ratasde edadmediay viejasqueen
el grupo de ratas jóvenes (p<0.05). Sin
embargo,el efectode la apomorfina,a ladosis
de 20 pM, sobre las concentracionesextra-
celularesde GLU no fue significativamente
diferenteentrelostresgruposdeedad.
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Grupodeeáad GLUTAMATO

(cortezaprefrontal)

2-3 meses (n17) 0,29 + 0.02

11-l4meses(n=l0) 0.36+0,05

24-26 meses (xr13) 0.31 + 0,02

Tabla9. Concentracionesextracelularesdeácido
glutámico(enpM media terror estándardela
media)obtenidasencondicionesbasalesdela
cortezaprefrontalde ratasadultasmachojóvenes,
demedianaedadyviejas.

2.5. Efectodela apomorfinasobre las
concentracionesde CABA en la corteza
prefrontal de la rata adultajoven

La concentraciónextracelularde CABA
obtenidaen la cortezaprefrontal de la rata
adultajoven en condicionesbasalesfue, con
nuestrométodo de32 + 4 nM.

La aplicación directa del agonistadopa-
minérgico apomorfinaen la cortezapreftontal
de ratas jóvenesprodujo un aumentode la
concentraciónextracelularde CABA depen-
diendodela dosisutilizada

A la dosisde 5 gv!, la apomorfinano
modificó de forma estadísticamentesignifica-
liva laconcentraciónextracelularde CABA en
la corteza prefrontal de ratas jóvenes. El
incrementomáximo alcanzóel 120%del valor
control (P>0.10).A las dosisde 10 ~tMy 20
gM, sin embargo, la apomorfina produjo un
aumentode la concentraciónextracelularde
CABA. Con ambasdosis, el aumentoen la
concentraciónde CABA se observódurantela
aplicacióndela apomorfinay alcanzóel 175%
(P<10.05)yel 177%(P<0.05)del valorcontroL
respectivamente.

2.6 Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesdeCABA en la corteza
prefrontalde la rata deedadmedia

La concentraciónextracelularde CABA
obtenidaen la cortezaprefrontal de la ratade
edad mediaen condicionesbasalesfue, con
nuestrométodo,de54 + 11 nM.

En lasratasdeedadmedia,laaplicaciónde
apomorfina,a las dosis de 10 y 20 gM, no
modificó de forma estadisticamentesignifi-
cativa la concentraciónexínicelularde CABA
enlacortezaprefrontal. El incrementomáximo
alcanzóel 124%del valor control con la dosis
delO~iM(P>O.l0)yel 142%delvaloreontrol
con ladosisde20 1iM (P>O.05).

2.7. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde GABA en la corteza
prefrontal de la rata vie¡a

La concentraciónextracelular de CABA
obtenidaen lacortezaprefrontalde la ratavieja
en condiciones basales fUe, con nuestro
método de4S+6nM.

En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 pM, no
modificó de forma estadísticamentesignifica-
tiva la concentraciónextracelularde CABA en
la cortezaprefrontal. El incremento máximo
alcanzóel 140%del valor control con la dosis
de 10 ktM (PM). 10)y el 105%del valorcontrol
conla dosisde20 1.¡M (P>0.10).

2.8. Efectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde GABA en la corteza
prefrontalde la rata a lo largo del
envejecimiento

La concentraciónextraceluiardeCABA en
la cortezaprefrontal de la rata obtenidacon
nuestrométodoen condicionesbasalesno fue
significativamente diferente entre los tres
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gruposde edad. Sin embargo,la significación
alcanzada (P=0.06) sugiere la necesidad de
aumentarel tamañode muestrade los grupos
para confirmar este resultado. Además, la
comparaciónposterior entregrupos indica la
existencia de una mayor concentración
extracelulardeCABA enlosgruposderatasde
edadmediay viejas que en el grupo de ratas
jóvenes (¡‘<0.05).

El efecto de la apomorfina sobre las
concentracionesextracelularesdeCABA, tanto
aladosisde 10 iM (P)’O.10) comoa la dosis
de 20 1.¡M (¡‘>0.10), no fue significativamente
diferenteentrelostresgruposdeedad.

Grupo deedad CABA

(corteza prefrontal)

2-3 meses (n17) 32+4

¡1-l4mesesQr=lO) 54+11

24-26 meses (n= 12) 48 + 6

Tabla ¡O. ConcentracionesextracelularesdeCABA
(en nlvL media+ error estándarde la media)
obtenid.asencondicionesbasalesde la corteza
prefrontalde ratasadultasmachojóvenes,de
medianaedadyviejas.

2.9. Afectode la apomorfinasobrelas
concentracionesde GLNen la corteza
prefrontalde la rata a lo largo del
envejecimiento

Las concentracionesextracelularesdeCLN
obtenidasen la cortezapreftontalde la rataen
condiciones basales fueron, con nuestro
método, las siguientes: en el grupo de ratas
adultasjóvenes,1.92 + 0.25 1íM; en el grupo
deratasdemedianaedad,1.51±0.26~iMyen
el grupo de ratasviejas, 1.48 ±0.32 gM. La
concentración extTacelular de CLN en la
corteza prefrontal de la rata en condiciones

basales no se diferenció de forma sígmficativa
entrelos tresgruposdeedad(¡‘>0.10).

La aplicacióndeapomorfina,alasdosisde
5. 10 y 20 gM, no modificó de forma
estadisticamentesignificativa la concentración
extracelulardeCLN en lacortezapreftontalde
la rata en ninguno de los gruposde edad
estudiados.

Grupodeedad GLUTAMINA
(cortezaprefrontal)

2-3 meses (n=17) 1.92±0.25

l1-l4mesesQrlo) 1.51 +026

24-36meses(n=13) 1.48+ 0,32

Tabla ¡1. Concentracionesextracelularesde
glutamina(enpA<L media+ error estándarde la
media)obtenidasencondicionesbasalesdela
cortezaprefrontalde ratasadultasmachojóvenes.
demedianaedady viejas.
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mil,

APOSpM

(,r~5)

APO lOpM

(n=5)

APO2O
1M

(rs6)

AI’O I0!IM

(irs)

APO2OgM

(1r6)

APO 101iM

(n=5)

APO2OpM

(n~5)

10 0.30 ‘+0.04 0.27 10.06 0.31 +003 0.30+0.07 0.43 -*0.07 0.31 -*0.05 0.33 «>04

20 0.24 -*0.03 025 -+0.04 0.28+0.05 0.28 40.05 0.43 ‘+0.10 0.27 ‘40.04 0.30 +0.04

30 0.28 +0.05 029 +0.05 0.34*0.06 0.26-*0.04 0.46+0.09 0.30 +0.04 0.37+0.05

40 0.27+0.05 028+0.07 0.35+0.06 0.26-*0.04 0.41 -+008 024 +0 03 0.37 40.07

50 0.26 +0.03 028 +0.04

~

0.26 +0.04

~É44.?I~

0.27+0.06
. —

.txt

0.45 +0 07 027+0 04

~

0.29 -4-0.04

70 0.33 40.09 0 45+0.09 *** 0.38 +0.11 0.28 +0.06 0.49+0.12 0.25 +0.03 0.32 40.09

80 0.31+0.06 0.34+0.08 0.31+0.08 0.2440.04 0.51+0,11 0.25 +0.04 0.35 +0.10

90 0.28+0.06 0.31 -+0.06 0.30+0.06 0.27+0.04 0.39 -+0.08 0.27+0.05 0.25+0.04

100 0.30+0.05 0.31+0.06 0.35+0.12 0.24+0.03 0.51+0.19 . 0.22+0.03 0.30+0.08

ratasadultasjóvenes

ÁCIDO GLUTAMICO (cortezaprefrontal)

ratasde edadmedia

Tabla 12. Concentracionesextracelularesdeácidoglutámico(enpU, media+ error estándardela
n4on

4a)obtenidasmediantepe,fusiónintracerebralenlacortezaprefrontalderatasadulíasmacho

jóvenes,demedianaedady viejas.Durante la obtenciónde lasextamuestra(mi» 60) seadministra
intracerebralinenteelagonistadopaminérgicoapomorfina(APO) a dosisde5, 10 ó 20 MM. Los
asteriscosindican la significaciónestadisticade cadavalor conrespectoa su valor control

= P’<0.01; ~ = P<0.001).
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Fig. 20. Efectode la aplicaciónintracerebraldeapomorfina(APO), a lasdosisde5, IOy20,‘M sobrela
concentraciónextracelulardeácidoglutámicoenla cortezaprefrontalde ratasjóvenes,de edadmediay
viejas.

71



Resultados

mm

AIX) 5 ~tM
(n6)

AIX) lO ~tM

(n5)

APO20 pM

(n~>

AIX) lO pM

(n5)

AH.) 20 ptA

(n~)

APOlO pM

(n’5~

APO20 iNI

(n5)

10 26+4 37+11 29+5 41±12 69+19 36+1! 4~+Il

20 23+4 26±7 32±6 37+10 63+13 41±10 49±5

30 24+4 40+12 34±7 33+9 77±22 40±7 57+9

40 32+11 39+14 39+8 31±4 76±22 46±10 64+14

50 37±9 35±9 26+3 34+9 69+14 52+13 55+8

34±12 n.a fl+»-’-’~-’
.4,

--
4N~

~

70 34+8 45±9 35±9 36+15 83+16 32±7 58+24

80 34+10 38±8 30±7 34+1! 89+23 35+10 64+3!

90 41+17 39+11 28+6 36+10 73+12 34+8 48+17

100 23+4 27+6 30+8 29+6 71-4-15 28+8 42±14

ratas adultas jóvenes

CABA(corteza prefrontal)

ratasde edadmedia

Tabla13. ConcentracionesextracelularesdeCABA (ennAo’, media+ error estándardela media)obtenidas
medianteperfvsiónintracerebralen lacortezaprefrontalderaíasadultasmachojóvenes;demedianaedady
viejas.Durantela obtencióndelasextamuestra(mi» 60) seadministraintracerebralmenteel agonista
dopammnérgicoapomorfina(ARO)a dosisde 5,10ó 20 gv!?Losasteriscosindican lasig¡4ficaciónestadística
decadavalor conrespectoa suvalor control (* = P<0. 05).
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GABA
CORTEZA PREFRONTAL

—e~— 5 VM
—u— 10pM
—4— 20 pM

* P<0.05

*

ratas de edad media

APO

ratas viejas

¡ ¡ ¡ ¡ ¡

10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (mm)

Fig. 21. Efectode laaplicaciónintracerebraldeapomorfina(~4PO), a las dosisde 5, IOy2OpM, sobrela
concentraciónextracelularde CABAenla cortezaprefrontalderatasjóvenes.de edadmediay viejas.
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ratas adultas jóvenes

GLUTAMINA (certezaprefrontal)

ratas de edad media

mm

AIX) 5 pM

(n=5)

APO lO pM

(n=6)

AIX) 20 pM

(r.=4)

AIX) 10 pM

(u,=3)

AIX) 20 pM

(n5)

AIX) lO pM

(n5)

AIX) 20 pM

(n3)

lO 1.66+0.41 2.52+0.77 2.09+0.55 1.82+0.55 1.36+0.29 1.46*0.53 1,46+0.72

20 1.36+0.21 1.7340.41 2.27+0.37 1.54+013 1.1340.20 1.64+0.47 0.96+0.35

30 130+015 236+072 2.31+0.51 1.65+0.43 1.47+0.41 1.78+0.53 1.13+0.43

40 1.57+0.44 1.75-14)37 2.11-44)20 1.84*0.35 1.43+0.40 1.64+0.45 0.95+0.06

50 1.27+0 !5 2.524068 203+0.36 1.57+0.17 1.64+0.51 1.70+0.36 1.52+0.48

0 L43jt30 LUn’ tM$a> flsfl$~ US$21:. :E»$2UÁi Ui+t4ZWj

70 1.27+0.37 2.14+0.65 1.99+0.13 1.56+0.38 1.18+0.15 114+0.38 1.76+0.37

80 ¡.5940.33 2.1640.68 211+0.24 171+0.50 1.19+0.20 1.52+0.45 2,0140.29

90 1.85+0.41 1.92+0.63 1.87+0.35 1.67+0.30 1.34+0.31 I.42 +0.32 1.3440.22

100 1.84+027 2.1440.62 1.85+0.50 2.09+0.50 1.33+0,31 1.35+0.29 1.25+0.30

TaNa ¡4. Concentracionesextracelularesdeglutamina(enpM, media+ error estándardelamedia)
obtenidasmedianteperfl¿siónintracerebralen la cortezaprefrontalderatasadultasmachojóvenes,de
medianaedadyviejas. Durantelaobtenciónde la sextomuestra(mm. 60) seadministromntracerebralmenteel
agonistadopaminérgicoapomorfina(ARO)a dosisdeS, 10 ó 20 pM?
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Fig. 22 Efectodelaaplicaciónintracerebraldeapomorfina(ARO),a lasdosisde5, ¡0 y 20 pM, sobrela
concentraciónextracelulardeglutaminaenla cortezaprefrontalderatasjóvenes,deedadinediay viejas.
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Fig. 23. Concentracionesextracelularesdeácida
glutámicoobtenidasencondicionesbasalesen la
cortezaprefrontalderatasjóvenes,deedadmedia
y viejas.
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Fig. 24.Aumentomáximodelasconcentraciones
extracelularesdeácidoglutámicoobtenidotras la
aplicacióndeapomorfina(ARO)a lasdosisde 10
y2O~dvfen la cortezaprefrontalderatasjóvenes,
deedadmediay viejas.

Resultados

W 2-3 meses

11-14 meses
24-26 meses

* P<O.05

APO 20 MM
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GASA
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Fig. 25. ConcentracionesextracelularesdeCABA
obtenidasencondicionesbasalesenla corteza
prefrontalde ratasjóvenes,de edadmediay viejas.

GASA
CORTEZA PREFRONTAL

APOlO ¡~M

260 E 2-3 mesos

11-14m200 esos

D 24-26 <reses
a,

o
ElSO

E
100

o

=<u

250

E,200
o
E 150

~100

a,
E
<u

50

o

o

Fig. 26. Aumentomáximode lasconcentraciones
extracelularesde CABA obtenidotras la aplicación
deapomorfina(ARO)a lasdosisde IOy20 1¿M
enla cortezaprefrontalderatasjóvenes,de edad
mediayviejas.
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GLUTAMINA
CORTEZA PREPRONTAL
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[II]~-~meses
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Fig. 27. Concentracionesextracelularesde
glutaminaobtenidasencondicionesbasalesenla
cortezaprefrontal estriadode ratasjóvenes,de
edadmediay viejas.
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DISCUSIÓN

1. ACERCA DELOSMETODOS

1.1. SOBREEL MÉTODODEPERFUSIÓN
INIRACEREBRALIii VIVO

Las concentraciones extracelulares de
neurotransmisores se pueden cuantificar in vivo
con dos tipos detécnicasdiferentes:técnicasiii

situ y técnicas ex sun. Las técnicas in situ
detectan y miden compuestos químicos
directamente en el espacio intersticial (p. ej. la
voltametria) (Kissinger et aL, 1973). Las
técnicasex situ, o de perfusión intracerebral,
recogensustanciasdel espaciointersticial para
ser analizadasposteriormente.Existen varias
técnicasex sun: el cup cortical (Mclntosh y
Oborin, 1953), la perfusión push-pull
(Gaddum, 1961) y la diálisis (Bito et al.,
1966).

La voltanietría permite cuantificar las
concentracionesextracelularesde neuroirans-
misores por medio de un microelecirodo,
implantado en la región cerebral a estudiar, que
oxida las moléculasde interés.Estaoxidación
genera unas comentes que pueden ser
relacionadas con las concentración de la
molécula oxidada (ver las revisiones de
Benveniste,1989; Westerinky Justice, 1991;

Gardneret al., 1993). La gran ventaja de esta
técnica es que realiza la medición de las
concentracionesde neurotransmisoresin situ.
Posee,además,un tiempo de resoluciónmuy
corto (Westerink y Justice, 1991). Sin
embargo, la voltametría está, en principio,
limitada a la detecciónde neurotransmisores
oxidables. Además, existen problemas de
selectividad, ya que compuestosdiferentes
pueden poseer potenciales de oxidación
similares(Benveniste,1989; Benvenisteel aL,
1989). En los últimos añosse ha avanzadoen
la resoluciónde estas limitaciones(ver p. ej.
González-Moraet aL, 1991). En todo caso,a
diferenciadelavoltametria,las técnicasexsitu

pennitendetectartodaslas sustanciasquímicas
presentes en el espacio intersticial (Myers,
1986; Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Gardneretat.1993).

El cup cortical consiste en un pequeño
cilindro colocadoquirúrgicamenteen contacto
directo con la superficie cortical. El cup,
formadoporel cilindro y la superficiecortical,
puede ser perÑndido con soluciones
fisiológicas, permitiendo la recogida de
sustancias difundidas desde la superficie
cortical al líquido de perfusión (Benveniste,
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1989; Westerink y Jastice, 1991; Gardaerel
aL, 1993). Estatécnicaes la menosempleada
delas técnicasex situ dadoquesólo permitela
perfusióndeestructurascerebralessuperficiales
y es diificil de aplicar a animales despiertos
(Westerink y Justice, 1991; Gardner et al.,
1993).

Frente al iip cortical, las técnicas de
perfusión push-pull y de diálisis, por el
contrano, permiten acceder a todas las
estructurascerebralesy puedenaplicarse al
animal despierto (Benveniste. 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerinky Justice, 1991;
Gardneret al., 1993).

Las técnicas de push-pull y diálisis son
muy similares. Ambas utilizan una cánulade
perfusiónqueesimplantadaen eláreacerebral
que se desea estudiar (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardneret aL, 1993). El diseñode lacánulaes
básicamenteel mismo en ambastéc cas~. dos
cánulas, bien concéntricas,bien paralelas,a
través de las cuales fluye el líquido de
perfusión.La diferenciaprincipal entreambas
tecnicasconsisteen lapresencia,en el casode
ladiálisis,deunamembranasemipenneableen
el extremo de la cánula de perfusión
(Benveniste,1989).

1.1.1.Comparaciónde lbstécnicasde
peifusiónintracerebral:diálisisvs. push-
pulí

La presenciade unamembranadialíticaen
el extremo de la cánula de diálisis evita el
contactodirectodel liquido deperfusióncon el
tejido cerebrale impide el pasode sustancias
de elevadopesomolecular(Benveniste,1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardneret al., 1993). Estamembranaevita, de
este modo, el paso de proteínasal liquido
recogido y, por tanto, la degradaciónde los
neurotransmisorespor acción de enzimas
presentesen el liquido recogido, no siendo

necesariala desproteinizaciónde las muestras
antes de su análisis (Ungerstedt, 1991;
Westerink y Justice, 1991; Gardner et al.,
1993). No obstante, la membrana dialitica
puedeentorpecerel pasode algunassustancias
de interéspresentesen el liquido extracelular,
disminuyendosuconcentraciónenel liquido de
perfusión (Justicey Neil, 1986; Westerink y
Justice,1991). Estoobliga a utilizar un mayor
tiempo de recogida para cada muestra y
métodosde analisis mas sensibles.Por otra
parte, la recuperaciónde sustanciasquímicas
desde el espacio extracelular a través de la
membranadialitica dependedel coeficientede
difusión de dichas sustancias,del áreade la
membranade dialisis, del flujo del liquido de
perfusión,de las propiedadesde la membrana
y de la temperatura (Benveniste, 1989;
Benvenisteetal., 1989;Ungerstedt,1991).

El sistema de perfusión push-pull evita
algunos de los inconvenientesde la diálisis,
debido a que existe un contacto directo del
liquido de perfusiónconel espaciointersticial
(Myers, 1986).Deestaforma, no existeningún
obstáculoa la recuperaciónde sustanciasdel
liquido extracelular. Sin embargo, por esta
mismarazón,es necesariala desproteinización
de las muestrasantes de su análisis mediante
filtración. Además, la perfusión push-pull
provocaun mayordañotisulardebidoal mayor
tamaño de las cánulasde push-pull (0.6-0.7
mm de diámetro frente a <0.5 mm en la
diálisis) y aun flujo de perfusiónmáselevado
(20 pL/mm enel casodelpush-pullfrentealos
1 a 3 gL/min de la diálisis) (Benveniste,1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y .Justice, 1991;
Gardneret al., 1993).

1.1.2Limitacionesde la técnicade
peifusiónintracerebralpush-pull

La técnicautilizada en los experimentos
quese presentanen estaTesis Doctoral fue la
perfusiónpush-pull.
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La principal desventajade esta técnicaes
que produce un mayor daño tisular que la
diálisis (Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Westerink y Justice, 1991; Gardner el al.,
1993). Con el fin de hacermínimo este daño,
setomaronlassiguientesprecauciones:

- se emplearon sistemas de cánulas
concéntricasque se obturan con menor
frecuencia(Myers, 1986);

- la distancia existente entre los extremos
distalesde las cánulaspushy ¡mli fue de
0.3 mm.; con esta medida el daño tisular es
mimmo y la eficacia en la recogida de
sustanciasdesde el tejido cerebral está
cercana al máximo para el flujo de
perfusiónempleado(Yaksby Yamamura,
1974);

- el liquido de perfusión empleado fue
isotónico con respecto al líquido
cefalorraquideo,ya que las soluciones
isotónicasproducenun menor dañotisular
que las soluciones hipotónicas o
hipertónicas(Yakshy Yamura, 1974).

El uso de la técnica push-pull lleva
asociadolanecesidaddeun sistemade succión
del líquido de perfusión que funcione
simultáneamentea la infusión del mismo
(Myers, 1986; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et aL, ¡993). Este problema se
soluciona con el uso de las bombas de
infusión-succión.A tales bombas se aplican
dosjeringasde modo que unainfundaliquido
y la otra lo recoja Tal proceder,sin embargo,
tieneun importanternconveniente.Pararecoger
la muestra obtenidaha de interrumpirse la
perfusión y extraersela cánulapush-pull. De
este modo,a cadaperiodode perfusióndebe
seguirle un período de interrupción de la
perfusión para recoger la muestradesde la
jeringa de succión. Cada periodo de
interrupción exige la extracciónde la cánula
push-pulIy cadaperíodode perfusiónexigesu

nueva introducción. Tales manipulaciones
puedenproducir un mayor daño tisular y la
posibilidadde que los niveles de aminoácidos
seanmásreflejo del dañoproducidoquede las
concentracionesextracelularesreales.

En nuestrolaboratoriose hadesarrolladoy
utilizado la técnicadepush-pullcontinuo, que
evita los inconvenientesdescritos al utilizar
como fuerza de succión la gravedady no
necesitar,por tanto, una jeringa de succión
(Mora y Porras, 1993; Porrasy Mora, 1993;
Sanz et aL, 1993; Expósito el aL, 1994;
Segovia et aL, 1994). Para ello, el extremo
libre del tubo derecogida(el tuboadaptadoala
cánula pulO se coloca en un colector de
fracciones a una distancia del punto de
perfusióntal quela infusióny la extraccióndel
líquido se realice al mismo flujo y
simultáneamente.De este modo se evitan las
sucesivasextraccionese introduccionesde la
cánulapush-pull con lo cual se consigueun
menor daño tisular y ima mejoría en el
seguimientode los nivelesdel neurotransmisor
en la estructuracerebralestudiada,puesno hay
períodosde interrupciónen los que se pierda
infonnación.

La técnicapush-pull(y tambiénla diálisis)
tieneotro inconveniente:la introducciónde un
cuerpoextrañoen el cerebrodesencadenauna
seriedereaccionesenel tejido queperturbansu
homeostasiaSehadescritoquedurantelosdos
o tres días siguientesa la implantaciónde las
cánulasguíano existenalteracionesapreciables
en el tejido cerebral;sin embargo,a partir del
tercer día se observauna reacciónastrocitaria
quepuedealterarel metabolismoy la difusión
delosaminoácidos(Myers, 1986; Benvenistey
Diemer, 1987; Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). Por este motivo, los experimentos
presentadosen estaTesisDoctoralserealizaron
entre dos y cuatro días después de la
intervención quirurgica Por otra parte, el
extremodelacánulapush-pullestabasituado3
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mm por debajodel extremodel la cánulaguía
en el casode losexperimentosen el estriadoy
1.5 mm en el caso de los experimentosen la
corteza prefrontal, por lo que el área de
perfusión estabaalejadadel área de posible
perturbaciónprovocadapor la implantaciónde
las cánulasguía. Además,se llevó acaboun
único experimentoen cadaáreade perfusión,
evitando así la introducción repetidade la
cánulapush-pull y el posible daño que ello
produzca,a pesarde querecientementese ha
descrito que se pueden llevar a cabo
experimentos de microdiálisís sucesivos
durantesiete días con un diseño de cánulas
intercambiable(Fumeroet aL, 1994).

La introducciónde la cánulapz¿s’h-pull al
comenzar los experimentos de perfusión
también provoca alteraciones del tejido
cerebralcercano.Por ejemplo.algunosestudios
handescritoquela introduccióndelas cánulas
produceuna reacciónaguda con disminución
del flujo sanguíneocerebraly del consumode
oxigeno (Benveniste et aL, 1987). Esta
perturbacióninicial haceaconsejablecomenzar
arecogermuestrasparasuanálisisdespuésde
obtener niveles establesdel neurotransmisor
estudiado (Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). No está claro, sin embargo,cuánto
tiempo debetrancunirentrela introducciónde
la cánula y el inico de los experimentos.
Utilizando nuestra técnica, se comprobó
previamenteque los niveles de aminoácidos
analizadosalcanzaronun estadode equilibrio
tras 50 mm de perfusión continua (Pon-as,
1992), por lo que las muestras recogidas
durantelos 50 primerosmiii deperfusiónno se
analizaronenlosexperimentos.

A pesar de todas estas medidas, la
perfusión push-pull (y también la diálisis)
produce un cierto daño tisular. Por ello se ha
cuestionado el origen (intracelular o
extracelular)de las sustanciaspresentesen el
líquido recogido. Diversos autores han

intentadocontestara estacuestióna través de
diferentesaproximacionesmetodológicas:

- se han cuantificado sustanciasque están
presentesde fonna predominanteen el
espaciointracelular, como LDH, y cuya
salidaal espacioextracelularno está en
relación con la actividad neuronal; tras la
aplicación de estímulosque inducen la
liberación de neurotransmisores, las
concentracionesextracelulares de estas
sustanciasno semodificaron(Greenfleldet
aL, 1983);

- se han infundido precursoresde neuro-
transmisores marcados radiactivamente,
obteniéndose,posteriormente,la liberación
de neurotransmisoresmarcados,tanto en
condicionesbasalescomotrasestimulación
(Moray Myers, 1984; Bessonel aL, 1986).

- se han inflindido sustanciascapaces de
liberar neurotransmisores, como altas
concentracionesde FC (30 a 100 mM); la
obtenciónde un aumentoen la liberación
de neurotransmisorestanto en la técnicade
perfusiónpush-pull como en la diálisis
sugiere la integridad funcional de las
neuronasen el punto de perfusión(ver p.
ej. Girault er mt, 1986% Yamamoto y
Davy, 1992; Campbelletat, 1993)

Los resultadosdescritosdemuestranquelas
técnicasde perfusión intracerebralson útiles
paraestudiarla liberacióndeneurotransnnsores
iii vivo (sepuedeconsultarunarevisiónamplia
en Ungerstedt, 1991). En relación con los
aminoácidos,sin embargo,no se ha podido
demostrar de forma consistente el origen
celularde los aminoácidosque se recogenen
lasmuestras.Porejemplo,no sehademostrado
adecuadamenteque las concentracionesde
aminoácidosobtenidasen condicionesbasales
dependande Ca2~ con la técnicapush-pull. Se
ha descrito que la estimulación con altas
concentracionesdeK~ induceunaliberaciónde
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aminoácidosneurotransmisoresque depende
de la presenciade Ca2~ (Girault el al., 1 986a),
lo cual sugeriría que esta liberación es
exocitótica Sin embargo,estos resultadosno
han sido conlirmados.Además,la aplicación
de concentracionesde K’ por encima de 50
mM produce la salida de aminoácidosdesde
células gliales (Bemath, 1992) y los métodos
paraestudiarla dependenciadel Ca2 también
han sido criticados (Hernath, 1992). Por otro
lado, estudiosrealizadosen nuestrolaboratorio
han mostrado que, usando la técnica de
microdiálisis,no sepuededetectarla liberación
de GLU que produce la aplicación 4-
am¡nop¡ndma,un bloqueantede los canalesde
K , in vuro, ni aúnbloqueandolos sistemasde
recaptacióndel GLU (Segoviael al., 1 996a).

Todosestoshechosno permitendetenninar
silosresultadosobtenidosutilizando la técnica
pusli-pnlf (o la diálisis) parael análisis de las
concentraciones de aminoácidos neurotrans-
misores son realmenteun buen reflejo de la
liberaciónexocitóticadeéstos.Por tanto,todos
los resultadosde estaTesisDoctoraldebenser
interpretadosdesdeestaperspectiva.

1.2. SOBREELMÉTODO DEAN,4LISISDE
AMINOÁCIDOS

El procedimientomás empleadopara el
análisis de aminoácidoses la cromatografla
líquida de alta resolución(I-IPLC) debidoa su
gransensibilidad(enel rangode fentomoles),a
suelevadacapacidadde resolucióny asugran
versatilidad.El métodoI-IPLC penniteutilizar
pequeñosvolúmenesde muestra,métodosde
derivación simples y un reducido tiempo de
análisis y posee, además, un coste menor que
otros métodos cromatográficos(Lindroth y
Mopper, 1979; JonesetaL, 1981; Venemaet
aL, 1983; Allison y Shoup,1984; Peinadoel
aL, 1986; Ogden y Foldí, 1986; Sherwood,
1990). Dadaslas ventajasde la cromatografla
líquida de alta resoluciónparael análisis de
aminoácidos,éste fue el método utilizado en

los experimentospresentadosen esta Tesis
Doctoral.

1.2.1. De la derivacióny cuant¼cación
deaminoácidos

Para la cuantificaciónde los aminoácidos
mediante HPLC es necesario hacer
previamente una derivación de éstos. La
derivaciónde losaminoácidospuederealizarse
mediante diferentes métodos: fonnación de
PITC-derivados (con fenilisotiocianato)
(Bidlingmeyer el aL, 1984), formación de
FMOC-derivados (con 9-fluoroenilmetil
cloroformato) (Einarsson el aL, 1983) o
formación de OPA-derivados (con o-
fialdehído)(Lindrotb y Mopper, 1979).

La formación de PITC-derivadoses
método poco sensible y que requiere
procesolargo(Ogdeny Foldi, 1986).

un
un

La ventaja de los FMOC-deiivadoses su
granestabilidad(superiora las 30 h) (Ogdeny
Foldi, 1986). sin embargo, el espectro de
fluorescenciadel reactivo estámuy cercanoal
de losderivadosy puedenexistir interferencias
entre ambos en el cromatograma(Ogden y
Foldí, 1986).

Los OPA-derivadosposeenuna elevada
fluorescencia y requieren un tiempo de
reaccióncorto, porlo queestemétodoes muy
sensibleparael análisis de aminoácidos,tanto
con detectordefluorescencia(Korf y Venema,
1985; Vezzaniel aL. 1985)comocondetector
electroquímico (Allison y Shoup, 1984,
Peinado el aL, 1986). El detector electro-
químico, sin embargo,es muy sensiblea los
cambiosen la composiciónde la fasemóvil y
su empleo con programas de gradientes
producealteracionesde la líneabase(Allison y
Shoup,1984). Dadassus ventajas,el método
de derivaciónde los aminoácidosusadoen el
presenteestudio fue la formación de OPA-
derivados,y su cuantificaciónse llevó a cabo
conun detectordefluorescencia.
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La reaccióndel OPA conlos aminoácidos
se realizaa un pH alcalino(9.5) y necesitaun
tiol comomoléculaauxiliarparadar lugar aun
compuestofluorescenteeinestable(Lindroth y
Mopper, 1979; Aflison y Shoup, 1984). La
cantidaddefluorescenciay laestabilidaddelos
OPA-derivados depende del tiol empleado
(Venema et aL, 1983; Allison y Shoup, 1984).
Los compuestosderivadosconmercaptoetanol
o mercaptopropiónicoposeenmayor fluores-
cenciaquelos derivadoscontertbutiltiol, pero
menor estabilidad (Allison y Shoup, 1984;
HerranzelaL, 1985; Ogdeny Foldi, 1986).En
elpresentetrabajo,el compuestoutilizadopara
la formación de los OPA-derivados fUe el
mercaptopropiónico,dado que permite una
mayor sensibilidad. Con el fin de que la
inestabilidaddelos derivadosasí formadosno
influyese sobre la cuantificación de los
aminoácidos,el tiempo transcurrido entre la
adición del reactivo de derivación y la
inyecciónde lamuestraen el cromatógrafofue
constanteentodoslosexperimentos.

1.2.2.Delas condiciones
cromatográficas

Paraconseguirunaadecuadaresoluciónde
los picos cromarográficos, se utilizó una
columnade fase inversa C18 de 15 cm de
longitud y 5 mm de tamaño de partícula
(Herranz et al, 1984, 1985). Se eligió una
columnade longitud intennediadado que las
columnasde mayor longitudpermitenmejorar
laseparaciónde lospicoscromatográficospero
lentiiflcan el análisis,y las columnasde menor
longitudrequierenun menortiempode análisis

pero poseen una menor capacidad dc
separación.Con el fin de aumentarla vida
mediadelacolumnase utilizó unaprecolumna
C18(Venemaetat.1983).

El pH de la fase móvil utilizada en este
trabajo de investigaciónfue de 5.67, el cual
pennite una adecuada separación de los
aminoácidosOPA-derivadosy se encuentra
dentro de los márgenes tolerados por la
columna(2<ZpH<8).Dadoqueladerivaciónde
las muestrasrequiereun pH de 9.5 (Allison y
Shoup, 1984),previamentea suinyecciónse le
añadieron a las muestras5 mM de ácido
acéticoal 5% conel fin de evitar lapérdidade
sílice delacolumna(Cobo, 1990).

1.2.3.De la variabilidad delmétodode
análisis

El método de análisis de aminoácidospor
HFLC acopladoa detectorestanto de fluores-
cencia como electroquñnicoses un método
sensibley reproducibleparael estudiode los
nivelesendógenosde aminoácidos(Venemaet
aL, 1983; Peinadoet al, 1986). El método
cumple las condicionesde linealidad entre 1
pmoly 10 nmolesde aminoácidospor muestra
y paravolúmenesde muestracomprendidos
entre 10 y 500 g (Venema el aL, 1983;
Peinadoel al., 1986). Las concentracionesde
aminoácidos presentes en las muestra
analizadasen este trabajo (0.01-1 pM), así
como losvolúmenesdemuestrautilizados(20

seencuentrandentrodel rangoen el queel
método cumple la condición de linealidad.
Además, previo a los experimentos, se
confirmótal condició,t
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¿ACERCADELOSRESULTADOS

2.1. INTEACCIÓAJDENEUROflRANSMISORES
ENELRS7RIADODELI RATI

La aplicación intracerebralde un agonista
de losreceptoresdopaminérgicosDl y D2, la
apomorfma,produjo,en el estriadode la rata
adultajoven, un aumentode la concentración
extracelularde GLU y GABA.

El aumento de las concentraciones
extracelularesdeGLU en el estriadode la rata
traslaaplicación de un agonistadopantinérgico
ha sido descrito previamente por nuestro
laboratorio utilizando la misma técnica
(Expósitoel aL, 1994). TambiénGodukliin el
aL (1984), utilizando la técnica de push-pull
(aunqueconvariasdiferenciasen su aplicación
con respectoa la utilizada por nosotros)han
descritoun aumentode las concentracionesde
GLU tras la aplicación de apomorfina a la
dosisde 100 1iM. asícomotraslaaplicaciónde
DA. El aumento de las concentraciones
extracelulares de GABA en el estriado de la
rata tras la estimulaciónde receptoresde DA
(concretamentede receptoresDl) tambiénha
sido descrito previamente (Girault el aL,
1986b).

En oposición a los resultados que se
presentanen estaTesisDoctoral, Yamamotoy
Davy (1992) y Donzanti el aL (1993), utili-
zandola técnicade microdiálisis,han descrito
quela aplicacióndeagonistasselectivosde los
receptoresde DA Dl y D2 en el estriadono
producenningún cambio significativo en las
concentraciones extracelulares de GLU y
GABA en condicionesbasales.La explicación
a esta discrepanciaentre nuestroresultadosy
los descritospor estos autorespuede encon-
trarse en la diferente manipulación de la neuro-
transmisión dopaminérgicautilizada. Puesto
que en el trabajo citado se utilizan agonistas
selectivos de los receptores dopaminérgicos, el
efecto estudiado es el de la estimulación de uno
solo delostipos dereceptoresdopaminérgicos.
En nuestrotrabajo, sin embargo,se utiliza un
agonista no selectivo de los receptores de DA,
por lo queel efectoobtenidoes el resultadode
la estimulaciónsimultáneade varios tipos de
receptoresdopaminérgicos.Estehechoparece
indicar que los efectos de la estimulación
simultánea de varios tipos de receptores de DA
puedenser cualitativamentediferentesde los
efectos de la estimulación de cada uno de esos
tipos de receptorespor separado.
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Aunque esta posibilidad no ha sido
estudiada por nosotros, otros autores han
descrito hechos que la apoyan. Porejemplo, se
ha descrito que la conducta inducida por la
estimulaciónconjunta de los receptores Dl y
D2 es diferente de la inducida por la esti-
mulación de estos receptores por separado
(Koshikawa el aL, 1991). También se ha
descrito que los efectos postsinápiieos de la
estimulaciónselectivadelos receptoresD2 son
diferentes de los obtenidos tras la estimulación
simultánea de los receptoresDI y D2 (Wachtel
dat., 1989).

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

2.1.1. InteracciónDA-GLUenel
estriadode la rata

Nuestros resultados muestran que la
estimulación simultánea de los receptores Dl y
D2 en el estriado de la rata produce un
aumento de la concentración 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 histología
y la neuroquimica del cerebro de la rata nos
permiten discutir varias posibilidades.

El aumento de las concentraciones
extraceluiares de 0133 en el estriado tras la
aplicacióndel agonistadopaminérgicoapomor-
fina puedeser debido a un aumentode la
liberación de OLU (exocitóticao citoplas-
matica)o a unadisminucióndela recaptación
deGLU.

2? 1.1.1 ¿Liberaciónde(jLUo inhibición
desurecaptación?

Algunos autores, utilizando técnicas ni

viet-o, han descritocómola apomorfinapuede
inhibir larecaptacióndeOLU (Nieoullonceal.,
1982). Aunquelos resultadospresentadosen
esta Tesis Doctoral podrían ser explicadosa
travésdeestaaccióndelaapomorfina,estudios
previos de nuestro laboratorio parecen
contradecir esta posibilidad. De hecho,
Expósito el al. (1994) han descrito que la
microinyección previade un inhibidor de la
glutamina-sintetasa(la metionina-sulfoximina)
produce una disminución dramática de las
concentracionesextracelulares de GLN y,
también, la desaparicióndel aumentode la
concentración de QLU inducida por
apomorfina Estos resultadosparecensugerir
que el aumentode la concentraciónde GLU
inducido por apomorfina necesita de la
presenciade GLN (y, por tanto, de la sigtesis
de GLU). De ello podría deducirseque este
aumento de OLlA procede más de una
liberaciónde GLU quede unadisminuciónde
surecaptación.

2.1.1.2.LiberacióndeGLU¿vesicularo
citoplasnzótica?

Comosehaexpuestoenla Introducciónde
esta Tesis Doctoral, la liberación de GLU
desdela terminaciónnerviosapuedeproducirse
a travésde mecanismosdependientesde Ca2~
(exocitosis de las vesículaspresinápticas)o
mediantemecanismosindependientesde C?
(inversióndel sentidodel transportede GLU),
auncuandoeste último mecanismono ha sido
bien demostradoen estudios iii vivo (ver
Nicholls, 1989y Levi y Raiteri, 1992).En esta
Tesis Doctoral no se ha estudiado la
dependenciade Ca2* de la liberacióndel GLU
inducida por apomorfina Sin embargo,
Godukhin et al. (1984) han descrito que el
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aumentode la concentraciónde GLU tras la
aplicación de 100 pM de apomorfinano varia
cuandoen el medio de perfUsión el Ca2~ es
sustituidopor Co2X pero sí disminuyecuando
el Ni es sustituido por colina. Aunque la dosis
utilizada por estos autoreses un orden de
magnitudsuperior a la utilizada por nosotros,
estos resultados parecen sugerir que la
apomorfina produce un aumento de la
concentración de GLU a través de un
mecanismo dependiente de Ni pero
independientede Ca2. Por tanto se podría
concluir que la apomorfina induce una
inversióndel sentidodel transportede GLU a
nivel de las membranasde la tenninación
nerviosayio delascélulasglialescircundantes.

El mecanismo mediante el cual la
apomorfina produce esta inversión del
transportede GLU esdesconocido.Sí se puede
sugerir, sin embargo,que tal mecanismoestá
mediado por la activación de receptores
dopaminérgicos,ya quetanto Godukhin el al.
(1984) como nosotros(Expósitoel al., 1994)
hemosdemostradoque la liberaciónde GLU
inducidapor apomorfinaes atenuadapor la
aplicación previa del antagonistadopaminer-
gicohaloperidol.

No está clara la forma en la que una
activación de los receptoresde DA podría
modificar el transportador de GLU. Sin
embargo,recientementese ha sugeridoque el
transportadordeOLU puedeestarreguladopor
fosfatasasy proteina-kinasas(ver la revisiónde
Danbolt, 1994),por lo quela fosforilación de
protemasque se producetras la activación de
receptoresde DA podría actuartambiénsobre
eltransportadordeGLU. Por otraparte,Leví y
Raiteri (1992) han sugeridoque la liberación
de OLU y GABA inducidapor agonistasdel
OLU puedeproducirse,en parte,atravésdela
inversiónde sus transportesdebido a que la
propia excitación neuronalproduceentradade

Ni. Es posible
puedajugar un
concentraciones
CABA inducido

que este mismo mecanismo
papel en el aumentode las
extracelulares de GLU y

porapomorfina

La hipótesis de que la apomorfina
produzcasu efecto sobrelas concentraciones
de <RUa través de la activación de receptores
de DA sc opone a las observaciones
histológicasquedescriben,en el estriadode la
rata, la ausencia(o muy escasapresencia)de
sinapsisaxo-axónicasy, por tanto, de una
conexión directa entre los axones
glutamatérgicosprocedentesdela cortezay los
axones doparnínérgicos procedentes del
mesencéfalo(ver Kornhuber y Komhuber,
1983). Para explicar esta discrepaciase ha
sugeridola presenciade receptoresde DA en
losaxonesquecontienenGLU a pesarde que
no existansinapsisentreellos. Estosreceptores
estarían,por tanto, fUera del confinamiento
espacialde las sinapsis,en el marcode lo que
se conoce como «neurotranmísión
volumélrica»(paraunarevisiónextensadeeste
conceptose puede consultar Fuxe y Agnarí,
1991). En el estriado se ha invocado
previamente la existencia de este tipo de
transmisión neural para explicar ciertos
fenómenosque no puedenser entendidoscon
las descripcionesclásicas(ver p. ej. García-
Muñoz el al., 1991). Además, algunos
resultadosexperimentaleshan confirmado la
existenciade receptoresparaDA fUera de las
sinapsis que poseenuna alta afinidad por la
DA (ver Díazel aL. 1995). De confirmarsela
existencia de receptorespara la DA en las
terminaciones nerviosas procedentesde la
corteza(hechoqueha sido objetode discusión
durante la última década ver Konihuber y
Kornhuber,1986; Trugmanel al., 1986; Joyce
y Marshall, 1987; Maurael al, 1988) podría
ser fácilmente explicable el efecto de la
apomorfinasobrela liberaciónde GLU por el
mecanismoantesmencionado.
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GLU

Fig. 2& Representaciónesquemáticadela
convergenciaqueexisteentrelasterminaciones
glutamatérgicas(GLU) procedentesdela cortezay
las tenninacionesdopaminérgicas(DA)
procedentesdelmesencejalosobrelasneuronas
espinosasgabérgicasdelestriadodela rata Los
rectángulosnegrosrepresentanlosreceptores
dopaminérgicos(sediscutesupresenciaenlas
terminacionesglutamatérgicas).Losóvalosgrises
representanlosreceptoresglutamatérgicos(se
discutesupresenciaenlasterminaciones
dopaminérgicos).BasadoenSmithyBolam, 1990
yParentyHazrat¿ 1995.

21.1.3.Liberacióncuoplasmáticade GLU
¿deorigenneuronalo deorigenglial?

Comoya se ha comentadoen el apartado
que discute la utilidad de las técnicas de
perfUsión intracerebral, estas técnicas no
puedendilucidar el origen celular(neuronalo
astrocitario)de los aminoácidosrecogidos.Sin
embargo, los datos discutidos aquí sugieren
que el aumento de 0W producido por la
apormorfinase producecomoconsecuenciade
la inversióndel sentidodel transportede GLU.
Puestoqueel transportedeGLU tiene lugarde
forma predominanteen las célulasgliales, se
puede sugerir que el GLU liberado por la
apomorfinaesdeorigenglial.

Comoya se ha comentado,el efectode la
apomorfinasobre la liberaciónde GLU está

mediadopor la estimulaciónde receptoresde
DA. Por tanto,paraquela hipótesisdel origen
glial del GLU seaconsistentees necesanoque
existanreceptoresdeDA en las célulasguaJes.
Este hecho ha sido, efectivamente,descrito
(Hósli y Hñsli, 1986). La forma en que la
estimulación de receptoresde DA en los
astrocitospuedaregularel transportede OLU
no está clara. Sin embargo,como ya se ha
discutido, el hechode que el transportadorde
GLU posea un lugar susceptible de
fosforilación(ver la revisiónde Danbolt, 1994)
indicaquepuedeexistir unaregulaciónde este
transportador a través de los segundos
mensajerosactivadospor losreceptoresde DA.
Además,un mecanismosemejanteya ha sido
descrito para los receptoresde noradrenaiina
(ver Hansson,1991).

espacio

extracelular

APO

tGLU

GLU

PK

tAMPC
astrocito

flg. 29.Hipótesisdela regulacióndopaminérgica
deltransporteglial deglutamato.La activaciónde
receptoresdopaniinérgicosdela membranadelos
astrocitospodriaregular la molécula
transportadoradeácidoglutámicoinvirtiendoel
sentidodel transportedeéste.AC: adenilato-
ciclasaAPO:apomorfina;Os:proteinaO
estimuladora;¡>1<: proteina-kinasas;r-DA:
receptordopaminérgico;t-GLU: transportadorde
glutamato.BasadoenHansson,1991.
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En definitiva, por todos los datos
discutidos hasta aquí, sugerimos que la
apomorfina produce una aumento de las
concentraciones de GLUen el estriado de la
rataatravésde laestimulacióndereceptoresde
DA situadosen los astrocitosque producela
mversíóndel transportedeGLU.

2.1.1.4Otrasposibilidades

Las posibilidades hasta aquí discutidas
hacenreferenciaúnicamentea la hipótesisde
quelaapomorfinaproduzcaunaliberaciónde
GLUa través de la inversión del sentido de su
transporte. Sin embargo, puesto que esta
hipótesis, aunque la más probable, no está
enteramentedemostrada,no podemosdescartar
la posibilidad de que el aumento de la
concentración de GLU inducido por la
apomorfina proceda de una liberación
exocitótica presináptica. En todo caso, la
apomorfinaproduciríaesteefectoatravésdela
estimulación de receptores de DA (ver más
arriba). Por tanto, esta hipótesises, también,
inconsistentecon la ausenciade conexiones
sinápticas entre las terminacionesdopami-
nérgicas y glutamatérgicasdel estriado. Se
puedendar dos explicacionesa esta aparente
contradicción.Unarefierea laexistenciade un
mecanismo«volumétrico»detransmisión(esta
explicaciónha sido discutidamásarriba). La
otra refiere a la activación de una vía neural
larga. Esta vía neural estaría formada por las
neuronasgabérgicas,quepresentanreceptores
para DAy que proyectan a núcleo pálido; las
neuronasgabérgicasde éste, que, a su vez,
estabkcen smapsis con neuronas glutama-
térgicasdel tálamoy, finalmente,las neuronas
tal Amicas que, ya sea directamente (existen
terminaciones talárnicas en el estriado), ya a
través de sus conexiones con la corteza frontal
y desde ésta con el estriado, pueden inducir la
liberación presináptica de (3LU en esta
estructura.

21.2 InteracciónDA-GABAen elestriado
dela rata

Nuestros resultados muestran que la
aplicación del agonista dopaminérgico
apomorfinaen elestriadode la rataproduceun
aumentode la concentraciónextracelularde
CABA.

El aumentodela concentraciónde GABA
tras la aplicación de apomorfina puede ser
producidopor un aumentode la liberaciónde
CABA o por una disminución de la
recaptacióndeCABA.

Este trabajo no ha estudiado los
mecanismosmediantelos cuales se produce
este efecto. La bibliografla tampoco aporta
datos acerca de la dependencia iónica del
aumento de CABA inducido por agomstas
dopaminérgicos in vivo. Por tanto, serían
necesariosexperimentosin vivo queestudiasen
si esteaumento de CABA es dependientede

y de NC En todo casosepuedendiscutir
varias posibilidades.

La presenciade receptoresde DA en las
neuronasgabérgicasdel estriadosugierequela
apomorfina, estimulando directamenteestos
receptores, produce excitación de estas
neuronasy liberaciónpresinápticade CABA,
ya seavesicular(dependientede Ca2~), ya sea
citoplasmática (por inversión del sentido de su
transporte). Estudios in vitro han demostrado
que la aplicación de DAa dosis superiores a 10
pM, produce una liberación de CABAa través
de su transportador(Bematb 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 quelaapomorfinatieneunaafinidad
por los receptoresde DA semejantea la de la
propia DA, se podria sugerir que el efecto
observadopor nosotrosen las concentraciones
extracelularesde CABA se debe,también, a
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una inversión del sentido del transporte de
CABA.

Por otra parte, el hecho de que la
apomorfina produzca un aumento de la
concentraciónde GLU (ver másaruba)y de
que la estimulación de receptoresde OLU
produzcaunaliberaciónde CABA (Moran et
al, 1993; Young y Bradford, 1993) sugiere
quela apomorfinatambiénpuedeproducir un
aumento de la concentración de CABA
mediante la liberación previa de GLU. La
bibliografla no nos permitediscutir estepunto
másallá.La realizaciónde expeninentosen los
que, de forma simultánea, se estimulasen
receptoresde DA y se bloqueasenreceptores
de (1LU podría ayudamos a determinar cuál de
estas dos hipótesis es cierta.

2.2.INTERACCIÓNDENEUROTRANSMISORES
ENLA CORTEZIPREFRONTALVELARATA

La aplicaciónintracerebralde un agonista
de los recepores dopaminérgicos Dl y D2, la
apomorfina,produjo, en la cortezaprefrontal
de la rata adulta joven, un aumentode la
concentraciónextracelularde GLU y CABA.
Estos resultados no han sido descritos
previamenteenla literatura.

221. InteracciónDA-GLUenla corteza
prefrontaldela rata

Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que la estimulación de los receptores de
DA en lacortezaprefrontalde la rataproduce
un aumento de la concentración extracelular de
CLU.

El aumento de la concentración de CLI]
tras la estimulaciónde los receptoresde DA
puededeberseaun aumentodesu liberacióno
auna disminuciónde su recaptación.En este
trabajo no se han estudiadolos mecanismos
celularesimplicadosen esteefecto.Puestoque
ésta es la primera descripción de este
fenómeno,labibliograflatampocoaportadatos

que puedan ayudarnos a comprenderestos
mecanismos. Seria necesario realizar
experimentosparaestudiarsi el aumentode las
concentracionesde CLI] en la corteza
prefrontal sedebea unaliberaciónvesicularo
citoplasmática.

En todo caso, el aumento de la
concentraciónde CLI] tras la estimulaciónde
losreceptoresde DA enlacortezaprefrontalde
la rataresultacoherentecon los conocimientos
que se tienen sobre la histología y
neuroquimicade esta región cortical. Así, se
sabequelasterminacionesdopaminérgicasque
proceden de áreas mesencefálicasforman
sinapsis con las neuronas p¡ramidales
glutamatérgicasde la cortezaprefrontal (Van
Edenetaí,1987; SéguélaetaL, 1988; Verney
et al., 1990) y que estasneuronaspresentan
receptoresDl en sus dendritas(Retauxel al,
1991a)y receptores11)2 enlasterminacionesde
sus ramasaxonalesrecurrentes(Retauxet al,
1991b).Thierry etaL (1986)hansugeridoque
losreceptoresDl son excitadoresen lacorteza
prefrontaldelaratamientrasquelosreceptores
D2 son inhibidores. Además, resultados
previosdenuestrolaboratoriomuestranqueel
aumentode laconcentraciónde GLU inducido
porapormofinase atenúatrasel bloqueodelos
receptoresdeDA con haloperidol.Todosestos
hechosnos hacensugerir que la apomorfina
induce un aumentode la concentraciónde
CLU en la corteza preftontal mediante la
estimulaciónde receptoresDl situadosen las
dendritasde lasneuronaspiramidales.

El hecho de que la aplicación de
apomorfina produzca un aumento de la
concentraciónde CLU sólo a unade las dosis
utilizadas (la intermedia) es de dificil
explicación, dado lo semejantesque son las
dosis que producen efectos adversos. Sin
embargo, se pueden discutir varias
posibilidades.
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La apomorfina es un agonista de los
receptoresdopaminérgicosDl y D2. Comoya
sehacomentado,los efectosde laestimulación
simultáneade varios tipos de receptoresde un
neurotransmisor(en estecaso la DA) pueden
sercualitativamentediferentesdelosefectosde
la estimulaciónde cadauno de esostipos de
receptorespor separado(ver elapartado2 1 de
este capítulo).Aunqueesta posibilidadno ha
sido estudiadapornosotros,se puedeespecular
acercadel hechode queel efectoobtenidotras
laaplicación deapomorfinaseael resultadode
un balanceentre losefectosde ambostipos de
receptores.

La existenciade interacciones múltiples
entrediferentesneurotransmisoresen lacorteza
prefrontal puede contribuir, también, a la
existenciade un efectodela apomorfinasobre
el CLI] en un rangotan estrechode dosis. De
hecho, la apomorfina produce también un
incrementode la concentraciónextracelularde
CABA (estaTesis), cuyos efectos sobre las
teralinacionesglutamatérgicasson inhibidores.
Además,el efectoinhibidor de laDA sobrelas
neuronaspiramidalesde la cortezaprefrontal
descntoclasicamente(ver p. ej. Mora el al,
1976) estámediado, en parte, por neuronas
gabérgicas(Pirot el aL, 1992). De hecho, la
estimulacióndereceptoresde DA enla corteza
prefrontal produceun aumentode la tasa de
disparo de potenciales de acción de las
neuronasgabérgicasy un incremento de los
potencialespostsináptieosinhibidoresmedidos
en las neuronaspiramidalesque son expresión
de la actividad de las neuronasgabérgicas
(Penit-Soriael al., 1987). Todo ello sugiere
quelos efectosdelaapomorfinasobreel CLI]
podrian estar modulados por el CABA
liberado.Por tanto, la interacciónentreDA y
CABA podría contribuir a explicar la
existenciadeun efectode la apomorfinasobre
elCLI] enun rangotanestrechodedosis.

2.22. InteracciónDA-CABAen la corteza
prefrontaldela rata

Nuestrosresultadosmuestran,por primera
vez, que la estimulaciónde los receptoresde
DA en la cortezaprefrontalde la rataproduce,
in vivo, un aumento de la concentración
extracelulardeCABA.

El aumentode la concentraciónde CABA
tras la estimulaciónde los receptoresde DA
puededeberseaun aumentode suliberacióno
auna disminuciónde su recaptación.En este
trabajo no se han estudiadolos mecanismos
celularesimplicadoseneste efecto.Puestoque
esta es la primera descripción de este
fenómeno,labibliograflatampocoaportadatos
que puedanayudarnosa explicar este hecho.
Seria necesario realizar experimentos para
estudiarsiel aumentodelasconcentracionesde
CABA en la cortezaprefrontal se debea una
liberaciónvesicularo citoplasmática.

En todo caso, ei aumento de la
concentraciónde CABA tras la aplicación de
apomorfina en la corteza prefrontal es
coherentecon los resultadosobtenidospor
otros autorescondiferentestécnicas.Así, seha
demostradoque la estimulaciónde receptores
de DA produceliberaciónde CABA fi vitro
(Reteuxel al, 1991)y aumentode la tasade
disparo de potenciales de acción de las
neuronasgabérgicas(Penit-Soriael al, 1987).
Ello, junto conelhechodequeel aumentode
CABA inducido por apomorfinaes atenuado
por el bloqueode ¡os receptoresde DA con
haloperidol (resultadosno mostradosen esta
Tesis),sugierequeesteefectoestámediadopor
receptores de DA. Aunque, en nuestro
conocimiento, no existen descripcionesque
demuestrende forma consistentela presencia
dereceptoresdeDA enlasneuronasgabérgicas
de la cortezaprefrontal de la rata, nuestros
resultadosy elhechodeque las terminaciones
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dopaminérgicasy gabérgicasconverjansobre
lasneuronaspiramidalesde lacorteza,sugieren
estaposibilidad.

2.3. INTERACCIÓNDENEUROTRANSMISORES

YENVEfECAllENTÉ)

2.3.1.Sobrelasd4ficultadesde
interpretacióndelosestudiossobre
envejecimiento

En la investigaciónsobre el procesode
envejecumniento existen varios factores que
contribuyenacomplicarla interpretacióndelos
resultadosqueseobtienen.Entreestosfactores
cabe señalar, por ejemplo, las posibles
diferenciasen el proceso de envejecimiento
entrelas especies,y tambiénentrelas razas,de
los animalesde experimentaciónempleados.
Pero el principal obstáculo con que se
encuentranlos estudios sobre envejecimiento
reside en la propia dificultad de definir de
fonnaprecisacuándoempiezala senectud.La
utilización de la edadcronológicacomofactor
definidor de envejecimientono esuna buena
medida De hecho, algunos cambios, o
ausencia de ellos, descritos en animales
“viejos’ puedenserdebidosa utilizar animales
de edad no suficientemente avanzada.
Igualmente,el hecho de utilizar animalesde
edad muy avanzada puede llevar a
conclusioneserróneas,ya que los resultados
puedenestarsesgadospor la selecciónaque
han sido sometidos dichos individuos. Sin
embargo, mientrasno tengamosmarcadores
biológicosde vejez (si existen),la edades el
único parámetro de que disponemospara
delimitaresteperiodo.

Unaforma de evitar, en algunamedida,el
problemade detenninarcuándo comienzael
proceso de envejecimiento, es estudiar los
parámetrosobjeto de investigaciónen varios
gruposdeedad.Porello, enestaTesisDoctoral
se han utilizado tres gruposde animalesde
diferenteedad:lasratasde2 a3 mesesdeedad

de la razaWistar son animalesadultosy se
utilizaroncomogrupocontrol.LasratasWistar
de 11 a 14 mesesde edadson animalesque
empiezana perdersucapacidadreproductora
porello seutilizaron comogrupode adultosde
edadavanzadaperoqueno sepuedeconsiderar
que hayanentradoya en la vejez. Las ratas
Wistar de más de 21 meses de edad se
utilizaroncomogrupodeanimalesviejos.

Otro aspectoimportantequeinterfiereenla
interpretaciónadecuadade los estudiossobre
envejecimientoes el sesgointroducidoen los
resultados por variables ambientalesy por
patologíasasociadas.En algunasocasionesno
se puedediscerniracercade siun detenninado
cambio se debe al propio envejecimiento,al
entornoqueharodeadoal individuo o aalguna
enfermedadconcomitante. En eí caso del
trabajo experimental realizado en esta Tesis
Doctoral, se deben discutir los resultados
teniendo presente que los animales de
experimentaciónestánsometidosacondiciones
no ‘normales”: con poco espacio para
deambular, con comida ad libitwn, con
temperaturay humedadambiental estables,
etc.; en resumen,en un ambienteque podría
definirsecomo-pobreen estimulos.Pordecirlo
de otra forma, cabe preguntarsesi nuestros
resultados sobre envejecimiento se han
obtenidodeanimalessometidosaun envejecer
“no normal” y si esto puede influir en las
conclusionesquedebemosextraerdeellos.

Losresultadosqueaquíse discutenacerca
del efecto del envejecimiento sobre la
interacción de neurotransmisoresdeben ser
interpretadosdesdeestaperspectiva

23.2Efectodelenvejecimientosobrelas
concentracionesextracelularesdeGLU~
GABAyGLN

Los resultadospresentadosen esta Tesis
Doctoral muestran que las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y CLN
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obtenidascon nuestro métodoen condiciones
basalesno varían significativamentecon la
edadni en elestriadoni en lacortezaprefronta]
dela rata

Comoyase ha comentado(verel apanado
dcdiscusiónde los métodos),no se hapodido
demostrarde forma consistenteel origende las
concentracionesde aminoácidosobtenidascon
técnicasde perflisión intracerebral(push-pullo
diálisis). Por tanto, el análisis de las
concentracionesextracelularesde aminoácidos
duranteelenvejecimientodebeserinterpretado
bajo esta perspectiva.En todo caso, debe
sefíalarseque, aunqueno podemosdeterminar
con seguridad el origen celular de los
aminoácidos analizados, el análisis de su
concentraciónextracelularesun indicadorde la
cantidaddeGLU y CABA disponibleparaser
liberado(ya seaatravésdeexocitosiso através
del transportadorneuronaloglial).

En relación con el GLU, nuestros
resultadoscoinciden con los trabajos publi-
cados previamente por varios laboratorios,
utilizando técnicasdiversasy tanto en estriado
comoen cortezaprefrontal(ver p. ej. Dawson
et al., 1989; Cobo el al., 1992; Palinercí al,
1994; Sánchez-Prietoet al., 1994; Saransaariy
Oja, 1994). Este hecho podría interpretarse
como un reflejo de que las neuronas
glutamatérgicasno se venafectadasduranteel
proceso de envejecimiento o, si se produce
muertede estasneuronas,existenmecanismos
quelacompensan.

En relación con el CABA, en nuestro
conocimiento,no existentrabajosqueestudien
laconcentraciónextracelulardeCABA durante
el envejecimiento.Nuestroresultadospodrían
sugerirque lasneuronasgabérgicasno se ven
afectadaspor el procesode envejecimientoo,
en casocontrario,queexistenmecanismosque
compensan una posible pérdida de estas
neuronas.Sin embargo,las limitacionestanto
de latécnicapush-pull(ya comentadas),como

de nuestrométodode análisis de CABA (las
concentracionesde CABA obtenidas se
encuentrancercanasal límite de detecciónde
nuestrométodo)no nos permitendiscutir más
alláestosresultados.

El mantenimiento de las concentraciones
de GLN con elenvejecimientodescutasen esta
Tesis Doctoral resulta coherente con la
estabilidad descrita para los aminoácidos
neurotransinisoresCLU y CABA de los quees
precursor. En estudios previos de nuestro
laboratorio se describió la existenciade una
concentraciónextracelularde(ILN mayoren la
cortezaprefrontaly temporalderatasviejasen
comparacióncon ratasjóvenes(Cobo el al,
1992). Nuestrosresultadosactuales,utilizando
un grupomásdeedady la técnicadepush-pull
continuo, no confirman aquellos resultados
preliminaresparala cortezaprefrontal

2.3.3. Interaccióndeneurotransmisoresy
envejecimiento:estudiosen elestriadode
la rata

Los resultadospresentadosen esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicación de
apomorfina produce un aumento de las
concentracionesde CLU y CABA en el
estriadode la ratajoven y que tal efecto se
encuentraatenuadoen las ratasde edadmedia
y viejas.

Aunqueno conocemoslosmecanismospor
losquelaapomorfinaproduceesteaumentode
GLU y CABA en el estriado, la bibliografla
nos permite sugerir que está mediadopor la
estimulaciónde los receptoresde DA. A la
vista de esta hipótesis, la disminución del
efecto de la apomorfinasobre las concen-
tracionesde CLU y CABA puede explicarse
por unadisminuciónde la cantidadde CLI] o
CABA disponiblepara ser liberado (por las
neuronaso por las célulasgliales) o por una
disminuciónde la capacidadde los receptores
deDA paraserestimulados.
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La bibliografia revisada y los datos
presentadosen esta Tesis Doctoral sugieren
quelacantidaddeCLI] y CABA disponibleen
el cerebro se conserva durante el enveje-
cimiento(vermásarriba).

Por otra parte,uno de los hechosmejor
demostradosenrelación conel envejecimiento
cerebral es la disminución de la densidadde
receptoresdeDA envariasáreascerebrales.En
concreto,en relaciónconel estriadode la rata,
todoslos autorescoinciden en describir una
disminución de receptores D2 indepen-
dientementede la técnicautilizada (ver p. ej.
Ciorgi et al., 1987; Hyttel, 1987; 1-lan er aL,
1989; Morelli el al., 1990; Muxray y
Waddington, 1991; se puede consultar la
revisión de Joseph el aL, 1990). Más
controvertidaes la disminucióndel númerode
receptoresDl, ya que algunos autores la
describen(ver p. ej. Hyttel, 1987; Morelli el
aL, 1990), perootros no la detectan(verp. ej.
MurrayyWaddington,1991). Entodocaso,se
ha sugeridoqueladisminucióndel númerode
receptoresdeDA duranteel envejecimientose
produce tanto por muerte de neuronasque
expresanestos receptores(Han el al., 1989)
como por disminución de su síntesisen las
neuronassupervivientes(Mesco el aL, 1991;
Ciorgi el aL, 1992).

Por otra parte,otros autoreshan descrito
previamenteque otro fenómenoobtenidotras
la aplicación de apomorfina(la inhibición in
viti-o de la liberación de acetilcolinainducida
por FC) también se atenúa con el enve-
jecimiento(Thompsonel aL, 1984). También
la conducta inducida por la administración
sistémicade apomorfinaabajasdosis(queestá
mediadaporreceptores02) disminuyedurante
elenvejecimiento(StoesslelaL, 1989).

A la vistade estosdatosse puedesugerir
que el deterioro de la interacciónentre DA,
CLI] y CABA en el estriadoproducidopor el
envejecimientose debe, fbndamentalmente,a

la disminución del número de receptoresde
DAenesteáreacerebral

23.4 Interacciónde neurotransmisoresy
envejecimiento:estudiosen la corteza
prefrontalde la rata

Los resultadospresentadosen esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicación de
apomorfina produce un aumento de las
concentracionesdeCLI] y CABA enlacorteza
prefrontal de la ratajoven y que tal efectose
encuentraatenuadoen las ratasdeedadmedia
y nejas.

Aunqueno conocemoslosmecainsmospor
los que la apomorfina produce este aumento de
CLI] y GABA en la corteza prefronta], la
bibliografla nos permite sugerir que está
mediadopor la estimulaciónde los receptores
de Dít A la vista de esta lúpótesis, la
disminucióndel efectode laapomorfinasobre
las concentracionesde GLU y CABA puede
explicarsepor unadisminuciónde la cantidad
de CLI] o CABA disponibleparaserliberado
(por lasneuronasopor lascélulasgliales)o por
una disminución de la capacidad de los
receptoresdeDA paraserestimulados.

Tanto la bibliografla revisada como los
datos presentadosen esta Tesis Doctoral
sugierenque la cantidad de CLU y CABA
liberado, tanto en condicionesbasalescomo
tras la estimulaciónde la liberación de estos
neurotransmisoresse mantienea lo largo del
envejecimiento (ver p. ej. Dawson el aL, 1989;
Cobo el al., 1992; Palmer el aL, 1994;
Sánchez-Prietoce al., 1994; Saransaany Oja,
1994).

Por otra parte,aunqueno existen trabajos
sobrela densidadde receptoresde DA en la
cortezaprefrontalduranteelenvejecimiento,sí
sehadescritounadisminuciónde la respuestaa
la estimulacióndel receptorDl en la corteza
prefrontalde ratasviejas (Parfltt el aL, 1990).
La bibliografla no nospermite determinarsi
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estadisminucionen la respuestase debea una
disminucionen la densidadde estosreceptores
o aotrascausas(p. ej unadisminuciónde su
afinidado alteracionesen los segundosmensa-
jerosactivadosporellos).

Con estos datos se puede sugerir que el
deterioro de la interacciónentreDA, GLU y
CABA en la cortezapreftontalproducidopor
el envejecimientose debe,fimdamentalniente,
a la disminuciónde la respuestaa laestimula-
cióndereceptoresde DA enesteáreacerebral.
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CONCLUSIONES

PRIMERA CUARTA

La aplicación intracerebralde apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelularde CLU en el estriadode la rata
adultajoven. Sugerimosqueesteefectose debe
aquela apomorfinaestimulareceptoresde DA
situados en las tenninaciones nerviosas
glutamatérgicasy/o en las célulasglialesy esta
activación induce la inversión del sentido del
transportedeCLII

SEGLINDA

La aplicaciónintracerebralde apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelulardeCABA en el estriadodela rata
adultajoven. Sugerimosqueesteefectosedebe
a quelaapomorfinaestimulareceptoresde DA
con efecto excitador localizados en las
neuronasgabérgicasdel estriado.

TERCERA

El aumentodelasconcentracionesdeCLU
y CABA en el estriado de la rata tras la
aplicaciónde apomorfinase ve atenuadocomo
consecuenciadel procesodeenvejecimiento.

La atenuacióndel efectodela apomorfma
sobrelasconcentracionesde CLU y CABA se
puedeatribuira ladisminucióndel númerode
receptores de DA en el estriado como
consecuenciadel procesodeenvejecimiento.

La aplicaciónintracerebralde apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelulardeCLU en la cortezaprefrontalde
la rataadultajoven. Sugerimosqueesteefecto
se debe a que la apomorfina estimula
receptores de DA con efecto excitador
localizadosen las neuronaspiramidalesde la
cortezaprefrontal o en las tenninacionesde las
ramasrecurrentesdesusaxones.

QUINTA

La aplicación intracerebralde apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelulardeCABA en la cortezaprefrontal
de la rata adulta joven. Sugerimosque este
efectose debea que la apomorfinaestimula
receptores de DA con efecto excitador
localizadosen las neuronasgabérgicasde la
cortezaprefrontal.

SEKFA

El aumentodelas concentracionesdeCLU
y CABA en lacortezaprefrontaldela ratatras
la aplicación de apomorfinase ve atenuado
como consecuenciadel proceso de enveje-
cimiento.

La atenuacióndel efectode la apomorfina
sobrelas concentracionesdeCLU y CABA se
puede atribuir a una disminución de la
respuestaa la estimulación de receptoresde
DA en la corteza prefrontal como
consecuenciadel procesode envejecimiento.
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