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1.1 INTRODUCCION. 

La base fundamental del funcionamiento del sistema ne.r. 

vioso esta dado por la comunicación que se establece entre -

las diferentes ·células que lo forman. Existe una ~ran com-

plejidad de funciones dentro del sistema nervioso comparado

con los otros tejidos del organismo. Esto ha sido el resul

tado de los procesos evolutivos que han dotado a las neuro-

nas_ de la posibilidad de comunicarse entre ellas y con otras 

células (Agranoff, 1975). 

Los conjuntos intercomunicados de neuronas establecen

redes tridimensionales que estan relacionados con los even-

tos fisiológicos de corto y de largo plazo. Algunos eventos

de largo plazo pueden 'derivarse del paso de señales neurona

les que se acoplan a procesos que permiten que algún aspecto 

.de la información transmitida sea almacenada en lo que se -

conoce como memoria, que dentro de los procesos evolutivos -

es uno c;le los puntos culminlintes de la evolución del sistema 

nervioso. Para llegar a comprender estos procesos es necesa

rio conocer como se comunican las neuro.nas, y cuales son los 

fenómenos químicos y aspectos morfológicos relacionados con

dicha comunicación (Agranoff 1967, E~cles 1964). 

l. 2. SINAPSIS 

Una neurona es una célula altamente especializada, que 

esta constituida por un soma o cuerpo neuronal con una serie 
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de proyecciones que se ramifican y establecen contacto con -

otras células. Las prolongaciones celulares que se observan 

son los axones y las dendritas, dependiendo de la dirección-

en que se transmitan las señales eléctricas. Las dendritas-

son especializaciones que reciben las señales, en tanto que

los axones forman la vfa de salida de información de las ne~ 

ronas. El axon de una neurona puede establecer contactos --

sinápticos con el soma, axon o dendritas de otras neuronas·~ 

(Karidel 1977). Esta interacción se 11 eva a cabo a través de 

la sinápsis, constituida por una serie de especializaciones

estructural es de la terminal axónica y de la membrana de la

célula con la que hace contacto. La porción correspondien-

te al axón se considera presináptica e informadora, mientras 

que la parte que recibe la información se denomina membraha

receptora postsináptica. 

La estructura de la sinápsis depende del tipo de meca

nismo que utilicen para la transferencia de s~ñales, que pu~ 

de ser químico o eléctrico. En las sinapsis eléctricas las-

señales eléctricas que viajan a través de la membrana pre-

sináptica pasan directamente a la membrana r~c~ptora por si~ 

ple conducción. En este caso la distancia entre ambas m~m--

branas es de 20 a 50 A. 

En el caso de las sinapsis químicas se requiere una s~ 

ri'e de traducciones· de la información a diferentes "lengua-

jes": una señal eléctrica en la membrana presináptica es - -

traducida a una señal química, que una vez liberada al espa-
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cio sináptico interacciona con receptores qufmicos específi

cos en la membrana postsi·nápti:'ca y regenera la señal eléctrj_ 

ca transmitida (Play, S.L. 1g5s, Gray E.G. 1959). La capacj_ 

dad de las sinapsis químicas para liberar un mensajero quí-

mico o transmisor, provee una transmisión unidireccional - -

de la información, así como también en las sinapsis eléctri

cas, _en los circuitos neuronales( Agranoff 1975, Eccles 1964, 

Papas y Waxman 1972). 

En la región presináptica se ~ncuentran todos los ele

mentos para la transferencia de señales elJctricas de mensa

jes químicos. Esta región constituye el botón sináptico, el 

cual contiene: mitocondrias, vesículas sinápticas y un engr~ 

samiento de lamembrana celular que se restringe a la zona -

de contacto con la membrana postsináptica, la cual se encue!!. 

tra también engrosada. En-estas sinapsis las membranas pre

Y postsináptica están separadas por una distancia aproximada 

de 200 A. (Eccles 1964, Kandel 1977). 

1.3 TRANSMISION SINAPTICA. 

El origen de la teoría química de la transmisión ner-

viosa puede remontarse a 1948 cuando Du Bois Raymond postuló 

que una sustancia excitatoria podría ser la causante de la -

contracción muscular. 

Posteriormente en 1904, T.R.Elliot descubrió que la 

adrenalina mimetizaba la acción de los nervios simpáticos, -
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además esta sustancia podr{a ser secretada por las termina-

les nerviosas de los nervios si~páticos y actuar como un - -

transmfsor e~ la glándula adrenal. Poco después, Otto Loewi 

demostró que al perfundir un corazón de rana y estimular el

nervio vago eléctricamente, el latido del corazón disminuía

º se detenía y que el líquido que bañaba a este organo, ind~ 

cía una. inhibición del latido de ot~o corazón sin estimular

éste. Con esto concluyó· que en dicha preparación el estímulo 

nervioso inducia la liberaci~n de una sustancia inhibidora.

Sin embargo, no fue sino hasta los experimentos de Dale en -

1924, cuando se dió el paso decisivo para que la teoría quí

mica de la transmisión nerviosa se aceptara. Estos experimen 

tos mostraron que cada vez que se estimulaba el nervio vago

podia inducirse la liberación de una sustancia química llam~ 

da acetilcolina. De esta manera surge la teoría· de la tran~ 

misión nerviosa mediada por sustancias químicas {Sandoval, -

Lara 1983; Kandel 1978). 

~ctualmente se considera que la corriente eléctrica -

vfaja a través del axón y alcanza la terminal sináptica de-

sencadenando una serie de modificaciones químicas especffi-

cas que conducen a la transferencia de esta información a -

través de un mediador químico, el cual atraviesa el espacio

intirsiniptico e interacciona con la membrana postsináptica-

(Kandel 1978). Esta serie de eventos suceden de la siguien-

te manera: 



5 

Previamente a la llegada del estímulo eléctrico a la -

terminal nerviosa, la membrana sináptica posee un potencial

de reposo dado por la distribución selectiva de los iones --

K+, Na+ y Cl-. En el reposo, el K+ se encuentra muy concen-

trado en el interior de la célula, mientras oue el Na+ y el

Cl- están más concentrados en el exterior. 

Cuando llega un estímulo a la termi·nal ocurre un cam-

bio en la polaridad de la membrana, debido a una modifica- -

ci6n de la permeabilidad de la membrana a los iones Na+, Los 

cuales se acumulan en el interior de la célula. Esto trae 

como resultado la pérdida de cargas positivas, producidas 

por una salida de iones K+, lo que produce una recuperación-

del potencial original. El cambio transitorio de potencial-

activa los canales de Ca++ sensibles a voltaje permitiendo -

el paso de estos iones a través de la membrana presináptica. 

Dentro del botón sináptico, por m•dio de un mecanismo que -

probablemente involucre proteínas como la calmodulina, los -

iones Ca++ son los responsables de disparar los mecanismos -

de liberación del transmisor químico ya sea directamente 

desde pozas citoplasmáticas como en el caso. del GABA y del -

ácido glutámico, o a través de exocitosis vesículas sinápti-

cas que se encuentran en la terminal nerviosa. Una vez que-

el estímulo ha cesado, la polaridad de la membrana se resta

blece, los canales de Ca+ sensibles a voltaje se cierran y -

el transmisor deja de ser liberado (Kandel 1978; Agrano.ff --
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1967; Llinas 1976). 

Después de liberado el transmisor éste atraviesa el e~ 

pacto sináptico e interacciona con un receptor sináptico es

oecffico localizado en la ~embrana postsináptic~. lo que ~ri 

gina una alteración en la permeabilidad i6ntca de es~a mem-

brana. Los movimientos i6nicos, ya sea de Na+ o Cl- y K+, -

asi originados traen como consecuencia la regeneración .de la 

sefi~l el~ctrtca en la neurona postsináptica (Hammerschlay y

Roberts 1972). 

Se considera que la terminal sináptica cuenta con una

maquinaria bioqufmica completa para el manejo del transmisor. 

Se ha postulado que exiten varias pozas metabólicas para el

Tieurotransmisor: Una poza metabólica probablemente ligada -

al sistema de sfntesis de transmisor que es accesible a la

.liberación y otra de dificil acceso a la liberación pero re-

lacionada bioqu1micmmente con dicha poza. Existe también un 

sistema resp6nsable del tamafio de la fracción de transmisor-

que va a liberarse como respuesta a cada estimulo. Esta ma-

quinaria incluye además un sistema de remoción del transmi-

sor, que actúa cuando el ~ransmisor ha dejado de interactuar 

con el recepto_r postsináptico (Kandel l!Í7B; Agranoff 1967). 

1.4 NEUROTRANSMISORES 

Actualmente se han observado al menos 30 diferentes -

sustancias que han ~ido propuestas como posibles moduladores 
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o transmisores en el SNC. Se ha observado que, por lo gene-

ral, éstas son de bajo peso molecular, como algunos aminoacl 

dos entre los que destacan el áci.do gama amino butírico -

(GABA), la glicina, el ácido aspártico, el ácido glutámico,

la taurina; algunas aminas como la dopamina {Da), la norepi

nefr.ina (Ne), la epinefrina. la serotonina. y otras molécu-

las como la acetilcolina. También se ha postul·ado un grupo

de péptidos que incluye a la.sustancia P, las encefalinas, -

la neurotensina y la somatostatina entre otros. Estos· últi

mos q~e podrían además estar participando en .la regulación -

de lá transmisión sináptica. Integrando probabfemente, sub-

sistemas de retroalimentación en las diferentes por.ciones -

del sistema nervioso (Sandoval y Lara 1981). 

Aun no ha sido posible aclarar con exactitud el papel-

. funcional de las moléculas transmisoras en el mantenimiento

de .la excitabilidad neuronal, así como sus consecuencias so

bre el procesamiento de información en el si.stema nervioso.

las sinápsis se han.clasificado como excitadores e inhibido

ras dependiendo de el incremento o disminución de la probabi 

lidad de disparo de la célula postsináptica a través de cam

bios en la permeabilidad de la membrana a ciertos iories. 

Se ha observado también que l·a interacción de algunos

mediadores químicos como las catecolaminas y la adenosina, -

a través de sus receptores postsinápticos, inducen un incre

mento en la actividad de las enzimas resoonsables de la sín-
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tesis de nucleótidos cíclicos como el AMP cíclico, que part! 

cipan en la fosforilaci6n de cferta~ protefnas membranales.

las cuales se ha postulado que podrían participar en la reg~ 

lación de la permeabilidad a ciertos iones. Esto llevo a -

Eccles y McGeer. en 1979 a una clasificación de los mediado

res químicos. considerando los diferentes mecanismos de - -

acci6n postsinápticos. A los mediadores que pueden conducir 

a un breve cambio en la conductancia a los iones específicos. 

se les denomina ionotrópicos e incluyen a la acetilcolina y

a los aminoácidos. En la transmisión metabotrópica. el 

transmisor actua indirectamente, disparando una reacción o -

una serie de reacciones químicas en la membrana postsinápti

ca. en asoiiación con nucleótidos cíclicos como el AMP cfcli 

co y el GMP cíclico. como en el caso de las catecolaminas en 

general (Eccles y McGeer 1979). 

1.5. CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROTRANSMISORES. 

Un factor primordial para el· estudio de las sustancias 

que pudieran ser consideradas como transmisores en las célu

las nerviosas es el de la identidad. Desde el descubrimien

to de la acetilcolina. se ha intentado adjudicar parámetros

para el estudio de los mediadores químicos involucrados en -

la comunicación neuronal. No fue sino hasta 1966 cuando 

R. Werman formalizó los criterios para la identificación de

sustancias neuroactivas en el sistema nervioso. 
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Actualmente se aceptan seis criterios básicos, los cu~ 

les se toman en cuenta para que una sustancia pueda ser con

siderada como neurotransmisor: 

a).- Presencia del compuesto. El candidato a transmi 

sor debe estar presente en la neurona .que lo libera y necesi 

ta encontrarse potencialmente accesible para su utilizacióri. 

A partir del concepto de compartamentalización del metaboli~ 

mo, se ha sugerido la coexistencia de varias pozas de un mis 

mo metabolito con estrecha, ninguna o muy poca relación. 

Cada una de ellas puede contar con precursores específicos -

y enzimas características para la síntesis del metabolito. -

De esta manera se ha podido explicar la presencia de amino-

ácidos con papel de mediadores en la transmisión que pueden

local izarse en una poza específica accesible para la libera

ci6n, e independiente de la poza relacionada con el metabo-

lismo intermedio l'Cooper y Bloom 1974; Dahlstrom y Fuxe - -

1965). 

b}.- Presencia de enzimas. Este criterio consiste en

la necesidad de la presencia de la maquinaria enzimática del 

neurotransmisor en la neurona que lo utiliza como tal. En -

cuanto a la localización celular de dichas enzimas se han 

hecho 2 proposiciones. Por una parte, se ha sugerido que es 

necesar~o la localización sináptica de las enzimas de sínte

sis del transmisor. Por otro lado, se piensa que sólo seria 

necesaria contar con una poza metabólica sináptica del tran~ 
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misor accesible para la liberación, independientemente de 

que la sintesis del mediador se realice en el botón sinápti

co o de que este sea transportado desde el sitio de síntesis 

en el soma neuronal a trav~s del axoplasma. Asi la concen-~ 

tración del mediador se mantendria por medio de un sistema -

de reacumulación del mediador (Rosenberg y Lovenberg 1980; -

Slotkin 1978). En relación a esto, se ha descrito un meca--

nismo de regulación para la s~ntesis de Ne,. el cuál permite

mantener una concentración constante en la terminal nerviosa 

que consiste básicamente en el efecto inhibidor reversible -

que tiene la Ne sobre la enzima que cataliza la reacción li

mitjnte ·en la siritesis del propio transmisor. Así, cuando -

la utilización de Ne es baja la concentración de Ne en la -

términal presi~áptica es elevada y la velocidad de formación 

del transmisor es lenta, por lo tanto la concentración del -

transmisor.permanece constante. Por otro lado, un aumento -

en la actividad neuronal produce un rápido vaciado o utili

zación del t~ansmisor lo que origina que la enzima responsa

ble de su síntesis se desinhib~ y la concentración sináptica 

del transmisor sea rápidamente reestablecida (Moore y Bloom-

1979). 

c).- In•ctivaci6n del compuesto. Debe existir un sis

tema efectivo y rápido para eliminar el transmisor liberado, 

una vez efectuada su acción sináptica. 

Se ha demostrado que además de mecanismos enzimáticos, 
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existen sfstemas de acumulación de alta afinidad para las -

sustancias neuroactivas presentes en el liquido extracelular. 

Estos sistemas se han descrito tanto en neuronas como en ci-

lulas gliales (Hamberger 1976; Inversen 1970). 

d).- Identidad de accfón fisiológica. El compuesto -

propuesto deberá fnducir en la célula postsináptica el misMo 

efecto que el producido por el transmisor natural liberado -

.por la terminal presináptica, en la célula. Es decir, debe

rá modificar la conductancia. i6nica de la membrana de manera 

similar y a través de los mismos mecanismos que el transmi-

sor end6geno. 

De esta manera, el criterio de identidad se relaciona

con la.presenciade receptores postsinápticos que se han estQ 

diado actualmente desde un punto de vista fisiológico y far

macológico (Lindstrom, J. M. 1978; Bennet, A. P. 1978). 

el.- Liberaci6n del transmisor. Durante 1a estimula-

ci6n de la terminal sináptica, la sustancia postulada como -

transmisora, deberá ser detectada en el fluido extracelular

de la región de la sinápsis activada. 

En la actualidad se ha hecho enfasis en que los proce

sos de secreción y liberaci6n de compuestos en muchos tipos

de tejidos glandulares y terminales nerviosas requieren de -

calcio en el medio externo (Rubin 19.70), o de c.ompartimien-

tos intracelulares (Sandoval 1980); esta dependencia de 
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Ca++, es un evento cruci.al en el concepto de acoplamiento 

estfmulo-secreción q~e se ha desarrollado como una analogfa

del fen6mena de acoplamiento estfmul-contracción en el teji

do muscular, e.1 cual requi.ere la presencia de Ca++ (Douglas-

1968, Poisner y Hava 1970). Estudios realizados in vivo de-

muestran que la liberación de posibles transmisores es inhi

bida por antag6nistas de C~++ como ~l M~++ (Hubbard 1961). -

Así mismo, agentes que impiden el flujo de Ca++ a la termi-

nal sináptica como el verapamil y el rojo de rutenio, dismi

nuyen la liberación del transmisor, tanto en condiciones de

estimulación fisiológica como en preparaciones in vitro (Levy 

1974). 

Existen diversas metodologías utilizadas para producir 

estimulación neuronal, sin embargo las más comünmente emple~ 

das y que podrían simular con mas exactitud la estimulaci6n

fisiológica en el SNC son: 

1).- La estimulación eléctrica de rebanadas, y prepar~ 

ciones sinapto~omales colocados en soportes o zonas discre-

tas del cerebro a través de electrodos implantados in-vivo -

(Baldessarini 1966; Foster 1980; Matusi 1975). Con este ti

po de estfmulo se ha demostrado la liberación dependiente -

de Ca++ de Ne previamente acumulada en rebanadas de cerebro

( Baldessarini 1966 ), asl como de GABA, glutamato, acetil-

col t:na y serotonina de terminales nerviosas aisladas (Foster 

.1980). Este ti·po de estfmulos sin embargo promueve en mu- -
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chas la secreción de algunos. transmi.sores arninoáci.dos de ma-

nera independi.ente de Ca++ CRedburn 1976}.. 

2).- Otro de los. métodos de estimulación utilizados en 

preparaciones sinaptosomales y rebanadas de tejido es la 

inducci6n ·de la despolarización por exposición i agentes qu! 

micos, tales como concentraciones altas de K+, veratridina,

ouabaín-a, y quinidina, medios libres de K+ (Redburn 1976; -

Hopking 1971). Actualmente se considera que el mecanismos -

de acci6n de la veratridina es el que más cercanamente simu-

la el estímulo fisiológico, ya que permite la apertura sele~ 

tica de canales de Na+ sensibles a voltaje, los que son acti 

vados durante la despolarización fisiológica (Redburn 1976). 

Al considerar que los canales de Na+ sensibles a volt~ 

je solo se localizan en las neuronas, el estímulo despolari

zante producido por veratrina presupone un estimulo altamen-

te especifico para 1 a membrana neurona 1. Otros agentes des

pol ari zantes, poseen mecanismos de acción menos específicos-

como la ouabaina que inhibe la bomba Na+ y K+, y de esta ma

nera acumula Na+ en la terminal, o las concentraciones ele--· 
. . 

vadas de K+ que modifican el potencial el~ctroquímico del --

K+. Sin embargo, el uso de concentraciones despolarizantes

de K+ in vitro para mimetizar el potencial de acción está -

muy difundido CFoster 1980; Hopkini 1971). Así, se ha demo~ 

trado que concentraciones de K+ de 40 a 100 mM producen un -

aumento de la liberación de GABA dependiente de Ca++ (Nadier 

1976] y Ne previamente acumulada en rebanadas de corteza - -
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cerebral de rata, (Redburn 1976; Srinivasan 1964). 

También se ha establecido con detalle en estudios in -

vitro, la relación que existe entre la concentración de 

Ca++ extracelular y la liberación del transmisor. Se ha ob

servado que para Ne, o~. GABA, glutárnico y aspártico la lib~ 

ración sipue una cinética de saturación que alcanza su ~áxi

ma velocidad a 2 mM (Srinivasan 1964). 

Por otra parte también se ha descrito la participación 

de las células gliales en la liberación ~e transmisores ami

noácidos después de d~spolarizar las células mediante conce~ 

traciones altas de K+ extracelular (Skyova 1981), o por esti 

mulación eléctrica ( Gardner 1981~ !versen 1973), junto con-

6tros sitios no sinápticos como el soma neuronal (Sandoval -

1981). De esta forma se ha sugerido que ~l GABA liberado -~ 

por una despolarización de la glia ejerce un efecto modula-

dor sobre las células circunvecinas (Schoy .1974; Bowery -

1972}. Una caracteristica distintiva de la liberación de 

células gliales es que esta no requiere de Ca++ (Sandoval 

1980). 

e}.- Identidad de acción farmacológica: Agentes que -

interactúan con factores sinápticos fisiológicos, deben in-

teracionar d~ la misma forma que el transmisor propuesto. 

Desde el punto de vista fisiológico, .este criterio se

ñala que el candidato a transmisor produce los mismos efec--
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tos que el transmisor natural cuando el primero se aplica -

fontoforétfcamente. 

I).- Es posible destacar que este criterio sefiala bá

sicamente la presencia de receptores postsinápticos especi-

fícos para los diferentes transmisores. 

II).- Actualmente se considera que el receptor es una

proteina integral (Slotking 1978), que posee un sitio icti-

vo, semejante al de una enzima, que une la sustancia ligando, 

esto es el· transmisor. Guarido el receptor es ocupado por su 

ligando, fnduce un cambio c~mformacional de una proteina que 

puede estar regulando un canal tónico en la membrana (Chan-

geous 1976), una ciclasa unida a un nucleótido {Orly 1976),

o algún otro si.stema de amplificación de señal~s que puede -

ser o no parte integral de la molécula receptor. 

III).- Uno de los receptores que ha sido mejor caract~ 

ri~ado tanto bioquimicamente como fis~ológicamente es el re-

.ceptor a la acetil colina en el órgano eléctrico de TORPEDO

CALIFORNICA (Raftery 1976), y en la placa neuromuscular de -

vertebrados (Miledi 1971), donde la densida~ de receptores~ 

es muy alta, 

IV}.- El estudio bioqufmico de los receptores en SNC -

se ha fundamentado básicamente en la interacción del transmi 

sor con su receptor en preparaciones membranales sinápticas

ai~ladas. Mediante este tipo de técnica~ se han podido con~ 
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cer los factores que determinan la unión del transmisor con

su r~ceptor correspondiente. La capacidad de unión que mue~ 

tran los transmisores a las membranas sináptica~ aisladas es 

de alta afinidad y puede ser reconocida como postsináptica -

y distinguida de la unión del transmi~or al sistema de tran~ 

porte presináptico, ya qu~ este ültimo requiere de la pre- -

sencfa de Na+ en el medio de incubación (Fagg 1979), mien- -

tras que la unión al receptor. postsináptico es independiente 

de Na+ (Bennet (1978). Actualmente se han identificado con~ 

esta metodologta receptores postsinápticos de algunos neuro

trasnmisores (Kuhar 1978), como los del GABA y la glicina en· 

SNC de mamfferos (Enna 1976, Young 1974). 

1.6. Modelos utilizados en el estudio de la identifi

cación de neurotransmisores. Para la ~plicación de los cri

terios antes mencionados se han utilizado animales completos 

o preparaciones in vitro. 

Entre las técnicas in vivo se encuentra la superfu - -

sión de áreas específicas del SNC, en los animales manteni-

dos bajo anestesia, o a través de la implantación de cánulas 

en forma crónica que permiten la superfusión en el animal -

despierto y con libertad de movimiento (Ashkenozi 1973). - -

Los modelos in vivo son p6co utilizados. ya que la implanta

ct~n de cánulas en el cereb.ro dafta las células adyacentes, -

lo cual no permite conocer con certeza el estado funcional -

del área de superfusión. 
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En los estudios in vitro se pueden utilizar rebanadas

de zonas· restringidas d-e cereoro completo, o de diferentes -

áreas del sfstema nervioso ll6pez-Colomi 1978); sin embargD

en esta preparación existe una ambiguedad, ya que existe una 

heterogeneidad de la población de terminales sinápticas. 

Una de las preparaciones más utilizadas corno modelo para el

estudio in vftro de la transmisión sfnáptf~a es la de termi

nales sinápticas aisladas tambiin conocidas como sinaptoso-

mas. Este tipo de preparación conserva la mayoria las ca- -

ractertsticas citoqufmicas, fisiológicas y bioqufmicas de la 

terminal integra (Feria-Velasco 1976). Sin embargo. uno de

los problemas que plantea esta preparación es la contamina-

ción en diferentes ~radas con otros elementos subcelulares.

tanto de origen neuronal como glial. En algunos casos dicha 

contaminación puede llegar a alcanzar un 15% del total de -

sus constituyentes (Pirez de la Mora 1973) .. 
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2.- DOPAMINA Y NOEPINEfRlNA EN EL SISTEMA NERVIOSO 

De todos los· trans·misores en el SNC,. la Da ha sido uno 

de los más ampliamente explorados, debido a que este neuro-

transmisor esta muy relacionado con patologías neurológicas, 

siquiátricas y endocrinológicas. 

La investigación de ia dopamina como neurotransmisor -

comienza a partir de los afias 50s con el descubrimiento de 

ladisminución de la Da en los ganglios basales de los pacie~ 

tes muertos por la enfermedad de Parkinson (Ehringeer 1960); 

así como del tratamiento clínico de esta enfermedad mediante 

la administración de precursores dopa-minérgicos (Birkmayer -

1962). Con5ecuentemente a esto, se inició el estudio y ex-

ploración de la síntesis, metabolismo, almacenamiento, libe

ración, recaptura y distribución de las vías dopaminérgicas

en el cerebro. 

A partir de 1932 comienza la investigación en torno a

las receptores dopaminérgicos los cuales parecen estar rela

cionados con la esquizofrenia, ya que se ha visto que las -

drogas empleadas para controlar esta enfermedad tienen uná -

estrecha relación con estos receptores. También se descu- -

brió que la estimulación de las neuronas por dopamina in~ -

fluia en los niveles de la enzima adenilato ciclasa (Keba- -

bian 19721; posteriormente se descubrió que esta enzima ac-

túa como m~diador entre el neurotransmisor y sus efectos - -
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postsinápticos a largo plazo, 

Se ha demostrado que la Ne cumple los criterios bási-

cos postulados para calificar a los transmisores, en algunas 

áreas del SNC. Se han logrado avances Importantes en este -

punto en parte, gracias a los métodos .histoquímicos de loca

lización de transmis~res (Berger, 1976); tambi~n se ha logr~ 

do detectar que los metabolftos de la Ne disminuyen después

de la activación de la liberación. Se ha observado que la -

estfmulacfón neuronal con Ne aplicada iontoforeticamente es

antagonfzada por fenotfacinas, por cobalto o litio; así como 

por prostaglandfnas y los antagonistas beta-adrenérgicos. -

Además de las evidencias a favor del papel de la Ne como - -

transmisor en el SNC, se ha sugerido que esta podría también 

tener un papel como modulador, ya que se ha observado que el 

cortex auditivo de los simios, ardillas y en el cerebelo de

ratas, la Ne incrementa la conductancia i6nica, aumentando -

la duración de inhibidores noradrenérgicos o la velocidad 

de esta acción por períodos considerables (Falk 1962). 

2.1- DISTRIBUCION DE Da y Ne EN EL SNC. 

La Ne y la Da se encuentran en un núMero importante de 

sinápsis en el SNC. Estas amtnas pueden ser sintetizadas 

localmente en los cuerpos celulares, en axones y varicosida

des de las neuronas aminérgicas. 
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De acuerdo a estlmactones ~echas en las neuronas adre

nérgfcas perifir~cas, la concentración de los transmisores 

en la terminal varicosa es muy grande, aproximadamente 

10,000 ug/g, o en la terminal axónica 100 a 150 ug/g (Nor- -

berg y Haberger 1964). 

Con el desarrollo de las técnfcas de tinci6n selecti-

va, se ha podido obtener abundante fnformaci6n sobre la dis

tribución anatómica de los distintos transmisores. 

Con estas técnicas se ha logrado determinar que los 

transmfsores no tienen una distribución difusa por todo el -

tejido cereb·ral, sino que se localizan en centros discretos, 

asi corno en vías concretas. 

La distribución cerebral de transmisores más conocida

es la de las monoaminas, Ne y Da, y serot.onina, debido en -

parte a la particularidad de reaccionar con formaldehido o -

con ácido glioxálico, dando productos de fluorescencia ver--

de o amarilla. A través de esta técnica, se ha puesto de --

manifiesto que muchas de las células del cerebro que contie

nen Ne, se encuentran concentradas en un pequeño grupo de -

neuronas del tal lo cerebral denominado Locus Coeruleus; los

axones de estas neuronas están altamente ramificados y alca!!_ 

zan diversas regiones como el Hipotálamo, Cerebelo y el En-

céfalo Anterior. 

La Da es uno de los transmisores más ampliamente dis-

tribufdos en el reino animal, se le encuentra en los inver-
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tebrados, en los núcleos bas·ale.s de vertebrados tnfe·rtores, 

as'i como en hipotálamo y reti.na, En los mamfferos la distr_!_ 

buci6n de la Da es dfferente a la de Ne, y constituye más -

del 50% del contenido catecolamfnérgtco del SNC, estando am

pl famente concentrado en el Cuerpo Estriado y en el Septum -

del Nucleus Acumbens (Holzbaur 1979); también se le ha enea~ 

trado en tejidos periféricos donde probablemente funcione -

como neurotransmfsor (Lackovic 1982). 

La distribuci6n por rangos de concentración en las di

ferentes áreas del cerebro, de mayor a. menor grado es: gan-

glfos basales y Nucleus Acumbens >Hipotálamo -:::=--Amígdala 

:::>- Septum > Mesencéfalo "?'Médula :;.- Cortex· '7 Tálamo 

?Hipocampo (Brownstein 1974). Sin embargo, algunos nú- -

c1eos pobres en regiones dopaminérgicas, presentan altos ni-

veles de Da. El contenido más alto se ha localizado en la.

regi6n Caudo-Putamen, en el Tubérculo Olfatorio, Nucleus 

Acumbens, en el orden de 85-100 ug/g proteina (Bertha Kali-

fon 1984). 

2.2.- BIOSINTESIS DE Da y Ne EN EL SNC. 

Debido a que la Da no atravieza la barrera hematoence~ 

fálica, esta es sintetizada por completo en las terminales -

dopaminérgicas a travé~ de una serie de reacciones quimicas; 

comenzando a partir de la formación del aminoácido tirosina, 

mediante una hidroxilact6n catalizada por la enzima fenil~--



22 

lanina hidroxi"lasa, que e!> especí.fi.ca en la .orientación para 

el anillo fenflo. Una vez formado el aminoácido tirosina. -

éste fluye en el torrente sangu1neo dirfgiéndose a sus si:... -

ti os de reacción. pud~éndose en¿ontrar en los melanricitos. -

dortde es responsable de la formación de .los pigmentos de me-

1 anina. Otra· ruta del metabolismo de la· tirosina, es la - -
.. -. . . . . 

formatión·de catec~laminas como la: Da, Ne y e~ine~rina;.to--' 

d~·s Tas en~fmas nec~sa~ias par.a la síntesis de las cate¿ola

minas ,·se encuen_tran de.ntro de las .. terminales .nerv·i.osas. 

A la llegada de la ti.rosina a la terminal ·nerviosa; ésta su

fre una hidr~~il~ció~-~o~ la pr~s~ncia del~ ti~osina hidro~ 

xilasa,· formando dihidroxife.nilalanina. (L-DOPA); a través_ d_e 
' . 

Ta déscarboxilación de. la L-DOPA por la eTizirila dÓ)la decarbo-

X:"fla~.ª• se forma el transmi_sor .D~ (Besson ·].973 y Múrrin'g - -

1976) •· 

Los niveles.de Da en 1as te.rmin.aies ·nervio·sas· pue·d.en -

ser regulados •. bien durante la s'intesi.s por la concentrati6n 

· -d~l-prec~rsor, por indu~ción ~ repres~dn de la-enzima tiros! 

na hi·droxilasa. o: por 

miiti'co -_desca.rboxi lasa 

inhibición de la e~zima aminoácido ar!!_. 

que cataliza ]a d~s~·a;b-oxilacidn de ·la 

L-DOPA: esto ha s.ido·o,bservado eri tejido'. pe.riféricos y en el 

SNC. Basándose en lris e~tudios reaiizados d~r~n~e la activi-

~e h~ ribserv~~o ~ue 1 0 ~ ~rados de sin~~sis de-1~ tirosina 

hidroxilasa y. la Da hid.roxilasa se increment_a·n;_ por los que-
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se han postulado dos servo mecanismos a nivel de la terminal 

nerviosa. El primero que dice que la tirosina hildroxilasa-

es un factor limitante; los procesos de sfntesis estin mode

radamente inhibidos por los productos terminales cuando han-

sido almacenadas cantidades suficientes. El exceso del trans 

misor inhibe la futura actividad de esta enzima por compete~ 

cia ;on el sitio que une al cofactor pteridina. Cuando el -

transmisor es liberado, los niveles libres decaen resultando 

en una desinhibicf6n de la enzima. Segundo, cuando una de--

polarizaci6n llega a la terminal, la tirosina hidroxilasa -

sufre una activaci6n tal que presenta una alta afinidad por

el cofactor pteridina y comienza a ser menos sensible al pr~ 

dueto final de inhibición. La modificación de esta molécula 

podría dar como resultado una fosforilación reversible o in

flujo de Ca++ (Joseph ·T. Coyle). 

La Ne es el metabolito subsiguiente a la Da en el me--

tabolismo de la tirosina. Durante sus síntesis presenta dos 

tipos de regulaciones: a).- la regulación r¡pida, en la cual 

la enzima Da beta hidroxilasa, que se encuentra dentro de -

las vesículas en la terminal sináptica, cataJiza la última-. 

etapa de la síntesis de Ne, y está controlada por la tirosi

na hidroxilasa que cataliza la primera etapa. Esta enzima -

se localiza extravesicularmente siendo dependiente de oxíge

no, además tienen un absol~to requerimiento por reducir el -

cofactor pteridina, estando sujeto a una inhibición de re- -

troalimentacf6n por los productos intermedios de la síntesis 
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de Ne, por la Ne en st y por los metabolitos de ésta. El in-

cremento rápido de la stntests de la tirosfna hidroxilasa, -

está sujeta a mecanismos regulatorios lentos. Durante las -

manipulaciones que producen inducción de la Da beta hidroxi

lasa en las neuronas noradrenérgicas periféricas y centrales, 

también causa inducción de la tfrosina hidroxilasa, esto se

ha podido observar en los incrementos de la actividad enzi~

mática de los ganglios periféricos y en las neuronas centra

les, al mismo tiempo que para la Da beta hildroxilasa pero -

mucho más grande, debido probablemente a que la remoción de

la enzima del cuerpo celular es por transporte axoplásmico,

siendo éste muy lento (Leroy 1982). 

2.3- FARMACOLOGIA DE Da y Ne EN EL SNC. 

Desde el descubrimiento de los neurolépticos utiliza-

dos en los pacientes esquizofrénicos hasta la fecha, se han

descubierto numerosos compuestos, los cuales han servido - -

ademá~ para el estudio de las catecoláminas en el SNC. Por

lo general, estas drogas modifican el metabolismo, así como

el patrón de descarga de las ·neuronas catecolaminérgicas. -

La acción de estos compuestos puede llevarse a cabo especí-

ficamente en diferentes niveles del metabolismo de las cate-

col ami.nas. De esta forma se han ·descrito drogas que son ca-

paces de inhibir la sintesis d~ catecolaminas, como la alfa

met i l p-tirosi na, al fapropil dopacetoami da, p-cl orofenil a la-
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ni na y la al fa metil tiros.tna .CCosta 1966). Otros agentes -

qufmicos son capaces ·de inducir la desaparicfón de las cate

colaminas de su sftio de almacén; el más ampliamente utiliz!!_ 

do es la Reserpina, la cual tiene un efecto sedante que dis

minuye después de 24 a 48 horas de su aplicaci6n; también -

se ha. podido observar que la reserpina inhibe la captación -

de la Da a las vesículas sinápticas, bloqueando además las -

etapas finales de la sintesis de Ne. Por tal motivo la con

centración endógena de Ne no se restablece sino después de -

48 hr. de su aplicación (Haggendal 1963, 1964). También - -

ha sido posible determinar que una de las sustancias activas 

de la Reserpiná el Serpacil, puede funcionar como desacopla~ 

te de la fosforilaci6n oxidativa de las mitocondrias de cor~ 

zón (W~inbach 1983). Los alcaloides Raumolfia, que incluyen 

la Rascimonia, Raunescina y la Reconescina, exhiben acciones 

de vacio similares (Shore 1962). Otros agentes que son muy

similares a la Reserpina son las Benioquinolinas, de las cu~ 

les la tetrabenozina es la má~ conocida (Pletscher 1962). 

Estos a·gentes son menos potentes, de corta duración, pero 

son más selectivos para las catecolaminas que los alcaloides 

antes descritos. Algunas sustancias imposibilitan la activi

dad catecolaminérgica, impidiendo la re~a~tura de las cate-

colaminas; por eje~plo la p-oh-anfetamina, la p-tiramina, la 

Feniletilami.na, la .Octopamtna, etc. Estas sustancias permi

ten un aumento en los niveles catecolamtnérgicos de el espa

cio ~i~áptfco dando como resultado que la sensibilida~ del -
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rece.ptor s:ea alterada (.Rai.ti.eri 1976). Por otra parte, las

catecolamfnas que se encu~ntran en estado libre so~ transpo~ 

tadas a la mftocondria y metaboltzadas por la monoaminoxidasa 

(.MAO}_, esta enzfma puede se:r inhibida por drogas como la - -

Ipromia~ida, Nialamfda, Harmalina y la Pargilina; esta Glti-

·~a droga junto con la Reserpfna han sido amplfamente utiliz~ 

das e.amo un modelo para el estudio de los procesosde iibera

cf~n de catecolamfnas, ya que proveen ~na marcada acumula- -

ción tanto de Da como de Ne en el citoplasma de las termina

les nerviosas catecolamilnérgicas (Carlson 1966; Glowinski -

y Baldssarini 1966; Inversen 1967). 

METABOLISMO DE ACIDO GLUTAMICO Y GABA. 

El ácido glutamico cumple con vari~s funciones en el -

metab-0lismo del tejido ~ervioso:. 

El ácido glutámico no es transportado de la sangre ha

cia el tejido nervioso en cantidades apreciables, por lo que 

debe ser sintetizado en .el tejido neural. El precursor 

principal en la sfntesi~ de ácido glutámico ~s la glücosa; -

el flujo de ácido glutámico a partir de 14C -glucosa, varia

de 30-80 % CBalazs y Halsam, 1965; Shank y cainpbell, 1983),

por lo que el ác.ido glutámico es un metabolito importante 

en el metabolismo de la glucosa én el tejido nervioso. 

El ácido gl utámico ha sido postulado como precursor 



27 

del GABA (Baxter, 1970; Tapia y Gonzalez, 1978) aunque algo

del GABA puede ser sintetizado a partir de putresina (Seiler 

y Eichentopf, 1975). La enzima que sintetiza el GABA a par

tir de glutamato es la glutamato d~scarboxilasa (GAD) (Tapia, 

1973). Por estudios de i~munoc~toqufmica se ha visto qu~ es 

ta enzima se encuentra fundamentalmente, si no exclusivamen

te en las neüronas GAffAérgicas (Barber 1978}. 

La concentración de ácido glutámico en el tejido ner-

vioso es de 8 a 10 wmol/1. lo que contribuye con 2 a 5 % de

la osmolaridad total intracelular. Si tomamos en cuenta que

la carga negativa de las proteínas esta dada por el radical

carboxilo de los ácidos glutámico y aspárti~o. su contribu-

ción a la carga aniónica intracelular debe ser aún mayor - -

(Shank y cambell (1983). Se ha propuesto que el metabolismo 

del ácido glutámico se encuentra compartamentalizado en al -

menos dos pozas que corresponden a dos modalidades del ciclo 

de Krebs, y posiblemente en dos tipos celu~ares en el tej~do 

nervioso, por lo que se .ha propuesto que tanto el ácido glu

támico como el GABA se encuentran almacenados en pozas ~ito

plasmáticas accesibles para su liberación (Vanderberg 1976;-~ 

Tapia 1980). 
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OBJETIVOS: 

Conocer los re<tuerimientos de tb.+ externo Para la liberación de 

neurotran:smis.ores local izados en di:stint,;,.:s Pozas de almacenamiento,· 

particularmente •, ... s•:sÍculados sir1áPt.icos o citoPlas.mático:s, asi como 

es.t.udiat-:- m~di~t·1te 1naniPuila•=ion Ta.rmacoló9ica..w los cambi.os en 1-::it. 

deP-:-l"1dencia ié1nic.:i. P.3.r.=i. la l iber.!t.ción d~ transmisores c:uYa. Poza de 

.ai.lma.cen.&.H1iainto 1.J~:.sic1.....1lar se tra.1ís.forma. en· una. Poza cit.OPla.:Em¿(tic.a.. 
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MATERIAL. 

Todos los compuestos utilizados son de grado reactivo. 

Los compuestos fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St 

Loui·s, Mo), fueron ácido ascórbico, dimetil sulfóxido, mo-

nensina, octahidrato de ouabaina, pargilina, quinidina, tri 

ton x-100. Los discos de filtros Millipore de 25 mm de - -

diámetro tipo P 04D fueron adquiridos en los laboratorios -

Bio-Rad (Richmond, Ca). La dopamina 3,4-; 8 3H (n) con ac

tividad específica de 31.6 Ci*mrnol-1, el ácido glutámico 

~on actividad específica de 40 mCi*mmol-1, el ácido gama 

amino butirico (2,3~3H(N)) con actividad específica de 33 -

Ci*mmol-1, y el clorhfdrato de norepinefrina (7-3H (N)) con 

actividad específica de 10.9 Cnmol-1, se obtuvieron de New

England NuGlear. Las ratas que se utilizaron en todos los

experimentos fueron de la cepa Sprague-Dawley, adultas de -

entre 200 y 250 g. de peso aproximadamente. 

METO DOS. 

El tratamiento para los animales reser~inizados fue -

de 8 mg. de reserpina por kilo de peso en un volumen de - -

0.8 ml de dimetil sulfóxido intraperitonial de 18 a 24 h -

antes del sacrtft:cio. /l. los animales control solo se les -

admfnistró dimetil sulfóxido siguiendo el mismo procedimie~ 

to para los· reserpini·zados. Las ratas utilizadas fueron -

sai:rifi·cadas por decapitación. Inmediatamente después, se-
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procedió a extraer el núcleo caudado .. 

Obtención de la Fracción .P2. 

El tejido se homogeneizó ~n sacarosa 0.23 y se obtuvo 

la fracción sinaptosomal cruda por centrifugaci~n inicial -

de 1200 x g por 10 min, el sobrenadan te resultan te fue cen

trifugado a 17000 x g por 10 min. La. pastilla obtenida en

esta última centrifugación sera referida como fracción p2 -

o fracción sinaptosomal. 

Experimentos de. libefación. 

La fracción p2 fue resuspendida en un amortiguador 

Krébs-bicarbonato con una composición milimolar de NaCl, 

115; KCl,3; Ca'C12, 2; NaHP04, 1.2; MgS04, 1.2; NaHC03, -

25; giucosa, 10; mantenido a un pH de 7.4 burbujeando con· -

una mezcla de 5% de C02, 95% de 02. 

A las alfcuolas de la.fracción sinaptosomal (15 a 20-

mg/ml), se les ~ftadio 0.1 mM de ácido·aminooxacético o lmM

de ácido a~córbico y 0.1.mM de ácido aminooxacético o lmM

de ácido ascórbico y 0.1 mM de pargilina para la captación

de 3H ácido glutámico, o 3H GAB~ y 3H norepinefrina, respe~ 

tivamente. En· segµida de una preincubación de 3 min a 37 -

C se aftadieron al1cuotas de los neurotransmisores marcados

Y se les incubó por 10 min más. Para el estudio de los va

lores basales y de li·beractón estfmulada, se tomaron alícuQ_ 

tas de 1 ml y se depositaron en unidades de filtración Mi--
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11 i.pore Cver figura)_. 

El medio fue extratdo por succi·ón y se lavo la mues-

tra 6 veces con 2 ml de amortiguador Krebs-bicarbonato li-

bre de Ca++ que contenTa 2 mM de EGTA.. La duraci~n de cada 

lavado fue de 20 segundos y cada lavado fue segu~do por la

aplicación de vacio durante 20 segundos. inmediatamente de~ 

pu~s ~e aplicó .la estimulación con un·medio Krebs-bicarbon~ 

to conténi~ndo K+ 56mM (modificando isosmóticamente la con

centración de Na+ por K+) en presencia o en ausencia de 2 -

mM de Ca++. veratrina a una concentración de 60 mg/ml •n -

presencia o ausencia de 2 mM de Ca++, ouabafna 4 mM sin 

Ca++. qufnfdina 1.4 mg/ml y monensina a concentraciones de-

0.1. 1.0. 5.0, y 10 uM (Sandoval 1980 y 1985). 

Posteriormente, se colectaron los filtrados y se les

agr.egó 10 ml de tritosol para cuantificar la radioactividad 

liberada, as'i como la radiactividad retenida en.el_fjltro -

para hacer los cálculos correspondientes. La determinación 

de protefnas se realizó de acuerdo al mªtodo de Lowry y col 

1951. 

La monensina asf como la ouabaina fueron disueltas -

en una sol ucfón al O. 05 % de etanol. 

Exprestón de los resultados 

Li~eración de los dtferentes transmisores 
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dpm en el ftl trado de cada pul so 

dpm del filtro.+ dpm totales en -
el tejido · 
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EPERIMENTOS DE LIBERACION. 
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RESULTADOS. 

Como es sabido, el alcaloide veratrina despolariza -

las terminales nerviosas por ape.rtura de los canales a so-

di~ sensibles a voltaje, provocando la acumulación de Na+ 

en las terminales nerviosas (Ulbricht 1969., Otha et al 1973 

Blaustein y Goldring 1975). Otro método empleado es la uti 

lización de ionóforos selectivos como ai mo·nensina, que 

transport• selettivamente Na+ a través de la membrana: 

Liberación de Da. 

En la figura 1 se muestra el efecto de 3 pulsos de -

veratrina (60 mg/ml) sobre la liberación de Da de la frac-

ción sinaptosomal, tanto de animales tratados como reserpi-

na como de animales control. En la gráfica de la izquierda 

correspondiente al grupo control, se conserva que durante -

el primer pulso de veratrina sé da un incremento del 200% -

sobre la línea basal de liberación, prosiguiendo este aµme.!!_ 

to hasta terminar con un 400% sobre la línea basal de libe-· 

ración en el tercer pulso. Cuando se añadió 2mM de Ca++ en 

presencia de veratrina, se observó un incremento del 600/,

el cual disminuyó durante los siguientes pulsos hasta fina-

1 tzar en un 500% sobre la linea basal de liberación. 

En la gráfica de la derecha (animales re~erpinizados), 

se observa duran te el primer pul so de veratri.na un i ncreme.!!_ 

to del 200 3, durante el segundo pulso un incremento del 

-
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400% disminuyendo en el tercer pulso hasta un 360/ sobre la-

1 ínea basal de liberación. 

La depolarización producida, por veratrina con 2mM de 

Ca++ muestra un aumento del 560%, manteniéndose durante el

segundo pulso y disminuyendo en el tercer pulso a un 400% -

sobre la lin~a basal de liberaci6n. 

El ionóforo ~specifico para. el Na+, monensina, tam- -

bién fue empleado como agente despolarizante. En la gráfi

ca izquierda de la figura 1 se muestra el efecto de difere~ 

tes concentraciones del ionóforo ~obre la liberación de Da. 

A una concentración de 0.1 mM se observa un incremento del-

503 sobre la linea basal de liberación Gnicamente hasta el-

tercer pulso. cuando se aumenta la concentración a 1 y 5 -

mM de monensina se observa un incremento marcado en la lib~ 

ración de hasta 12 veces la liberación basal en el tercer -

pulso de 5mM de monensina. Una concentración mayor del -

ionóforo (lOmM) tiene un efecto similar. En la gráfica de -

la derecha, se muestran los resultados obtenidos con dife-

rentes concentraciones.de monensina. En el caso de las co~ 

centraciones 0.1 y 1.0 fue similar que en el control, exce~ 

to que a 5mM, _en el tercer pulso es de 10 veces la linea -

ba~al de liberación. 

En muchas preparaciones de tejido nervioso, la estimu 

lación para la liberación de transmisores se induce median-
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te concentraciones altas de K+ en ausencia de calcio exter

no. Además se ha postulado que la estimulación con concen

traciones altas de potasio provoca un incremento en la en-

trada de Na+ en preparaciones sinaptosomales (Sandoval 

1980). También se ha observado que inhibiendo la ATPasa 

·Na+-K+ con ouabaina se induce un incremento en la concentr.!!_ 

ci6n interna de Na+, dando como resultado la liberación de

transmfsores. En la fi~ura 2, se observan los incrementos

producidos por la estimulaciOn con concentraciones altas 

de K+ (56mM). En la preparación control (izquierda), en 

ausencia de Ca++, el incremento se mantiene en un 130% en -

lo~ primeros pulsos, disminuyendo en el tercer pulso a un -

40% sobre la linea basal de liberación. Cuando s,e le aña-

dió 2mM de Ca++, la linea basal se incremento en un 130%,

con 56mH de K+ y de 2mM de Ca++ el incremento fue de un - -

630%, disminuyendo en los siguientes pulsos para terminar en 

un 160/ sobre la linea basal de liberación. Cuando se die

ron pulsos con ~uabaina (4x10-4M} no hubo modificación alg~ 

na. En la gráfica de la derecha se muestran los resultados 

de los animales reserpinizados. La estimulación por K+ 

56mM fue de un 300% disminuyendo hasta un 100% sobre la )i

nea basal en el tercer pulso. Cuando se añadió 2 mM ~.e ... - -

Ca++, el incremento fue de un 66% sobre la línea basal, - -

estimulando 56mM de K+ y 2mM de Ca++ el incremento fue del-

361J% sobre la linea basal de liberación. Cuando se estimu

ló con ouabaina, solamente se observó un incremento del - -

60/ sobre la línea basal de liberación hasta el tercer pul-
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so. En presencia del ionóforo monensina, ünicamente hubo 

un incremento del 100% durante el segundo pulso a una con-

centración de O.lmM sobre la linea basal de liberación. - -

Concentraciones más altas del ionóforo incrementaron 350% -

la liberación en el tercer pulso y 9.5 veces la línea basal, 

a una concentración de 1.0 y 5mM respectivamente. 

En la gráfica de la derecha de la figura 3 se observa 

que en animales reserpinizados la liberación por veratrina

fue de lOO; 350 y 275% durante el primero, segundo y tercer 

pulso, resp~ctivamente. Cuando se añadió 2mM de Ca++ junto 

con veratrina. la liberación. de Ne fue de 425% en el primer 

pulso, de 600% en el segundo pulso Y de 450 en el tercero.

El porcentaje de liberación con monensina O.lu~ fue del 50%, 

con una concentración de 1.0uM se incremento desde el pri-

mer pulso. culminando en un 200% en el tercer pulso; con --

5mM el máximo incremento fue del 700% en el tercer pulso. 

En la figura 4 se muestran los resultados del efecto

del K+ alto, quinidina y gramicidina sobre la liberación de 

Ne.· La.gramicidina. se ha observado induce el transporte -

K+.Na+ y otros cationes monovalentes a través de las membr-ª. 

nas de mitocondrias. eritrocitos y sinaptosomas (Lenhin9er-

1984}. Balser y Anderson (1969} han reportado que el alca

loide quinidina provoca contracturas en muchas preparacio-

nes aun si estas se encuentran en medios libres de Ca++. 

han propuesto que este.alcalo1de induce el movimiento de 
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Ca++ desde compartimentos intracelulares. 

Cuando se estimuló con K+ se observó que, en la prep~ 

ración control la estimulación durante el primer pulso de -

K+ fue de 40%, disminuyendo en los siguientes pulsos hasta

un 20% en el tercer pulso. Al añadir 2mM de Ca++ la estimu 

lación llegó hasta un 450% en el primer pulso y terminó 

en un 100% en el tercer pulso. 

La estimulación con quinidina (2mM), induce un incre

mento de 150% durante el primer pulso, un 215% durante el -

segundo pulso,culminando con un 250% durante el tercer pul

so. 

En la gráfica de la de la derecha se muestra que en -

la preparación reserpintzada, la estirnulación por potasio -

alto durante el primer pulso fue de 112%, disminuyendo has

ta un 95% sobre la línea basal en el tercer pulso. Cuando

se dieron estimulaciones con potasio alto y calcio, se ob-

servó un 95% sobre la línea basal en el tercer pulso. La -

estimulación con gramicidina produjo un incremento de 85% -

durante el segundo ~ulso un 85%, disminuyendo a 75% sobre -

la línea basal en el tercer pulso. 

Liberación de GABA 

La figura 5 muestra la liberación de GASA inducida -

por monensina y valinomicina. La gráfica de la izquierda-
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muestra la liberación inducida por diferentes concentracio

nes de monensina. Con una concentración de 0.1 mM no hubo

mo.di ficación aparente en la liberación, mientras que con 

1.0 mM se incrementó la liberación de GABA· en un 330% en el 

primer pulso 170% en el segundo, disminuyendo a 240% sobre

la línea basal en el tercer pulso. En la gráfica de la de

recha la presencia de valinomicina (l.OuM) un ionóforo se-

lectivo para K+, no modificó prácticam·ente la liber¡;tci6n de 

GABA. 

Liberación de Acido Glutámi~o. 

En la gráfica de la izquierda de la figura 6, se obse~ 

va el efecto dt;! diferentes concentraciones del ionóforo mo

nensina y la ausencia de sodio en el medio. En presenc.ia -

de Na+ con O.lmM no hubo modificación en la liberación del

transmisor, con 1.0 mM durante el primer pulso se incremen

tó ·en un 100%, en el segundo pulso fue de 450%, disminuyen-'

do en el tercer pulso a 275% sobre la 1 ínea basal de 1 ibera 

ción; con 5mM en el primer pulso se incremento en 250%, en

el segundo pulso 500% y disminuyó a un 400% en el tercer -

pulso. Estimulando con monensina en un medio sin sodio la

liberación disminuyó un 50% durante los 3 pulsos .con respe~ 

to a la línea basal. 

En le gráfica de la derecha de la figura 7 se observa 

la liberación inducida por el ionóforo valinomicina(l.OuM). 
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Durante el primer pulso el incremento fue del 50%, en el 

segundo pulso fue del 75%, mientras que en el tercer pulso

fue del 78% sobre la línea basal. de 1 i beración. 
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ílISCUSION: 

Los sinaptosomas del nOcleo caudado de rata se han -

empleado como un modelo para estudiar los mecanismos de li

beración de transmisores (Sandoval 1975·). Hasta el momento 

muchos de los estudios se.han dirigido principalmente a ob

servar los efectos de la entrad~ de ¿alcio a la cllula a -

travls de los canales de Ca++ sensibles a voltaje, lo cual

trae como consecuencia el disparo del acoplamiento estimu-

lo-secreci6n en el Sistema Nervioso Central (SNC}. Se ha -

considerado que el evento critico para la liberación de· - -

transmisores es el incremento de Ca++ en el citosol de las

cll ulas exitables se Ha sugerido, que este movimiento po- -

dría darse •. además del exterior desde los reservorios intr-ª._ 

celulares y de esta manera desencadenar los. procesos secre

torios de las cllulas excitables. Para el estudio de los -

procesos de liberación de transmisores se han empleado con

centraciones despolari~antes de K+ en medios lib~es de 

Ca++, que se sabe e&timulan la liberación de GABA, Ac Glut-ª._ 

mico y Norepinetrina en fracciones sinaptosomales y rebana

da.s de cerebro (Raitieri 19i5 .. , Madler 1976., Sandoval 

19 7BÍ. 

Aunque se ha discutido ace~ca de la especificidad de

la estimulaci.ón por K+ (Vargas y Orrego 1977). se ha visto

que las catecolaminas al i~ual que el GABA se acumulan en -

terminales nerviosas de donde son liberados. mas que de co~ 
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taminaci6n glial (Sandoval 1977.,Var9as 1977). En cuanto 

a la relevancia fisiológica de la estimulación en la libera 

ción por concentraciones altas de K+, se ha observado un 

incremento en el eflujos de K+, a una razón de ipmol/cm2 

por impulso en la concentración externa de K+ de entre 

7.5-lOmMol durante la actividad de las motoneuronas de la -

m~dula.espinal de rana ~Grafe 1982), aunque se ha sugerido

que estos aumentos en la concentración de K+ externo debe-

rfan ser .reducidos por acción de las células gliales (Coles 

1979). Se han observado también aumentos en la concentra- -

ción extracelular de K+ hasta de 40 mM, esto debido proba-

blemente a una modificación del espacio extracelular CH.O.

Lux lg861. Estos aumentos en la concentración de K+ proba-

ólemente llevan a una subsiguiente despolarización de la 

membrana, l~ cual trae consi~o una apertura de canales a 

na+, con la consecuente entrada y acumulación de este ion -

1-0 que daria origen, a una movilización del Ca++ de poi~s -

intracelulares. 

Tambi~n se han empleado~ las propiedad~s despolarizan 

tes de alcaloides como la ouabaina, gramicidjna, veratrina, 

quinidina, que mimetizan los efectos despolarizantes duran

te los potenciales de acción, aunque .dependientes de Ca++ -

externo. Se Ha reportado que todos estos tratamientos fn~-

crementan el Na+ interno, estimulando la libe~ación de 

GABA de terminales nerviosai (Sandov~l 1978). Además, se -
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ha examinado la liberación de GABA y dopamina, inducida por 

el ionóforo de sodio monensina (Sandoval 1985). así como -

tambiin l·a acción de este ionóforo sobre la liberación de -

transmisores en las uniones neuromusculares (Meiri y Erul-

kar 1981). 

Actualmente. se postula ·que tanto la Da como la Ne. -

se almacenan en las vesículas sinápticai y que de aquí son-

1 iberadas durante la estfmulación fisiológica (Colowinski -

1975. y Baldessarini 1975) ~ 

Se sabe que la reserpina es un inhibidor de la acumu

lación de catecolaminai en las vesfculas sinápticas in vivo, 

de tal manera que en el animal re.serpini za do hay una desap~ 

rición total de catecolami~as en las en las vesículas siná~. 

ticas (Baldesserani 1975., Stajrne 1964., Glowinski 1966.). 

En el caso de las neuronas dopaminirgicás, la reserpina di~ 

minuye la acumulación de dopamina en las vesículas, mien- -

tras que en el caso de las noradrenérgicas la N~ también -

disminuye pero por un bloqueo an la acumulación de dopamina. 

que es el sustrato de la síntesis de norepinefrina que se -

lleva a cabo dentro de las vesículas sinápticas. En estas

condiciones; se forma un sitio de almacen artificial en el

citoplasma antes de que la catecolamina tenga acceso a la -

mitocóndria, donde se lleva a cabo su degradación (Glowins

qui 1966). Sin embargo si esta actividad catabólica es in

hibida mediante pargilina, el almacen en el citoplasma es de 
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larga duración. Asi es posible tener un modelo específico

de un mismo transmisor en una poza vesicular o citoplásmati 

ca. 

De los resultados obrenidos en el presente trabajo, 

se desprende que, la liberación de transmisores es estimula 

da por una elevación de las concentraciones de sodio inter

no en terminales sinápticas purificadas. Dicho fenómeno es 

general ya que tanto los aminoácidos transmisores como ~l 

GABA. y el ácido glutámico, o las catec0 laminas como la Da

Y Ne son liberadas de terminales sinapticas por un increme~ 

to en el Na+ intracelular. 

Desde el reporte de Hodking y Hor.owicz en 1959 en do~ 

de se muestra la influencia del K+ en el potencial de mem-

brana. se ha observado que el potencial de membrana se des

polariza conforme aumenta la concentración de K+ externo. -

Algunos .estudios han mostrado que el alto K+ no sólo es un

estimulo para la liberación de sustancias transmisdras, si

no tambi{n es capaz de liberar sustancias solubles intraneu 

ro.nales (Wakade y Kirpekar 1974, Vargas et el 1977), así CQ. 

mo ami~oácidos presentes en las células gliales de la médu

la espinal de gató, como ·el GABA y el ácido glutámico 

(Minchin e !versen 1974). 

En el presente trabajo se observó, que la liberaci6n

de Da es más sensible a la acción del alto potasio en las -

preparaciones sinaptosomales no tratadas previamente con --
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reserpina, como ya se hab,a obs~rvado para el GABA en la mis 

mas condiciones (Sandoval 1~80), sin embargo la liberación

de Ne fue muy pobre, muy similar a lo repdrtado en otras -

condiciones de liberación, como la superfusión de rebanadas. 

(Vargas y Orrego 1~76). Bajo estas condiciones, sin embargo 

la presencia de Ca++ en el medio, aumenta considerablemente 

la lioeración dé Ne y en menor grado la de Da. En la prep~ 

ración pretratada con reserpfna, la estimulación con K+ 

alto, resulto en una liberación considerable tanto para Ne

como Da, aunque esta última ligeramente mayor ya que se in

cremento en aproximadamente 200% con respecto al incremento 

dado para la liberación de Ne. La presencia de Ca++ no mo

dificó sensiblement~ la liberación de Da o de Na. 

De esta manera el tratamiento con reserpina, que in--

crementa las pozas citoplasmáticas tanto de Da como de Ne -

abatio completamente la dependencia de Ca++ de una manera -

similar para ambos transmisores. Estas diferencias de sensi 

bilidad a la estimulación por K+ en presencia de Ca++ po- -

drfa deberse a los diferentes req~erimientos fónicos de las 

pozas citoplasmáticas y vesiculares de los transmisores. -

En condiciones fisiológicas Ne esta contenida en las veste~ 

las, ya que ese es su sitio tanato de sintesis como de alm~ 

cenamiento ~Potter 1962). En camb1o la Da, tiene un sitio

de ilmacen transitorio en el citopl~sma, ya que aquí se sin 

tetiza, pero se almacena en las vesículas. Esta diferencia 

puede manifestarse en cuanto a su sensibilidad a la estimu-. . 
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lación por K+ en presencia que Ca++ podría deberse a los 

diferentes requerimientos i6nicos de las pozas citoplasmáti 

cas y vesiculares de los transmisores. En condiciones fi-~ 

siológicas. Ne esta conte~ida en las vesiculas. ya que ese

es su sitio tanato de síntesis como de almacenamiento (Pot

ter.1962). En cambio la Da, tiene un sitio de almacen 

transftorfo en el citoplasma, ya que aquf se sintetiza. pe

ro se almacena en las vesículas. Esta diferencia puede ma

nifestarse en cuanto a su sensibilidad a la estimulación en 

presencia de Ca++, que aparentemente es un requisito indis 7 

pensable para la liberación eitimulada por K+ y Ca++ tanto

para Ne como para SHT (Beas 1984). Asi bajo estas condiciR 

nes la ne que es vesicular depende en mayor grado de Ca++ -

que la Da que podr!a poseer un comportamiento citoplasmáti-

co. 

Se ha mostrado que el glicosidico ouabaina induce un

incremento en la concentración interna de Na+ como resulta-

do de la inhiubición de la ATPasa Na+-K+ (Hodquino 1985,. -

Esquerro 1980 •• Anuis 1981),· Locual conduce a un incremento 

en la liberación de GABA de preparaciones si~aptosomales de 

cerebro (Sandoval 1980) y de catecolaminas de glándula 

adrenal de gato (Garcia y GArci, 1981., Mosaurel 1984). 

En nuestros experimentos, solo se observó un incremento el~ 

ro de la liberación de Da en el tercer pulso de estimula- -

ción en la preparación de animales tratados con reserpina.-
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Estos resultados nos muestran que la preparación reserpini~ 

zada es más sensible a los cambios en los flujos iónicos. -

Sin embargo, esta falta de aumento en la liberación de Da -

bien puede ser debida a que la concentración de ouabaina no 

fue la adecuada, o bien que el tiempo transcurrido entre la 

estimulación y el tiempo de liberación es muy corto, ya que 

se ha observado que el tiempo de inhibición de la ATPasa -

es de 30-40 min. en la glándula adrenal de gato (García y -

García 1981). 

Anderson en 1972 y Balser en 1969 reportaron que el -

alcaloide quiniodina provoca contracciones en preparaciones 

de músculo en medios libres de Ca+.+, por lo que han propue~ 

to que la qu~nidfna induce la liberación de Ca++ desde com

partimentos intracelulares. Tambi~n se ha propuesto que el 

Ca~+ mftocondrial deberfa ser el sistema afectado, ya que -

se ha observado la salida de 45Ca++ desde preparaciones mit~ 

condriales de cerebro, asf como de preparaciones mitocon- -

driales de músculo por estimulación con ~uinidina. La esti

mulación con este alacaloide en nuestra preparación, mostro 

un incremento considerable desde el primer pulso en ambas -

preparaciones, siendo más claro durante el tercer pulso en

la preparación no pretratada con reserpina. Estos resulta

dos concuerdan con los anteriormente mencionados, en donde

se observa una clara dependencia de Ca++ para la exocitosis 

de Ne. La semejanza entre los resultados con reserpina y -

control podrfa deberse a que la crincentración del alcaloide 
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pudo haber sido muy alta, con la consecuente saturación del 

sistema afectado por este tipo de estímulos. 

La gramicidina D es un ionóforo que permite indiscri

minadamente el paso de los iones Na+ y K+ a través de la -

membrana, y se ha observado que induce un pequeño incremen

to en la liberación de GABA (Sandoval 1980}. 

En condiciones similares en el presente trabajo, se -

observo que tiene un efecto estimulante en la liberación de 

Ne; el cual se in~rementa un 100% en las preparaciones pre

tratadas con respina. Este incremento probablemente se de~ 

be a el aumento en la sensibilidad al Na+ que presenta la -

preparación pretratada con reserpina. 

Es ·conocido que el tratamiento con veratrina de frac

ciones sinaptosomales provoca un aumento considerable en la 

liberación de GABA en ausencia de Ca++ en el medio (Sando--

val 1980}. En nuestras condiciones se observó que la vera-

trina en ausencia de Ca++ no tiene efecto sobre la libera-

ción de Ne, en cambio la Da se vio incrementada considera-

blemente en todos los pulsos. Cuando se aft~dió 2mH de Ca++ 

se incremento la liberación sensiblemente tanto para Da co

mo para Ne, aunque esta ültima presentó una sensibilida~ li 

geramente superior al Ca++. En la preparación pretratada 

con reserpina, se observó un incremento en la liberación 

para ambos neurotransmisores, pero considerablemente mayor~ 

para Da. 
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Otro de los modelos empleados para incrementar la en

trada de Na+, es el empleo del ionóforo monensina, este se

ha mostrado que incrementa la acumulación interna de Na+, -

dando un aumento en el número de mepps (potenciales excita

torios en miniatural probablemente por movimiento del Ca++ 

interno Hialina Meiri. D. Erulkar 1981). En nuestros re-

sultados se observó una dependencia a la concentración del

ionóforo, encontrándose un mayor efecto sobre la libera

ción de Da que para los demás neurotransmisores. Esta de-

pendencia nos muestra claramente las distintas sensibilida

des que. presentan los diferentes transmisores a la entrada

de Na+ a la terminal, en el caso de los postulados como ve

siculados la liberación depende del tiempo, en cambio los -

nos vesiculados como el ácido glutámico y el GABA muestran

una saturación en el tiempo que decrece en el tercer pulso. 

Esto noshabla de los distintos sistemas de almacen para - -

los diferentes transmisores que deben estar siendo regula-

dos en el citoplasma en el caso de la Da, GABA y ácido ~lu

támico. Asi mismo se ha .observado que un inhibidor de la -

calmodulina la trifluoperazina, inhibe totalmente la libera 

ción de GABA en tanto que no toda la liberación de Da, esto 

nos muestra además la diferente dependencia de Ca++ en es-

tos sistemas de liberación. Además se observa que en ause~ 

cia de Na+ no se lleva a cabo Ja liberación estimulada por-

monensina. Lo que nos d~mustra que no es un efecto del - -

ionóforo por si mismo sino que es efecto de la entrada de -

NA+ 
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También la presencia de un ionóforo selectivo para K+ 

tiene una influencia muy baja o nula sobre la liberación de 

GABA y acido glutámico. Esto es por que el K+ no tiene efe~ 

to directo sobre la estimulación de la liberación. 
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CONCLUCIO~IES. 

1)A Partir de los resultados obtenidos en el Presente tra~~o se tie9Ó a 

los si 9U i entes res.u 1 t.a.dos : 

a) La entrada'd• Na+ muY Probablemente c~nduce A un~ liberacic:Wl de Ca.++ 

de a.la.mcenes citoPlasrnat.icos~ .Probablernente mitocondrias. E.:;:te inc:t emetato 

de Ca++ sería. el resPonsable de l·a. 1 iberaci&n del trans•isor .. 

b> La. liberación de transmisores inducida. Por el inc:i-emento en la. 

concentración interna. de Na.+ en ausencia. de Ca.++ externo Pt.IE!de ser ...... 

mecanismo 9eneral que se Presenta. Para todos los tra.ns.isores. 

e> Un Posible sitio Para la re9Ula.cion de la. trans•ision nervias& est.Ar{~ 

rePresent~do Por el lugar d~ almacen del transmisor~ e$tO e~ si s... 

encuentra a.lmace-n3'.do en \. 1esiculai.s o en ·pozas citoPla~matica.s. 
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