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RESUMEN DE LA TESIS 

En el presente trabajo se invest~gó lg influencia de un 
péptido-opioide, a saber O-Ala -met -encefalinamida 
(DALA), sobre la actividad locomotora de la rata y su 
interacción con otro neurotransmisot·, la dopamina. Se 
encontró que DALA no tuvo efecto sobre la motilidad cuando 
se inyectó intracerebralmente (icv) en dosis de 10 a 40µg. 
Cuando se combinó una inyección icv de DALA con una 
inyección subcutánea (se) de anfetamina, DALA provocó un 
aumento considerable en el efecto estimulante de la 
anfetamina. Los efectos de DALA + anfetamina fueron 
parcialmente antagonizados por naloxona. El efecto normal 
del pimozide de reducir la locomoción no se afectó con la 
administración concurrente de DALA. 

Los resultados obtenidos nos hacen suponer que existe 
una compleja interacción entre los opiaceos y la dopamina, y 
que los efectos de DALA podrían explicarse mejor bajo la 
hipótesis de que los opiaceos ejercen su acción sobre el 
sistema dopaminérgico de una manera indirecta, es decir, 
inhibiendo la neurotransmisión gabaérgica. 



2 INTRODUCCJON 

Desde que John Hughes y col. ( 1975) reportaron la 
purificación, identificación y síntesis de dos encefalinas 
(Metionina-encefalina y Leucina-encefalina), ha sido de gran 
interés para los investigadores el estudio de éstos y otros 
opiaceos endógenos. A partir de entonces se han hecho 
varios descubrimientos sobre los efectos de dichas 
substancias en el control nervioso de la percepción del 
dolor, los fenómenos de adicción y tolerancia, los 
mecanismos de acción de los narcóticos, asi como de varias 
respuestas fisiológicas (respiración, circulación, 
alimentación, temperatura, respuesta sexual) y conductas 
tanto normales como patológicas. 

Sin embargo, a pesar de los grandes avances que se han 
logrado, aún existen muchas dudas y controversias sobre la 
manera precisa en que estas drogas actúan en el sistema 
nervioso. Este trabajo está dirigido a aclarar una de 
tantas incógnitas, esto es, pretende por un lado, investigar 
la existencia de una posible interacción entre dos 
neurotransmisores putativos: encefalina y dopamina, en el 
control de la actividad motora de la rata, y en caso de de 
que dicha interacción exista explicar el modo en que se 
realiza ésta. 

Existen algunas evidencias que demuestran que los 
opiaceos afectan la actividad motora. Por ejemplo, se ha 
visto que la morfina en dosis alta deprime inicialmente la 
conducta motora para despúes estimularla (Oka y Hosoya, 
1977; Smee y Overstreet, 1976). La beta-endorfina causa 
inmovilidad y rigidez muscular similar a la catalepsia que 
se observa 2n la

5
esquizofrenia (Bloom et al., 1976). Además 

la D-Ala -Met -encefalinamida tiene efectos similares a 
los de la morfina (Brady y Holtzman, 1981; Harston et al., 
1980). Inyecciones directas de DALA en el área ventral 
tegmental o en núcleo accumbens producen un aumento en la 
motilidad (Broekkamp et al., 1979; Joyce et al., 1981; Pert 
y Sivit, 1977). Como sabemos dichas estructuras son 
primordiales en el sistema dopaminérgico mesolimbico, el 
cual, se ha demostrado que es el responsable del control de 
la locomoción. Además, hay evidencias de que la naloxona, 
que es antagonista de los opiaceos, reduce la motilidad en 
ratas y ratones (Castellano y Puglisi-Allegra, 1982; 
Holtzman, 1974; Walker et al., 1981). 

Existen también algunos datos que nos sugieren la 
interacción entre los opiaceos y la dopamina en el control 
de la conducta motora. Por ejemplo, el aumento en la 
motilidad que provoca la morfina es antagonizado por el 
inhibidor de la síntesis de catecolamina 
~-metil-p-tirosina (Hitzemann et al., 1982). La naloxona, 
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por otra parte, disminuye el incremento en 
motora producido por anfetamina y dosis 
apomorfina (Hitzemann et al.,1982) 

la actividad 
moderadas de 

Todos estos datos nos hacen suponer que la encefalina, 
de alguna manera, afecta la neurotransmisión dopaminérgica 
para producir un cambio en la motilidad. Por tal motivo, se 
pensó en la importancia de estudiar los efectos de 

D-Ala2-Met5-encefalinamida (péptido opioide sintético 
sustituto de la metionina encefalina natural) sobre la 
actividad motora de la rata después de la estimulación e 
inhibición de la neurotransmisión dopaminérgica. En la 
presente investigación se estudiaron los ef~ctos de DALA 
sola o en combinación con otras dos drogas: anfetamina, que 
es un inhibidor de la recapturación de dopamina y así mismo 
provoca la liberación de dicho transmisor, y pimozide, que 
es un bloqueador del receptor dopaminérgico. 

3 



CAPITULO l 

ENDORFINAS 

1.1 HISTORIA 

Inquietud constante de los hombres a través de los 
siglos, ha sido conocer el misterio que envuelven aquellas 
substancias que alteran su estado mental. Mucho tiempo 
antes de la Grecia Preclásica, el hombre utilizaba ya el 
opio como una droga con potentes efectos narcóticos, 
analgésicos y euforizantes; sin embargo y a pesar de su uso 
tan extendido y frecuente, se desconocía la manera en que 
dicha droga provocaba su acción en el organismo. Hasta 
1806, un farmacéutico alemán, Friedrich Sertuner, logró 
aislar a la morfina (un alcaloide) del opio y la bautizó con 
dicho nombre, por morfea dios griego del sueño. A mediados 
del siglo XIX era bien conocido que la morfina era el agente 
causante de los efectos más notables del opio. Por mucho 
tiempo hubo muy pocos avances en el conocimiento de la 
droga, pero aproximadamente hacia 1969 se sabia que la 
efectividad de los opiaceos dependía, además de su 
estructura qu1m1ca elemental, de las disposiciones 
espaciales que sus moléculas pudieran adoptar, por ejemplo, 
sólo la forma levógira de la morfina es farmacológicamente 
activa. 

Las observaciones anteriores y el hecho de que los opiaceos 
aún en dosis mínimas eran capaces de tener un efecto 
farmacológico sobre el organismo, hicieron suponer a los 
investigadores que debían existir receptores para tales 
substancias. Tras un arduo trabajo, Snyder y Pert (1973) 
demostraron la existencia de receptores específicos para los 
opiaceos en el sistema nervioso. Ante tal evidencia, hubo 
la necesidad de buscar aquel "ligando endógeno" que debía 
unirse a los receptores encontrados; dicho "ligando" debla 
ser una substancia con características análogas a la 
morfina, pero que estuviera presente en el cerebro en forma 
natural, ya que los alcaloides del opio no se producen ni se 
encuentran en ningún tejido animal. 
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ENDORFINAS 

Dos anos más tarde, John Hughes et al. (1975) descubrieron 
tales substancias y las llamaron encefalinas. Dichas 
encefalinas, metionina-encefalina y Leucina-encefalina 
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Met y Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, respectivamente) 
eran pentapéptidos, es decir, moléculas formadas por cadenas 
de cinco aminoácidos. En 1976, el grupo de Roger Guillemin 
encontró en la hipófisis y el hipotálamo otras substancias 
cuyos efectos se parecian también a los de la morfina, a las 
que denominaron endorfinas: ~-endorfina, formada por 16 
aminoácidos; ~-endorfina, formada por 31 aminoácidos y 
y-endorfina, por 17 aminoácidos (Guillemin et al., 1976). 

De esta manera se probaba, pues, que los receptores 
cerebrales de la morfina en realidad son receptores de las 
encefalinas y de las endorf inas. Cabe mencionar que la 
morfina es capaz de unirse al receptor de los opiaceos 
endógenos debido a que en ambos casos la forma que sus 
moléculas adoptan en el espacio es muy semejante, aunque su 
estructura química sea diferente. 

1.2 CLASIFICACION 

Hasta la fecha se han encontrado más de una docena de 
"opiaceos endógenos" y parece que la lista sigue creciendo. 
Para fines prácticos, mencionaré aqui la clasificación que 
Bloom (1983) ha elaborado de la "Super Familia de las 
Endorfinas". Dentro de esta clasifación caen todos los 
péptidos endógenos cuyas secuencias incluyen al menos una 
cadena de aminoácidos de la Met-encefalina o de la 
Leu-encef alina y que comparten algunas acciones comunes con 
los receptores opiaceos. Se distinguen tres ramas 
principales: 

l. Péptidos de la serie pro-opio-melano-cortina 

l. Péptidos opioides 

l. ~-endorf ina 

2. ~-endorf ina 

3. y-endorfina 

2. No opioides 

l. y MSH (y melanotrof ina) 

2. ~ MSH 
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ENDORFINAS 

3. a. MSH 

2. Encefalinas 

l. Met5-encefalina 

2. LeuS-encefalina 

3. Met 5-Arg 6-Phe 7-encefalina 

3. Encefalinas Alargadas 

1. Dinorf ina 

2. a.-neo-endorfina 

3. ~-neo-endorfina 

4. Otras 

l. Kiotorfina 

2. Dermorf ina 

3. Casei-morfina 
"exorfina 11

, ya 
leche). 

(esta substancia es mas bien 
que se extrae de la caseína de la 

Es importante hacer notar que aunque en un principio se 
creía que las encefalinas y las endorfinas eran análogas, 
ahora es bien conocido que existen varias diferencias, por 
ejemplo, tienen diferentes precursores: las endorf inas 
provienen de una proteína que contiene una cadena de 264 
aminoácidos, llamada proopiomelanocortina, la cual contiene 
las cadenas de la ~-lipotropina, de la corticotropina y de 
las 3 hormonas melanotropas: a., b y y. Las 
encefalinas, por su parte, están contenidas en otra proteína 
llamada proencefalina, formada de 239 aminoácidos y 
localizada en las células cromaf inas de la médula adrenal, 
sistema nervioso central e intestino, que a su vez contiene 
las cadenas de aminoácidos de la dinorf ina, 
a.-neoendorfina, heptapéptido adrenal-cerebral y del 

péptido triptico adrenal (Bayón, 1981). Otras diferencias 
ent~e las las endorfinas y las encefalinas son su periodo de 
actividad y su localización en el sistema nervioso. La~ 
encefalinas tienen una vida activa muy corta, solo algunos 
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ENDORFINAS 

minutos, mientras que las endorfinas son estables durante 
varias horas (Bayón, 19811. 

1.3 DISTR!BUCION 

Las encefalinas se encuentran prácticamente en todo el 
sistema nervioso central, principalmente en globo pálido 
(relacionado con los sistemas p~ogramadores del movimiento}, 
núcleo central de la amigdala (forma parte de los sistemas 
que controlan la conducta emocional}, cerebro medio y médula 
espinal, particularmente en las astas dorsales donde parecen 
moderar el paso de los impulsos dolorosos provenientes de 
los nervios sensitivos. Se encuentra también encefalina en 
la substancia nigra, locus coeruleus y el núcleo de raphé, 
los cuales son núcleos en los que existe grán cantidad de 
monoaminas . En ratas, changos y gatos se ha encontrado un 
circuito encefalinérgico que se extiende de los núcleos 
paraventricular y supraóptico al lóbulo neural. Es probable 
que exista otro circuito que va de núcleo caudado y putamen 
a globo pálido. Se encuentra además encefalina en el 
sistema nervioso· periférico, incluida la retina y en las 
células cromafinas de la médula adrenal. Por su parte 
la~-endorfina se localiza en la zona tuberal del 

hipotálamo (lóbulo intermedio} y en las células 
corticotrofas del lóbulo anterior; y se ha visto que alli se 
libera en situaciones de tensión junto con la hormona 
corticotrófica. Es posible que una vez en la sangre, las 
endorfinas pudieran actuar como analgésicos, componentes de 
la reacción aguda de la tensión . La ~-endorf ina también 
se distribuye en el núcleo arcuato, en la base del 
hipotálamo; de ahl se extiende hacia la porción frontal del 
encéfalo, area anterior hipotalámica-preóptica y a través 
de la linea media dorsal del tálamo al tallo cerebral. 
Estas fibras se extienden luego hacia el locus coeruleus y 
el núcleo parabraquial, llegando en dirección caudal hasta 
el tracto solitario. Este largo trayecto parece formar 
parte, por su localización, del sistema limbico, relacionado 
con las experiencias emocionales; aunque su función ahi se 
desconoce, pudiera ser parte analgésica, ya que la 
liberación de endorf ina del cerebro medio, puede disminuir 
el dolor crónico de ciertos pacientes. 

Existen además otros núcleos específicos en los que se 
encuentran extensivas arborizaciones de fibras 
~-endorfina; son los núcleos periventricular, 

paraventricular, ventromedial y dorsomedial del hipotálamo, 
el núcleo paraventricular del tálamo, amigdala medial, 
séptum y el núcleo ventral de la estria terminal. 
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ENDORF!NAS 

Algunos estudios realizados indican que las 
Leu-encefalinas alargadas son independientes de las 
endorfinas derivadas de la proopiomelanocortina y de la 
Met-encefalina. Estas (dincrf ina y oc-neo-endorf ina) se 
distribuyen en los circuitos magnocelulares de la hipófisis 
posterior y en el hipocampo. La dinorf ina del nucleo 
hipotalámico magnocelular existe también junto con neuronas 
de vasopresina. 

Una diferencia importante, además de las ya 
mencionadas, entre las neuronas encefalinérgicas y 
endorfinérgicas es su morfologia, que podría tener una 
significación funcional. Las neuronas encefalinérgicas son 
pequenas, con axones cortos y finos, que se encuentran 
esparcidos en todo el sistema nervioso. En cambio, las 
neuronas endorfinérgicas y en general las derivadas de la 
proopiomelanocortina son más largas y fusiformes, y sus 
axones se encuentran principalmente siguiendo una vía hacia 
el núcleo paraventricular. Por tales razones, es posible 
sostener que el sistema neuronal endorf inérgico es un 
componente de la red peptidérgica endócrina en el hipotálamo 
paraventricular; por otra parte, la neuroanatomia y 
heterogénea morfologla de las neuronas encefalinérgicas 
sugiere que las encefalinas pueden mediar eventos sinápticos 
de signif icancia para muchas areas diversas y funciones del 
sistema nervioso. 

Para una revisión más amplia de los datos 
en el transcurso de este punto, ver las 
incluidas en los trabajos de Bloom (1983), 
Chapouthier (1981) y Bayón (1981). 

1.4 RECEPTORES 

mencionados 
referencias 
Rossier y 

Existen mQltiples formas de receptores opioides. Los 
tres tipos básicos definidos por Martin y col. 11976) son: 
mu o receptor morfina, kappa o receptor ketociclazocina y 
sigma o receptor SKF-10047. En vivo las drogas agonistas 
del receptor kappa se distinguen de las agonistas del 
receptor mu por la ausencia, después de una dosis aguda, de 
bradicardia y por no precipitar o suprimir el sindrome de 
abstinencia en perros dependientes de morfina. En 
contraste, una dosis de SKF 10017 produce una activación 
general del sistema nervioso ~entral incluyendo dilatación 
pupilar, taquipnea, taquicard\a y manía (Martin et al., 
1976). En 1977, al ~islar e identificar Leu y 
Met-encefalina se reveló un receptor delta o receptor 
encefalina y un receptor ~u o receptor alcaloide, presentes 
en órganos periféricos y 5Ístema nervioso central (Lord et 
al., 1977). Similarmente, el aislamiento de la 
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beta-endorfina y su demostración en el cerebro sugir10 otro 
receptor nombrado epsilon o receptor ~-endorf ina en el 
tejido cerebral y periférico (Akil et al., 1980; Schultz et 
al., 1979). Posteriores estudios de unión con el receptor 
sigma sugieren que éste puede no ser un típico receptor 
opioide, puesto que no muestra la estereoespecificidad 
clásica de un receptor opioide (tanto D y L SKF10047 son 
equipotentes) (Akil et al., 1984). 

La existencia de múltiples receptores opioides ha 
incitado a los investigadores a la búsqueda de una posible 
relación receptor-ligando única, es decir, la existencia de 
un receptor especifico para cada péptido opioide. Aunque 
algunos estudios in vitre sugieren tal relación entre las 
encefalinas y los receptores delta y la dinorf ina y los 
receptores kappa, esto no significa que esta "segregación" 
ocurra en circuitos intactos bajo condiciones fisiológicas 
(Akil et al., 1984). La existencia de varios receptores 
opioides no requiere lógicamente una relación 
receptor-ligando única, como lo muestran los hallazgos de 
múltiples receptores para la acetilcolina, dopamina, 
noradrenalina, serotonina, histamina y GABA. 

1.5 EFECTOS FISIOLOG!COS 

1.5.1 Efectos Electrofisiológicos 

El lugar (o lugares) en el que las encefalinas 
interactúan con los circuitos neuronales no está claro. Los 
estudios de liberación sugieren que los opiaceos suprimen la 
liberación de los neurotransmisores periféricamente 
(Dingledine y Goldstein, 1976; Henderson y Hughes, 1976) y 
centralmente (Loh et al., 1976; Mantel et al., 1974; Smith, 
1972), probablemente a nivel presináptico. Esta hipótesis 
se fundamenta en algunos estudios autoradiográf icos (Atweh y 
Kuhar, 1977; Pert et al., 1975) y de lesión (Atweh et al., 
1978; Lamotte et al., 1976). Sin embargo, otros 
experimentos fisiológicos parecen apoyar la localización 
postsináptica de los receptores opiaceos (Barker et al., 
1978; Zieglgansberger y Bayerl, 1976). En términos de los 
efectos fisiológicos de los opiaceos, parece haber un 
concenso general en que, a excepción de las células Renshaw 
de la médula espinal (Davies et al., 1976; Duggan y Curtis, 
1977) y las neuronas piramidales del hipocampo (Nicoll et 
al., 1977; Zieglgansberger et al, 1978) el efecto de las 
interacciones agonistas con el receptor opioide 
estereoespecifico (Nicoll et al, 1977) es reducir el disparo 
neuronal espontáneo y evocado (Bradley et al., 1976; 
Frederickson y Norris, 1976; Hill et al., 1976; Korf et al., 
1974). El efecto único de los opioides en estas células es 
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particularmente interesante, pues sugiere que el receptor 
opioide puede acoplarse funcionalmente a m~s de un tipo de 
mecanismo fisiológico efector o bien que los circuitos 
locales y/o la localización de los receptores opioides sean 
tales que los efectos excitatorios pueden ser mediados a 
través de la inhibición de otros elementos neuronales. 

1.5.2 Efectos Cardiovasculares. 

Existen algunos datos que nos hacen suponer que existe 
una posible interacción entre los opioides y el sistema 
cardiovascular. Se ha visto que para determinar el efecto 
de los agonistas y antagonistas opiaceos sobre la presión 
arterial y el pulso cardiaco es muy importante tomar en 
cuenta el cipo de receptor involucrado, la dosis empleada y 
el estado en el que se encuentt·a el animal, es decir, si 
está o no anestesiado. 

Un hallazgo relativamente consistente es que los 
agonistas opioides tienden a elevar la presión arterial y el 
pulso cardiaco ~n animales conscientes (Feuerstein and 
Faden, 1983 a; Giles y Sander, 1983) y tienden a 
disminuirlos en animales anestesiados (Faden y Feuerstein, 
1983; Kiang y Wei, 1983). Sin embargo, la dosis empleada, 
como ya se dijo, afecta los resultados, puesto que una dosis 
aumentada de dermorfina eleva la respuesta cardiovascular 
mientras que una baja la suprime (Feuerstein, 1983 b). El 
péptido que se utilice tamb~én detirminj la efectividad en 
la respuesta, ya que D-Ala -MePhe -Gly -al encefalina 
(DAGO) que es un agonista del receptor mu, eleva la presión 
arterial y tiene un efecto bifásico en el pulr2 cardiaco, y 
una encefalina tetrapéptida dimérica (DTE ), que es un 
agonista del receptor delta, no tiene efecto (Pfeiffer et 
al., 1983). Resultados similares a los de DAGO se han 
encontrado utilizando morfina, con un decremento inicial del 
pulso cardiaco, seguido de un marcado incremento. 

Se ha observado también que la naloxona en animales 
anestesiados incrementa la presión arterial (Giles y Sander, 
1983), sin embargo, en animales conscientes no tiene efecto, 
ni tampoco la naltrexona (Byrd, 1983; Freye et al., 1963). 
Existen algunos reportes clínicos en los que se ha utilizado 
naloxona en el tratamiento de la hipotensión y se ha visto 
que esta droga provoca un incremento transitorio en la 
presión arterial (Higgins et al., 1983; Pasi et al., 1963 
b). 
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1.5.3 Efectos Respiratorios 

La mayoría de las investigaciones realizadas en esta 
área reportan que los agonistas opiaceos tienen un efecto 
depresivo en la respiración, lo cual no es sorprendente ya 
que desde hace tiempo se conoce que una sobre dosis de 
morfina es capaz de producir la muerte por paro 
respiratorio. Observaciones recientes indican que la 
Met-encefalina (Lagamma et al., 1983) y análogos de la 
encefalina como DAGO, D-Ala2-D-Leucinencefalinamida {DADL), 
FK33-824 y Tir-D-Ser-Fe-Leu-Tur {Faden y Feuerstein, 1983; 
Pazos y Flors, 1983), y dermorfina (Feuerstein, 1983 a) 
suprimen la respiración tanto o más que la morfina. Los 
efectos de la dermorfina, sin embargo, dependen de la dosis, 
ya que una dosis alta suprime la respiración pero una dosis 
baja la incrementa, lo cual es una curva bifásica tipica de 
varias de estas substancias, 

Sólo hay un estudio que no coincide con los anteriores, 
el cual reporta que la respiración no es afectada por DAGO o 
DADL {Feuerstein et al., 1983 b). En este estudio las ratas 
estaban conscientes mientras que en los otros estaban 
anestesiadas {Freye et al., 1983; Wheeler y Farber, 1983). 
En otro estudio {Long y Lawson, 1983) se vio que la naloxona 
mejoró dramáticamente la respiración de cerdos neonatos 
cuando éstos tenlan menos de 10 dlas de edad, pero la 
mejorla fue menor cuando los cerdos tenían de 20 a 34 días 
de nacidos, indicando esto que los opioides tienen una menor 
influencia sobre la respiración conforme aumenta la 
maduración. Pudiera ser que los péptidos opioides endógenos 
sólo son capaces de regular la respiración en la fase 
temprana del desarrollo. 

Siguiendo esta linea de investigación, se ha propuesto 
que los opioides endógenos podrian estar involucrados en el 
síndrome de la "muerte en la cuna", puesto que las 
complicaciones respiratorias parecen ser las principales 
responsables de la muerte de estos niños. Se ha encontrado 
un nivel elevado de a-endorfina en el tallo cerebral de 
los niños victimas de este síndrome, por lo que se ha 
sugerido una posible interacción entre la alta concentración 
de opioides endógenos en el tallo cerebral y la respiración 
severamente deprimida asociada con dicho síndrome {Pasi et 
al.,1983a). 

1.5.4 Efectos Termoregulatorios. 

Es bien conocido que la morfina tiene un efecto 
bifásico sobre la temperatura, aunque los mecanismos 
involucrados no son claros. Se ha visto que la dosis es una 
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variable importante sobre los efectos que produce la 
morfina; por ejemplo, una dosis baja produce hipertermia 
mientras que una alta induce hipotermia, y ambos efectos son 
reversibles con naloxona (Geller et al., 1983). El estado 
de estress que produce la situación de prueba también parece 
afectar los resultados, puesto que las ratas que han sido 
manipuladas antes de la prueba tienen hipertermia monofAsica 
después de la administración de morfina, en cambio, en las 
ratas que no han tenido una previa manipulación, la morfina 
tiene un efecto bifAsico hipo-hipertérmico (Benedek y Obal, 
1983). Se ha observado que la morfina no tiene efecto sobre 
la temperatura en ratas hipertiroideas (Kasson y George, 
1983), indicando ésto la importancia de la tiroides en los 
efectos opioides en la termoregulación. La ~-endorfina y 
Met-encefalina producen hipertermia la cual es antagonizada 
por naloxona a niveles comparables con los producidos por 
pequenas dosis de morfina (Kandasamy y Williarns, 1983). La 
hipertermia inducida por ~-endorfina es parcialmente 
dependiente de la edad, ya que los monos aranas mayores de 9 
anos fueron más afectados que los jóvenes, lo cual sup~ne la 
posibilidad de una mayor sensibilidad a los opioides con la 
edad (Murphy y Lipton, 1983). 
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CAPITULO 2 

INTERACCION ENTRE ENCEFALINA Y OTROS NEUROTRANSMISORES 

Con el fin de facilitar la comprensión de este capitulo 
a continuación se ilustra un esquema de los circuitos 
neuronales a los que nos referiremos en el contexto de este 
trabajo. (Tomado de Gale y Casu, 1981) 

ST = N!JCLECB SUBTAIJ\MICCS 

C P CAUDADO PUT AMEN 
GP GLOBO PALIOO 
SN SUBSTANCIA NJGRA 

13 
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Algunas fibras ascendentes que contienen dopamina, se 
originan en los cuerpos celulares en la zona compacta de la 
substancia nigra (SN) y terminan en el núcleo caudado y 
putamen (estriado). Estas terminales dopaminérgicas pueden 
formar sinapsis axodendriticas con interneuronas estriadas 
(colinérgicas y gabaérgicas) y también sinapsis axoaxónicas 
con proyecciones aferentes a la corteza (glutamatol. Las 
terminales de las neuronas que contienen encefalina en el 
estriado pueden formar sinapsis axoaxónicas con terminales 
dopaminérgicas, y también pueden interactuar mutuamente con 
interneuronas gabaérgicas estriadas, formando un circuito 
local de retroalimentación en el estriado. Las diversas 
vlas aferentes del estriado (corticales, talárnicas nigrales 
y del rafé) convergen en las interneuronas estriadas 
colinérgicas y gabaérgicas, las cuales de vuelta actúan en 
las vias estriadonigrales y estriadopalidales. Se han 
identificado vlas estriadonigrales que contienen GABA asi 
corno vías que contienen substancia P. El globo pálido 
recibe proyecciones gabaérgicas del estriado y envía 
proyecciones gabaérgicas a la SN. 

La estimulación de los receptores dopaminérgicos en el 
estriado está asociada con la inhibición de interneuronas 
estriadas colinérgicas y posiblemente gabaérgicas (estas 
neuronas probablemente están conectadas en serie) y con un 
incremento en la transmisión inhibitoria (probablemente 
gabaérgica) en SN. Contrariamente, la reducción o bloqueo 
de la transmisión dopaminérgica estriada está asociada con 
un incremento en la transmisión excitatoria (posiblemente 
subst. P). Las terminales gabaérg icas en SN pueden 
terminar directamente en las dendritas de las neuronas 
dopaminérgicas, y además pueden formar conexiones sinápticas 
con interneuronas, terminales aferentes a la SN, y 
proyecciones nigrales eferentes a tálamo, calículo superior 
(téctum) y formación reticular tegmental iGale, 1981 
(referencias incluidas en su artículo)¿, 

2.1 INTERACCION ENTRE DOPAMINA Y GABA 

El tracto gabérgico estriado-nigral está bajo el 
control de terminales dopaminérgicas en el estriado. 
A~gunos autores proponen que las terminales doparninérgicas 
e)ercen una influencia inhibitoria sobre interneuronas 
gabaérgica del estriado, las cuales a su vez hacen sinapsis 
con otras neuronas gabaérgicas provocando una influencia 
desinhibitoria en la actividad GABA estriadonigral (Gale y 
Casu, 1981; Robet'ts, 1976; Mao et al., 1977 l. Desde este 
punto de vista la actividad sináptica mediada por GABA en 
substancia nigra está aumentada por la influencia de neuonas 
dopaminérgicas. Es probable, por tanto, que muchas de las 
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acciones conductuales de estimulantes dopaminérgicos sean 
expresadas a través de la liberación de GABA en substancia 
nigra. Está de acuerdo con este supuesto, la similaridad 
observada entre las conductas estereotipadas inducidas por 
agonistas de dopamina y las conductas inducidas por la 
activación bilateral de receptores GABA en substancia nigra 
(Scheel-Kruger et al., 1977}. Además las respuestas 
conductuales a la estimulación unilateral de receptores 
estriados de dopamina es cualitativamente similar a la 
estimulación unilateral de receptores nigrales GABA: ambas 
manipulaciones causan rotación contraversiva (Arnt y 
Scheel-Kruger, 1979; Oberlander et al., 1979), Lo que es 
más, el bloqueo de receptores nigrales GABA puede atenuar el 
comportamienco estereotipado inducido por el agonista de 
dopamina, apomorfina (DeMontis et al., 1979), apoyando esto 
la idea de que algunos de los efectos conductuales de la 
estimulación de dopamina pueden depender de la transmisión 
GABA en SN. 

Es posible entonces, que alteraciones cron1cas de GABA en SN 
podrian contribuir a algunos de los cambios conuctuales 
observados después de un tratamiento prolongado con 
antagonistas de dopamina (Gale y Casu, 1981), Es bien 
sabido, por ejemplo, que una respuesta conductual aumentada 
(supersensibilidad} a estimulantes de dopamina puede 
observarse cuando los animales son sometidos a prueba 5-10 
dias después de la terminación de un tratamiento crónico con 
neurolépticos {Tarsy y Baldessarini, 1974). Se ha 
demostrado que el tratamiento crónico con drogas 
neurolépticas da como resultado un incremento en la densidad 
de los receptores GABA en SN, asi como una respuesta 
conductual aumentada ante la estimulación de estos 
receptores {Gale, 1980 b). Asi, es posible especular que la 
respuesta aumentada a agonistas de dopamina después de un 
bloqueo crónico de receptores DA es en realidad debida al 
hecho de que los receptores GABA de la SN que median esta 
respuesta se han vue~to supersensibles {Gale y Casu, 1981). 

Un argumento similar puede usarse para explicar el 
movimiento rotatorio contralateral inducido por la 
apomorfina en ratas unilateralmente lesionadas con 6-hidroxi 
dopamina ( 6-0H DA} {Ungerstedt, 1977}. De nuevo, tenemos 
una situación en la que los receptores GABA muestran una 
respuesta supersensible en la SN del hemisferio lesionado. 
Estos receptores serian, entonces, más sensitivos a GABA 
liberada en SN como un resultado indirecto de la 
estimulación del receptor de dopamina en el estriado; se 
esperarla que las ratas tuvieran un movimiento rotatorio 
contraversivo al lado supersensible (Gale y Casu, 1981). 
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Otra forma en que la estimulación del receptor de dopamina 
puede influir sobre la actividad GABA nigral es mediante la 
acción directa en SN. Hay evidencia de que adenilciclasa 
sensible a dopamina puede estar localizada en las terminales 
de las aferentes gabaérgicas a SN (Gale, 1980 c) y es 
posible que la activación de estos receptores podria 
aumentar la liberación de GABA en SN. Bajo este contexto, 
es interesante que Kozolowski y col. (1980) pudieran provocar 
una rotación contralateral inyectando apomorfina 
directamente en la SN de ratas lesionadas con 6-0HDA, más 
aún, que esta rotación fuera suspendida al quitar 
previamente las aferentes GABA a SN. Asi, algunas de las 
acciones de los estimulantes de dopamina pueden ser 
ejercitadas a través de receptores presinápticos en las 
terminales gabaérgicas en SN, y esta acción puede ser 
revelada o exagerada bajo condiciones (ejem. lesiones con 
6-0HDA) que inducen supersensibilidad del receptor. 

Si una alteración de los receptores GASA en la SN puede 
explicar cambios en las respuestas conductuales ante los 
estimulantes de dopamina, lqué rol juega la 
supersensibilidad' de los receptores de dopamina?. Por 
varios años se había asumido que el aumento en las 
respuestas conductuales ante los agonistas de dopamina 
(después de bloquear el receptor de dopamina o de lesionar 
con 6-0HDA) era un resultado directo de la supersensibilidad 
del receptor de dopami na. El hecho de que les iones 
unilaterales con 6-HODA o que el tratamiento crónico con 
neurolépticos causara un incremento en la unión de 
antagonistas de dopamina marcados radioactivamente era una 
fuerte evidencia para apoyar la superensibilidad del 
receptor de dopamina. Los estudios de unión y los estudios 
conductuales fueron a partir de entonces considerados como 
reflexivos del mismo fenómeno y se infirió una relación de 
causalidad (List y Seeman, 1980). Recientemente, sin 
embargo, esta relación ha sido cuestionada, principalmente 
porque el curso temporal para el desarrrollo de la 
s~persensibilidad conductual y el aumento en la unión de 

H-spiperona (antagonista de dopamina), no es consistente 
uno con otro (Staunton el al., 1981). Además, se ha 
reportado una marcada supersensibilidad conductual a los 
agonistas de dopamina bajo condiciones en las que no se ha 
detectado ninguna alteración de los receptores de dopamina 
en el estriado (Mailman et al., 1981). Otra evidencia que 
apoya el rol crítico que ejercen los receptores GABA sobre 
el desarrollo de las respuestas supersensibles a los 
agonistas de dopamina, proviene de estudios con 
neurolépticos crónicos en los cuales se hubo administrado 
concurrentemente un agonista del receptor GABA. Primero, 
debe hacerse notar que la administración crónica de 
agonistas GABA es improbable que prevenga la proliferación 
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de receptores de dopamina en el estriado (Bartholini et al., 
1980); por el contrario, se ha observado que estos agentes 
en realidad causan un incremento en los receptores 
dopaminérgicos estriados, probablemente como resultado 
indirecto de la depresión en la actividad de las neuronas 
nigroestriadas. Sin embargo, Lloyd y Worms (1980) 
encontraron que la supersensibilidad conductual a la 
apomorfina, que es normalmente producida por el tratamiento 
crónico con haloperidol, fué significativamente reducida en 
ratas que hablan sido tratadas crónicamente con un agonista 
de GABA concurrentemente con el tratamiento de haloperidol. 
Esto sugiere que previniendo el desarrollo de receptores 
GABA supersensibles, la estimulación crónica de receptores 
GABA puede atenuar el desarrollo de la supersensibilidad 
conductual a los agonistas de dopamina (Gale y Casu, 1981). 

Al mismo tiempo que la información fluye del estriado a 
la SN y después a tálamo, collculos y tegmento, una cierta 
cantidad de esta información regresa al estriado a través de 
la vla nigroestriada. En este contexto, las neuronas 
dopaminérgicas nigroestriadas podrian verse como una via de 
retroalimentación: responsable de monitorear la actividad 
de relevo que pasa por la SN, y conformemente ajustando la 
armenia en el estriado. La información que converge en el 
estriado proveniente de toda la corteza debe ser integrada, 
condensada e inevitablemente canalizada a través de impulsos 
de salida nigrales y palidales. Quizás la dopamina 
participa en este proceso convergente controlando el patrón 
y la velocidad del flujo de información a través del 
estriado, haciendo esto en cordinación con la actividad 
neural proveniente de la SN (Gale y Casu, 19811. 

Hasta aqui nos 
neurofisiológico 
neurotransmisores. 
sobre la actividad 

hemos 
de la 

Ahora 
motora. 

referido sólo al aspecto 
interacción entre estos dos 

nos referiremos a sus efectos 

La hiperactividad en ratones inducida por morfina, 
anfetamina y apomorfina es un fenómeno bien estudiado. Esta 
estimulación está asociada con un incremento en la 
liberación de catecolaminas, y agentes que reducen la 
actividad funcional de neuronas catecolaminérgicas 
(reduciendo la liberación de catecolaminas o bloqueando los 
receptores catecolaminérgicos postsinápticos) pueden 
antagonizar esta elevada actividad (Costa y Grattini, 1970; 
Engel y Carlsson, 1976; Kuschinsky , 1976). Evidencias 
experimentales han mostrado que drogas gabaérgicas, 
incluyendo el congénere de GABA y-butirolactona (GBL) y el 
inhibidor de la transaminasa de GABA, ácido aminooxiacético 
(AOAA), pueden inhibir el disparo de las neuronas que 
contienen dopamina, tanto en el sistema mesolimbico como en 
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el estriado (Anden y Wachtel, 1977; Fuxe et al., 1975; 
Kaariainen, 1976). Otros hallazgos indican que las drogas 
gabaérgicas pueden suprimir selectivamente la estimulación 
locomotora inducida por etanol (Cott et al, 1976) y por la 
hormona liberadora de tirotrofina (Cott y Engel, 1977 b). 
Estos estudios enfatizan la importancia de la posible 
interacción entre las drogas gabaérgicas y el sistema 
dopaminérgico neuronal para el mecanismo responsable del 
efecto supresivo en la motilidad. Además, da soporte a este 
mecanismo, la observación de que pequeñas dosis de GABA 
administrada intraperitonealmente, selectivamente inhibe la 
hiperactividad inducida por etanol y causa una 
correspondiente inhibición de las neuronas que contienen 
dopamina (Carlsson y Biswas, 1976). Así pues, el mecanismo 
por el cual las drogas gabaérgicas son capaces de inhibir la 
hiperactividad inducida por las drogas catecolaminérgicas, 
puede ser debido a la inhibición presináptica de las 
neuronas dopaminérgicas ocacionada por la habilidad de las 
drogas gabaérgicas para suprimir la frecuencia de disparo de 
estas neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, es posible 
también que estén involucrados mecanismos postsinjpticos, ya 
que en un experimento en el que se eliminaron las posibles 
influencias presinápticas con el tratamiento previo de 
reserpina y oc-metiltirosina, las drogas gabaérgicas 
tuvieron el mismo efecto (Cott y Engel, 1977a). Existen 
otros datos que apoyan es ta suposición. Por ejemplo, la 
inyección bilateral de 0-sultato de etanolamina (EOS, 
inhibidor de la transaminasa de GABA) en globo pálido 
antagoniza la estimulación locomotora inducida por la 
aplicación directa de dopamina en el núcleo accumbens 
(Pycock, 1976 b). Además, la inyección unilateral de GABA 
en el núcleo caudado elimina la rotación contralateral 
inducida por dopamina o apomorfina (Cools y Janssen, 1976), 
mien~ras que la inyección bilateral de EOS en el núcleo 
accumbens previene la estimulación locomotora inducida por 
aplicación directa de dopamina en el núcleo accumbens y por 
administración periférica de anfetamina (Pycock, 1976 a). 
Aún más, la liberación de dopamina en el núcleo caudado es 
aumentada por la aplicación local de antagonistJs GABA, 
bicuculina y picrotoxina, y es disminuida por la aplicación 
de GABA (Bartholini y Stadler, 1975). En resumen, todos 
estos datos nos hacen suponer que la hiperactividad inducida 
por drogas catecolaminérgicas puede ser selectivamente 
antagonizada por el aumento de la actividad funcional de los 
sistemas neuronales que contienen GABA a través de la 
inhibición de neuronas catecolaminérgicas pre y 
postsinápticas. 
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2.2 INTERACCION ENTRE ENCEFALINA Y DOPAMINA 

Por medio de técnicas autoradiográficas y de 
radioinmunoensayo se ha visto que los receptores opiaceos y 
las encefalinas endógenas están asociadas con las neuronas 
dopaminérgicas. Existen altas concentraciones de 
Leu-encefalina y Met-encefalina en regiones cerebrales que 
contienen cuerpos y terminales catecolaminérgicas. En 
particular fibras que contienen encefalinas se han 
encontrado en moderada a alti densidad en el área ventral 
tegmental (AVT) y núcleo accumbens (Sar et al., 197B: 
Wamsley et al., 19BO). El AVT, llamada también región A-10, 
contiene alta densidad de cuerpos dopaminérgicos y tiene 
proyecciones axon1cas ascendentes a una variedad de 
estructuras limbicas, formando los sistemas dopaminérgicos 
mesocorticales (área medial prefrontal, corteza cingulada y 
entorrinal) y mesollmbicas (septum, tubérculo olfatorio, 
núcleo accumbens, complejo amigdaloide y corteza piriforme 
(Moore y Bloom, 1978). Este último sistema tiene una 
función importante en la regulación de las conductas 
exploratorias y locomotoras (Fink y Smith, 19BO). 

Una variedad' de estudios conductuales y bioquimicos han 
dado evidencias de que el sistema cerebral encefalinérgico 
puede influir la función de neuronas dopaminérgicas 
mesollmbicas. Micro inyecciones de morfina o de DALA en el 
AVT del cerebro de rata producen un incremento en la 
actividad motora espontánea parecida a la que se observa 
después de provocar farmacológicamente la liberación de 
dopamina en mesolimbo (con anfetamina, por ejemplo) (Joyce 
et al., 19Bl; Broekkamp et al., 1979; Kelley et al., 19BO), 
y este efecto es antagonizado por la inyección sistémica de 
naloxona y haloperidol . Pert y Sivit (1977) observaron que 
la administración de modina o DALA en el núcleo accumbens 
produce un aumento en la actividad locomotora y este efecto 
puede ser bloqueado por una inyección sistémica de naloxona, 
o de haloperidol en núcleo accumbens o bien, después de una 
lesión previa en las neuronas AlO con GHO-DA. Además, 
receptores opiaceos identificados con 3H naloxona, están 
localizados en terminales dopaminérgicas en el núcleo 
accumbens (Pollard et al., 1977) y Hong y col. ( 197B) 
demostraron que la administración crónica de antagonistas de 
dopamina produce un aumento en Met-encefalina inmunoreactiva 
en el núcleo accumbens. 

El globo pálido también recibe innervación 
dopaminérgica de las neuronas A9 de la substancia nigra y 
tiene una de las más altas concentraciones de receptores 
op1aceos (Bradley et al., 1976; Atweh y Kuhar, 1977) y 
terminales encefalinérgicas (Wamsley et al, 1980). Esta 
innervación encefalinérgica presumiblemente surge de 
nueronas en el estriado que forman una gran proyección 
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estriadopalidal (Cuello y Paxinos, 1978). En esta región se 
ha encontrado que los opiaceos también inducen cambios en la 
locomoción. Inyecciones de DALA y D-Ala2-D-Leu5-encefalina 
producen un incremento en la respuesta motora, 
dosis-dependiente, el cual es antagonizado con naloxona 
(Joyce et al., 1981). Varios estudios apoyan la idea de que 
los péptidos opioides afectan la actividad de las neuronas 
dopaminérgicas nigroestriadas. Pot· ejemplo, se conoce que 
el tratamiento agudo con opiáceos incrementa el recambio de 
dopamina (Algeri et al., 1977; Kuschinsky y Hornykiewicz, 
1974), que se refleja por un aumento en los niveles de ácido 
homovanilico y ácido dihidroxifenilacético (DOPAC) en el 
estriado. Se ha encontrado también que en la via 
dopaminérgica nigro-estriada los opiaceos provocan efectos 
conductuales que coinciden con la activación de neuronas 
dopaminérgicas (Iwatsubo y Clouet, 1977). Además, en este 
sistema I;iatsubo y Clouet encontraron que la administración 
sistémica de morfina produce un aumento en el disparo de 
neuronas dopaminégicas, y Biggio y col. (1978) reportaron 
un aumento en la sintesis de dopamina en el estriado después 
de una infusión intraventicular de DALA. De acuerdo con 
estas observaciones, se han encontrado receptores opiaceos 
en las terminalés de dopamina del estriado (Pollard et al., 
1977 b). 

Todos estos datos nos harian suponer que los opiaceos 
ejercen una acción facilitadora sobre las neuronas 
dopaminérgicas, La manera en que lo hacen ha sido muy 
discutida y aún no está clara. Pollard y col. (1977 b) 
proponen que la morfina ejerce su acción a nivel 
presináptico mediante la interacción con receptores opiaceos 
localizados en las terminales dopaminérgicas estriadas. 
Según Kuschinsky y Hornykiewicz (1974) la acción que produce 
la morfina es un desplazamiento,("diversión") de la dopamina 
nueva, sintetizada en los sitios de almacenamiento 
(vesiculas) a los sitios de catabolismo. Asi esta 
"diversión" resulta en una deficiencia de la dopamina 
disponible para ser liberada en los receptores, dando 
catalepsia como su correlato farmacológico, y despúes un 
aumento en la sintesis de dopamina como una medida 
bioquimica compensatoria. En resumen, el papel que juega 
aqui la morfina es el de un modulador de la liberación de 
dopamina, de una manera inhibitoria, y el aumento en la 
sintesis de dopamina es sólo su efecto secundario. 

Otros estudios (Nicoll et al., 1980; Lee et al., 1980; 
Zieglgansberger et al., 1979) sugieren que las encefalinas 
no hacen sinapsis directa con cuerpos celulares 
dopaminérgicos, sino que ejercen su acción inhibiendo 
neuronas inhibitorias (probablemente gabaérgicas) que hacen 
sinapsis con las neuronas dopaminérgicas. Tal mecanismo se 
propone para explicar la excitación de las neuronas 
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piramidales del hipocampo resultante de una inyección de 
encefalina (Dunwiddie et al., 1980). 

2.3 INTERACCION ENTRE ENCEFAL!NA Y GABA. 

La manera en que los opioides interactúan con neuronas 
gabaérgicas es poco conocida; sin embargo, existen datos que 
suponen que las encefalinas tienen un efecto inhibitorio en 
la neurotransrnisión gabaérgica. Por ejemplo, se ha 
demostrado que los opiaceos disminuyen el recambio de GABA 
en el núcleo caudado después de una inyección sistémica o 
intracaudal de morfina (Moroni et al. 1979). Así rnisrno, 1 ~e ha vis~o que la rnetionina-encefalina 3n dosis bajas (10-
a 10- M) inhibe la liberación de H-GABA estimulado por 
K+ de sinaptosomas cerebrales de rata de una manera 
dosis-dependiente y esta inhibición se puede prevenir con 
naloxona (Brennan et al, 1980). Este hallazgo implica la 
existencia de receptores opiaceos en las terminales 
nerviosas gabaérgicas a través de las cuales la liberación 
de GABA podría ser modulada. Por esto se ha sugerido que la 
excitación de ciertas neuronas (ejemplo: neuronas CAl 
piramidales del hipocampo y células Renshaw de la médula 
espinal) provocada por los péptidos opioides sea 
consecuencia de la inhibición de la liberación de GASA de 
las interneuronas inhibitorias adyancentes (Dunwiddie et 
al., 1980; Lee et al., 1980). Sin embargo, aunque la 
mayoría de los estudios realizados coinciden en que la 
excitación inducida por los opioides en estas neuronas es 
debida a un bloqueo de las vías inhibitorias gabaérgicas, 
hay desacuerdo en la manera en que lo hacen. Asi tenernos 
que Dunwiddie y col. (1980) encontraron que DALA no pudo 
bloquear el efecto depresivo de GABA sobre el disparo de las 
neuronas piramidales CAl. Por el cont~ario, cuando se 
usaron niveles subefectivos de GASA y DALA, se sumaron los 
efectos depresivos, en vez de anularse. Em~ero, al 
administrar DALA iontoforéticamente en preparaciones de 
rebanadas del hipocampo se vió un efecto depresivo en el 
disparo de las interneuronas inhibitorias. Este hallazgo 
sugiere que la respuesta excitatoria de las neuronas 
piramidales reportadas in situ (Zieglgansberger et al., 
1978) y en rebanadas de hipocampo (Dunwiddie et al., 1980) 
es debido a una desinhibición. Dichos datos se 
correlacionan con los de Zieglgansberger (1978) en los que 
la excitación en las células piramidales fue bloqueada por 
iontoforesis de magnesio o bicuculina. 

Recientemente Agmo y col. (1985) estudiaron la 
interacción entre naloxona y GABA en el control de la 
actividad locomotora de la rata. Ellos proponen que 
mecanismos gabaérgicos participan en la inhibición de la 
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locomoción causada por la naloKona. En sus eKperirnentos se 
encontró que la bicuculina y picotroxina (antagonistas del 
receptor GABA) son capaces de inhibir los efectos depresivos 
causados por naloKona (la naloxona no tuvo efecto sobre la 
actividad ya que estaban bloqueados los receptores GABA). 
Además se vió que esta última potenció el efecto del 
baclofen (agonista del receptor de GABA) reflejandose en una 
fuerte inhibición de la conducta motora. Asi mismo, 
naloKona fue capaz de potenciar el efecto inhibidor del 
1-acetilenGABA (inhibidor de la transaminaza de GABA). 

Estos datos sugieren que la naloxona facilita la 
neurotransrnisión gabaérgica y dado que la naloKona es el 
antagonista del receptor opiaceo, cabe suponer que la 
encefalina, de alguna manera, bloquea la neuorotransrnisión 
gabaérgica, lo cual, corno ya hemos visto es una. posibilidad 
fundamentada. 

2.4 INTERACC!ON ENTRE ENCEFALINA, GABA Y DOPAMINA. 

Es importante hacer notar que recientemente se ha 
identificado al sistema mesolimbico, en particular el núcleo 
accurnbens, corno el responsable de la iniciación del 
movimiento y la locomoción (Carey, 1983; Johnels, 1982), 
mientras que el cuerpo estriado parece ser necesario en el 
control del tono muscular y la postura (Anden y Johnels, 
1978; Barbeau, 1978). Asimismo, se ha sugerido que la 
akinesia (inmovilidad total) podria depender de la 
liberación insuficiente de doparnina en el área rnesolirnbica, 
y la rigidez y catalepsia podría ser provocada por la falta 
de transmisión en el área nigroestriada de estas vías 
doparninérgicas (Johnels, 1982). Aunque más adelante veremos 
que algunos investigadores no están de acuerdo en atribuir a 
las neuronas dopaminérgicas la responsabilidad de la rigidez 
muscular, si concuerdan en que sea el estriado el causante 
de ésta (Havernann et al., 1980). Por esta razón 
analizaremos separadamente los efectos de la encefalina en 
el sistema nigro-estriado y en el mesolirnbico. 

Sistema nigro-estriado 

Las vias aferentes más importantes que llegan al 
estriado provienen del núcleo talárnico intralaminar de la 
corteza (glutamato), del núcleo dorsal del raphé 
(serotonina) y principalmente de la substancia nigra, pars 
compacta (doparnina). Esta última ha sido muy estudiada ya 
que se encuentra alterada o interrumpida en la enfermedad de 
Parkinson o después de la administración de neurolépticos. 
Principalmente existen dos sistemas de salida del estriado, 
uno que va del globo pálido v!a tálamo y otro que llega a la 
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substancia nigra. En ambos sistemas parecen estar 
involucradas neuronas gabaérgicas. Además, algunas de las 
neuronas gabaérgicas parecen inhibir neuronas 
dopaminérgicas nigrales ( Iwamoto y Way, 1977), sugiriendo 
'esto un circuito de retroalimentación nigro-estriado-nigral 
al que ya nos hemos referido en el capítulo 2-1. 

En el estriado, los opioides alteran tanto los 
mecanismos de entrada como los de salida. La entrada a 
través de neuronas dopaminérgicas es alterada al provocar un 
incremento en el recambio de dopamina (Kuschinsky, 1976; 
Algeri et al, 1977), La salida también parece ser alterada 
ya que despúes de la administración de apiades aparece 
akinesia, catalepsia y rigidez muscular. El incremento en 
la síntesis y recambio de dopamina inducido por los opioides 
podría ser debido, como proponen Biggio y col. ( 1978) y 
Kuschinsky (1976), a un mecanismo compensatorio inducido 
localmente en las terminales nerviosas dopaminérgicas contra 
la inhibición de la liberación de dopamina causada por los 
opiaceos. Biggio encontró un incremento en slntesis y 
recambio de dopamina en el estriado después de inyectar DALA 
en esta región, aún después de haber destruido los cuerpos 
celulares estriaoos con acido kainico, sugiriendo esto un 
proceso local y no una activación de las neuronas 
dopaminérgicas a través del circuito nigro-estriado. Otra 
alternativa seria que las neuronas dopaminérgicas 
nigro-estriadas fueran activadas directa o indirectamente a 
través de los receptores opiaceos locali~ados en la 
substancia nigra. Esta suposición está fundamentada por la 
observación de que al inyectar varios opioides 
unilateralmente en la substancia nigra se produce una 
conducta de rotación contralateral (lwamoto y Way, 1977), 
mientras que al inyectarlos bilateralmente se produce un 
incremento en la actividad locomotora (Biggio et al., 1978) 
y una conducta estereotipada (Iwamoto y way, 1977), además, 
inyecciones de morfina en la substancia nigra incrementaron 
la concentración de DOPAC en el núcleo caudado. Havemann y 
col. (1980) proponen que los receptores opioides que median 
esta activación de las neuronas dopaminérgicas están 
localizados en neuronas aferentes a la substancia nigra, 
cuyos cuerpos celulares se localizan en el núcleo caudado y 
que son muy probablemente gabaérgicas. 

En resumen, existen dos posibles mecanismos por medio 
de los cuales los opioides producen un aumento en el 
recambio de dopamina: uno rápido, que refleja un proceso 
presináptico regulatorio contra un decremento inicial de la 
liberación de dopamina, (que se manifiesta conductualmente 
como inmovilidad) y otro más lento debido a una activación 
de las neuronas dopaminérgicas nigro-estriadas a través de 
los receptores opiaceos localizados en las terminales 
nerviosas gabaérgicas de la substancia nigra (Havemann et 
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al., 1980). 

Ahora bien, lcómo explicar la rigidez muscular 
producida después de inyectar morfina y encefalina en el 
estriado?, Havemann y col. (1980) encontraron que en el 
momento en que la rigidez (actividad EMG registrada en el 
músculo ~astroquemius soleus ipsilateral) alcanza su máxima 
expresión, el recambio de dopmanina (medida por la 
concentración de DOPAC) no se encuentra disminuida, por el 
contrario, hay una elevación de ésta. Ellos proponen que la 
rigidez es inducida por receptores opioides localizados en 
los cuerpos celulares de neuronas gabaérgicas en el núcleo 
caudado, y esta suposición se apoya en la observación de que 
los opiaceas decrementan el recambio de GABA en el núcleo 
caudado (Maroni et al., 1979), La manera . en que la 
inhibición de las neuronas gabaérgicas puede mediar la 
rigidez y catalepsia producidas ha sido estudiada por 
algunos investigadores. Moroni y col. (1978) sugieren que 
esta inhibición puede ser el resultado de una activación de 
una segunda serie de neuronas gabaérgicas, con las cuales 
hacen sinapsis las primeras. Puesto que GABA es un 
transmisor inhibitorio la inhibición de las neuronas 
eferentes del globo pálido resultaría en catalepsia. Por 
otra parte, DiChiara y Gessa (1979) sugieren que la 
activación de las neuronas en la substancia nigra, pars 
reticulata, son responsables de la catalepsia, y que las 
neuronas gabaérgicas estriado-nigrales inhiben estas 
neuronas eferentes en la substancia nigra. La inhibición de 
las neuronas gabaérgicas estriadonigrales resultaría 
entonces en una activación de las neuronas eferentes 
nigrales, provocando catalepsia. 

En el siguiente esquema se ilustra la 
localización de los receptores opioides en el 
estriado nigral y las posibles vías responsables 
catalepsia (Tomado de Haveman et al., 1980) • 
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GLOIJO PAL! DI) 

SUBSTANCIA NIGRA 

Sistema mesolimbico 
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Como anteriormente se mencionó, el area ventral 
tegmental contiene una gran densidad de cuerpos celulares 
dopaminérgicos y tiene proyecciones axónicas ascendentes que 
forman, además del sistema mesocortical, el sistema 
mesolimbico, el cual incluye varias estructuras entre éllas 
el núcleo accumbens. En este sistema también parece existir 
un sistema de retroalimentación parecido al del sistema 
nigro-estriado. En donde las neuronas dopaminérgicas 
localizadas en el area ventral tegmental están bajo la 
influencia inhibitoria de neuronas gabaérgicas {Fuxe et al., 
1975; DiChiara y Gessa., 1979). Asi una actividad 
incrementada de las neuronas dopaminérgicas conduciría a una 
activación de la sinapsis GABA en esta región. Esta 
supos1c1on se fundamenta en algunas observaciones. Por 
ejemplo, en la investigación de Pérez de la Mora y col. 
(1975) el tratamiento combinado con apomorfina y 
y-1-glutamilhidracida {GAH, inhibidor de la 

aminotransferasa de GABA) aumentó los niveles de GABA en el 
cerebro ventromedial. Por otra parte, apomorfina o GAH 
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solos, no cambiaron los niveles de GABA. Por lo que parece 
improbable que los efectos de apomorf ina fueran mediados a 
través de una acción directa en el catabolismo de GABA. 
Sino que es probable que la acción de la apomorfina fuese 
mediada a través del incremento en la actividad del receptor 
de dopamina, ya que el incremento en el recambio de GABA 
inducido por apomorfina fue bloqueado por el tratamiento 
previo con pimizide (Pérez de la Mora et al, 1975), Otros 
reportes que indican una reducción de niveles de GABA 
después del tratamiento con haloperidol apoyan la existencia 
de la posible interacción entre las neuronas gabaérgicas y 
dopaminérgicas (Collins, 1973; Kim y Hassler, 1975). 

Por otra parte, como ya se ha dicho, .experimentos 
neurofarmacológicos han atribuído al núcleo accumbens y a 
sus aferentes dopaminérgicas mesencefálicas el papel en la 
iniciación de la locomoción. Inyecciones de dopamina, o de 
su precursor L-DOPA, en el núcleo accumbens aumentan la 
actividad motora. También se ha observado un aumento en la 
actividad motora después de inyectar picrotoxina 
(antagonista del receptor de GABA) en el área ventral 
tegmental (Mogenson et al, 1979; Mogenson et al, 1980). 
Puesto que microiontoforesis de picrotoxina aumenta el 
disparo de las neuronas dopaminérgicas en el area ventral 
tegmental (Yim y Mogenson, 1979), supuestamente al bloquear 
la sinapsis gabaérgica inhibitoria, se ha sugerido que estas 
neuronas desinhibidas liberan más dopamina de sus terminales 
axónicas en el núcleo accumbens. Experimentos similares han 
dado evidencias de que hay una proyección gabaérgica del 
núcleo accumbens al globo pálido y han implicado esta 
proyecc1on en la iniciación de la actividad locomotora 
(Janes y Mogenson, 1980; Pycock y Norton, 1976 b). Se ha 
visto que inyecciones de picrotoxina en el globo pálido 
incrementan la actividad motora, mientras que inyecciones de 
GABA en el globo pálido disminuyen la locomoción iniciada 
por inyecciones de dopamina en el núcleo accumbens (Janes y 
Mogenson, 1980). As! mismo, se ha visto que la actividad 
locomotora iniciada por inyecciones de picrotoxina en el 
area ventral tegmental es disminuida después de inyectar 
GABA en el globo pálido (Mogenson et al, 1980). Esto nos 
sugiere qúe las proyecciones dopaminérgicas del area ventral 
tegmental-núcleo accumbens y las proyecciones gabaérgicas 
del núcleo accumbens-globo pálido funcionan juntas en la 
iniciación de las respuestas locomotoras. 
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CAPITULO 

RELEVANCIA CLINICA DE LAS ENCEFALINAS 

EKiste un concenso general que supone que la 
esquizofrenia tiene su raiz en una compleja interacción 
entre el funcionamiento de algunos neurotransmisores 
cerebrales y el medio psicosociocultural del individuo. 
Aunque es un tema un tanto desconocido, desde hace algunas 
décadas se ha hecho un gran esfuerzo por conocer el 
componente biológico de la esquizofrenia. La primera 
hipótesis para explicar la esquizofrenia fue propuesta por 
Carlsson y Lindqvist's (1963), quienes proponían como un 
factor critico en le desarrollo de la esquizofrenia el 
aumento en la actividad dopaminérgica cerebral. 

En efecto, observaciones clínicas han confirmado que 
las drogas que activan la dopamina en el cerebro producen 
conductas psicóticas en voluntarios normales y en pacientes 
esquizofrénicos (Garbutt y Van Kammen, 1983). Así mismo, se 
ha demostrado que las tradicionales drogas 
antiesquizofrénicas bloquean los receptores de dopamina en 
el cerebro (Creese et al, 1976). Empero, esta hipótesis 
tiene sus debilidades. Una de ellas es que en pacientes 
psicóticos, aQn bloqueando los receptores de dopamina con 
neurolépticos no siempre se aminoran los síntomas. 95% de 
pacientes esquizofrénicos muestran alguna respuesta al 
tratamiento neuroléptico inicial, mientras que sólo 50% 
parece tener moderada o excelente respuesta (Cole, 196~). 
Sin embargo, 30% de los pacientes tienen recaldas después de 
un año de tratamiento (Davis, 1975) y muchas pacientes cuyos 
slntornas psicóticos han disminuido, empero, permanecen 
severamente disturbados. Además, se ha visto que la 
administración de o-anfetamina no empeora consistentemente 
los sintornas esquizofrénicos (Van Kammen et al, 1982). 

Estos y otros hallazgos condujeron a la búsqueda de 
nuevos componentes de la patofísiologia de la esquizoErenia. 
En 1972 Roberts planteó la hipótesis que niveles bajos de 
GABA en el cerebro, podrian conducir a un estado de 
desinhibición que, en consecuencia, producirla los sintomas 
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vistos en la esquizofrenia. Los estudios clínicos y 
fisiológicos que se han realizado al respecto son un tanto 
contradictorios. Por ejemplo, se ha reportado que hay 
deficiencia de GABA en el tálamo y en el núcleo accumbens de 
cerebros de esquizofrénicos (Perry et al., 1979} y un 
agonista de GABA (baclofen} es eficaz como antipsicótico 
(Frederiksen, 1975; Schopf y Hucker, 1977}. sin embargo, 
otros estudios no confirman este efecto terapéutico del 
baclofen. De 103 pacientes esquizofrénicos, solo 27 
mejoraron, 36 empeoraron y el resto continuó en las mismas 
condiciones (Davis et al, 1976; Gulman et al., 1976; 
Beckmann et al., 1977; Bigelow et al., 1977; Schopf y 
Hucker, 1977; Simpson et al., 1978). 

Otros estudios han hecho varios intentos por medir la 
cantidad de GABA en el líquido cerebro-espinal de 
esquizofrénicos y los resultados han sido inconsistentes. 
Los estudios de Karnmen y col. (1980} sugie1·en que hay una 
disminución de GABA en el liquido cerebro-espinal durante la 
fase temprana de la esquizofrenia y un aumento conforme 
avanza la enfermedad. Su estudio es apoyado por el de 
McCartly y col, (1981), pero no es consistente con el de 
Hare y col. (1980} quienes reportaron no encontrar 
diferencias entre 11 pacientes esquizofrénicos y 29 sujetos 
normales. Para poder entender estas inconsistencias es 
importante considerar y controlar algunas variables que 
afectan los resultados en la medición de GABA y sus efectos 
conductuales, tales como: duración de la enfermedad, edad, 
género y diagnóstico, así como localización anatómica donde 
se inyecte la droga, duración de la acción y dosis empleada. 

En la búsqueda por resolver este complejo problema, y a 
raíz del descubrimiento de las endorfinas, los 
investigadores han intentado encontrar una relación entre 
éstas y los desordenes psicopatológicos, en particular la 
esquizofrenia. En general los hallazgos encontrados nos 
hacen suponer que existe un mal funcionamiento del sistema 
endorfinérgico debido probablemente a un exceso de 
actividad. Se ha encontrado, por ejemplo, que un gran 
número de pacientes esquizofrénicos tiene aumentado el nivel 
de endorfinas en el liquido cerebro espinal (Lindstrom et 
al., 1978; Rimón et al., 1980; Terenius et al., 1976), en 
particular los pacientes esquizofrénicos agudos tuvieron un 
marcado aumento, mientras que los esquizofréncios crónicos, 
solo tuvieron un nivel por encima del normal. El 
tratamiento con neurolépticos disminuyó significativamente 
el nivel de endorfinas en esquizofrénicos agudos. Cabe 
hacer notar que esta actividad anormal de los opiaceos no es 
exclusiva de los esquizofrénicos, ya que también se ha 
encontrado un aumento de nivel de endorfina en la psic~sis 
maniaco depresiva, particularmente en su fase maniaca 
(Lindstrom et al., 1978; Terenius et al,, 1976; Naber et 
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al., 1981). 

El primer estudio en el que se administró naloxona a 
pacientes esquizofrénicos fue hecho por Gunne, Lindstrom y 
Terenius (1977). En él se encotró que una simple dosis 
intravenosa óe 0.4 mg de naloxona redujo los síntomas 
psicóticos, particularmente las alucinaciones auditivas, en 
4 de 6 pacientes esquizofrénicos crónicos. Este estudio fue 
seguido al menos por 15 más, en los que un total de 200 
esquizofrénicos fueron tratados con una sola inyección 
intravenosa de naloxona (0.4 a 20 mg), o i·ecibieron 
tratamiento oral con naltrexona (50-80 mg diariamente) 
durante 1 a 3 semanas (Terenius, 1978; Davis et al., 1979). 
Se encontró que hubo una reducción de síntomas psicóticos, 
en particular de alucinaciones auditivas, que duró hasta 7 
horas después de la inyección en un 30% de los pacientes. 
Así podernos decir que el bloqueo de receptores opiaceos está 
asociado con un decremento en alucinaciones auditivas en un 
subgrupo de pacientes esquizofrénicos sensibles a la 
naloxona. 

Algunos estudios farmacológicos revelan que altas dosis 
de ~-endorfina causan rigidez muscular e inmovilidad 
similar a los slntomas de la esquizofrenia catatónica, y 
tales efectos pueden ser bloqueados por naloxona (Smee y 
Overstreet, 1976). De igual manera opiaceos agonistas 
parciales (como ciclazocina y nalorfina) inducen síntomas 
parecidos a la esquizofrenia, como alucinaciones y 
desrealización, en pacientes no psicóticos (Haertzen, 1970), 
y estos efectos pueden ser antagonizados por naloxona 
(Jasinski et al., 19b7). También se ha encontrado que la 
metadona, opiaceo agonista, empeora los síntomas 
esquizofrénicos (Judd et al., 1981). 

Recientemente, Van Ree y De Wied (1961), propusieron 
una hipótesis sobre la etiolog!a de la esquizofrénia basada 
en lo siguiente: en condiciones normales la ~-endorfina 
es convertida por el tejido cerebral en y-endorfina y 
subecuentemente en des-tyr-y-endor fina ( DTyE) o en 
~-endorfina y des-tyr-~-endorfina (DT~E), dependiendo 

de la actividad de diferentes enzimas (B 
deficiencia en ~-endorfina puede ser causada por 
diferentes mecanismos y puede conducir a una perturbación en 
la homeostasis de la P-endorfina. Suponiendo que la 
generación de y-endorfina o uno de sus fragmentos sea el 
marcador limite para la neurotransmisión de ~-endorfina, 
un nivel disminuido de y-endorfina podría resultar en una 
execiva producción de P-endorfina. Grandes cantidades de 
esta endorfina en e 
síntomas catatónicos. Un exceso de ~-endorf ina podría 
relacionarse con la esquizofrenia paranoide, puesto que 
estos péptidos inducen efectos en animales que son en 
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algunos aspectos comparables a los producidos por anfetamina 
(Van Ree et al., 1980). Esta amina puede desencadenar y 
exagerar la esquizofrenia paranoide (Meltzer y Stahl, 1976). 

En resumen, de Wied propone que el balance entre ~. 
~ y y endorfirna es fisiológicamente importante para la 

función cerebral y un desbalance puede ocasionar la 
psicopatología de la esquizofrenia. 

Posteriormente, el mismo autor intenta dar un enfoque 
más amplio y completo a su hipótesis y la relaciona con la 
antigua hipótesis dopaminérgica de la esquizofrenia. Esta 
nueva hipótesis propone que las endorfinas y actúan como 
moduladoras en la liberación de dopamina cerebral. Como ya 
hemos dicho, se supone que la esquizofrenia está asociada 
con un incremento de la actividad dopaminérgica en 
estructuras cerebrales especificas, ~orno el núcleo accumbens 
(Meltzer y Stahl, 1976; Crow, 1979). Recientemente se ha 
visto que la y-endorfina interviene con el sistema 
dopaminérgico en el núcleo accumbens mediando la 
hipomotilidad. Este sistema puede estar localizado 
presinápticamente en neuronas dopaminérgicas (Van Ree y 
Wolterink, 1981). De hecho, el tratamiento crónico con 
des-encefalin-y-endorfina (DEyE) inyectado en el núcleo 

accumbens conduce a hipoactividad y el tratamiento crónico 
con antisuero de y endorfina a hiperactividad. As!, las 
y-endorf inas que están presentes en este núcleo (Dorsa et 

al., 1981) pueden modular la actividad de cierto sistema 
dopaminérgico en esta región. Una deficiencia de 

y-endorfina puede resultar en una liberación sostenida de 
dopamina en las neuronas equipadas con sistemas receptores 
dopaminérgicos sensitivos a endorfinas tipo y, y en 
consecuencia se presentarian los síntomas esquizofrénicos. 
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4.1 PLANTEAMIENTO E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA 

4.1.1 Planteamiento 

Como ya hemos visto exist7n algunos datos que indican 
la involucración de los op1aceos en el control de la 
motilidad. Por ejemplo, la morfina y la encefalina, despúes 
de tener inicialmente un efecto depresivo, estimulan la 
actividad motora y la conducta de exploración de la rata 
(Harston et al., 1980), mientras que la naloxona inhibe 
estas actividades (Amir et al., 1981; Walker et al., 1981). 
Lo que es más, una inyección directa de DALA en el área 
ventral tegmental o en el núcleo acumbens provoca un 
incremento de la actividad motora, dependiendo éste de la 
dosis empleada (Pert y Sivit, 1977). Estos efectos 
estimulantes son antagonizados por naloxona, lo cual sugiere 
una acción al nivel del receptor opiaceo. El área ventral 
tegmental contiene los cuerpos celulares del sistema 
mesolímbico dopaminérgico, y las terminales axon1cas del 
núcleo accumbens pertenecen a este mismo sistema. Esto nos 
podria hacer suponer que los efectos estimulantes de la 
motilidad causados por la encefalina se deben a una 
facilitación de la neurotransmisión dopaminérgica. En 
efecto, se ha descubierto que la morfina incrementa el 
recambio de dopamina en los sistemas nigroestriado y 
mesolimbico (Alper et al., 1980), e incrementa el disparo de 
las neuronas en los pars compacta de la substancia nigra y 
en el área ventral tegmental (Nowycky et al., 1978). 

Sin embargo, también se ha dicho que los opiaceos 
ejercen generalmente una acción inhibitoria, excepto en las 
células de Renshaw de médula espinal y en las células 
piramidales del hipocampo (North, 1979). En el hipocampo, 
el efecto estimulante de la encefalina es causado 
aparentemente por la inhibición de interneuronas 
inhibitoras, probablemente gabaérgicas (Dunwiddie et al,, 
1980 Lee et al., 1980) y se ha sugerido que esta acción 
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podría ser uno de los efectos más importantes de los 
opiaceos in vivo (Nicoll et al., 1980). Ciertamente, se ha 
demostrado que la metionina encefalina reduce la liberación 
de GABA en los sinaptosomas del cerebro de la rata (Brennan 
et al, 1980) y que los opiaceos disminuyen el recambio de 
GABA en el estriado (Moroni et al., 1978; Moroni et al., 
1979). Finalmente, se ha sugerido que los receptores 
opiaceos en los cuerpos celulares GABAérgicos del estriado 
son responsables de la rigidez observada despúes de inyectar 
morfina o encefalina (Havemann et al., 1980). 

Ahora bien, el sistema dopaminérgico nigroestriado está 
bajo el control del sistema gabaérgico estriadonigral, y hay 
muchas razones para creer que las neuronas dopaminérgicas 
del sistema mesolímbico están también bajo el control 
inhibitorio gabaérgico (Arnt y Scheel-Kruger, 1979; 
Barthol ini et al., 1981; Pycock y Norton, 1976 a). Asi, 
podríamos decir que el efecto estimulante en la conducta 
motora de las encefalinas podría deberse a una inhibición de 
las neuronas gabaérgicas, mientras que los efectos 
inhibitorios del naloxona podrían deberse a una 
deshinibición de estas mismas neuronas. 

En este trabajo se investigó la posible interacción 
entre la encefalina y la dopamina, y su manifestación en la 
conducta motora de la rata, para lo cual se estimuló y 
bloqueó la neurotransmisión dopaminérgica. Al intentar 
relacionar la encefalina y la dopamina se supone que se está 
considerando indirectamente a GABA, es decir, basándonos en 
el ya conocido sistema de retroalimentación entre estos dos 
neurotransmisores, al aumentar la actividad dopaminérgica 
excitatoria se aumentarla también la gabaérgica inhibitoria, 
y al disminuirla se disminuirla también esta última. 

4.1.2 Importancia 

Como ya se ha dicho, una de las hipótesis bioquímicas 
más aceptadas que explican la esquizofrenia, es la que 
sostiene que existe una actividad excesiva de las neuronas 
dopaminérgicas del sistema llmbico que provoca las 
manifestaciones de esta enfermedad. Se ha discutido mucho 
si esta hiperactividad es debida a una deficiencia de 
neuronas inhibitorias gabaérgicas,y aunque los resultados 
parecen ser inconsistentes hay un acuerdo en que de alguna 
forma GABA se encuentra alterada. Por otra parte, hemos 
visto que algunos casos de esquizofrenia se asocian con 
niveles elevados de endorfina en el liquido cerebro-espinal 
(Lindstrom et al., 1978) y que tienden a disminuir con el 
tratamiento de neurolépticos (Rimón et al., 1980), que como 
sabemos actúan inhibiendo la dopamina. Además, la naloxona 
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es capaz de reducir las alucinaciones de esquizofrénicos 
(Gunne et al., 1977). Es posible suponer que la encefalina 
modula la actividad inhibitoria gabaérgica sobre la 
dopaminérgica y que en la esquizofrenia podría existir una 
falla en esta modulación, provocando una alteración en todo 
el mecanismo. 

Seria muy ambicioso pensar que con los resultados 
obtenidos de esta investigación, se pudiera aclarar el 
complejo problema de la esquizofrenia. Sin embargo, estos 
datos pueden servir de guia para futuras investigaciones que 
en conjunto arrojarían mayores evidencias para la solución 
de este enigma. 
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4.2 METODO 

4.2.l Sujetos 

Se utilizaron un total de 77 ratas macho de la cepa 
Wistar (350-450 gr.) de una colonia local para todos los 
experimentos. Los animales fueron mantenidos bajo un ciclo 
artificial de 12 horas luz/obscuridad y con libre acceso a 
agua y comida. Del número total de ratas, 36 fueron 
implantadas y el resto permanecieron intactas. Los animales 
fueron escogidos al azar. 

4.2.2 Diseño Experimental 

Se utilizó un diseño experimental de cuadro latino para 
administrar las drogas o las combinaciones de éstas, de tal 
manera que todos los sujetos recibieron todas las dosis de 
una droga dada o fueron usados como su propio control. El 
intervalo entre los tratamientos de drogas fue de 48 horas 
cuando se inyectó DALA únicamente y de 7 dias para todos los 
demás tratamientos. Estos intervalos, supuestamente, son lo 
suficientemente largos para evitar el desarrollo de 
tolerancia o de efectos residuales de tratamientos previos. 
Ningún animal fue tratado con más de una droga o combinación 
de drogas. 

Para entender mejor la manera en que se administraron 
las drogas, en las siguientes tres páginas se ilustran una 
serie de tablas, que constituyen cuadros latinos. Los 
primeros cuatro cuadros se refieren a las ratas implantadas, 
y los siguientes a las intactas. 
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U1 

RATA 

l,2 

3,4 

5,6 

7-9 

RATA 

10-13 

14-18 

ADMINISTRACION DE DALA SOLA 

SES ION SESION lI SES ION 111 

SALINA DALA 40,'lg !JALA 20µg 

DALA 1D1<g SALINA DALA 40 I'& 

DALA 20,.ug DALA lO¡<g SALINA 

DALA 40 µg DALA 20 ,µg · DALA 10,ug 

ADMINISTRACIDN DE DALA + ANFETA!HNA 

SESION I SESIDN 11 

SESION IV 

DALA 10,µg 

DALA 20 ¡«& 

DALA 40µg 

SALINA 

SALINA+ ANFET l,5rng/kg 

DALA 20pg + ANFET l. Srng/kg 

DALA 20}1!! + ANFET l. 5mg/kg 

SALINA+ ANFET l.5mg/kg 

ADMlNISTRACJON DE DALA + ANFETAMINA + NALOXONA 

RATA SESION 1 SESION 11 

19-22 DALA 20_.,g + ANFET l. Srng/kg + SALINA !JALA 20fig + ANFET l. Smg/kg + KLX O, 8rng/kr, 

23-27 llALA 20,ug + ANFET l. Smg/1-~ +NI.X O. Smg/kg 01\1.A 20¡1v, + A~FET l. 5mg/kg + SALINA 



w 
"' 

RATA 

28-31 

32-36 

RATA 

37-39 

40-42 

43-46 

47-50 

RATA 

51-55 

5ó-ó0 

ól-ó5 

ADMINISTRACIO~ D~ DALA + PlMOZIDE 

SESlON I SESlON lI 

SALlNA + PIMOZIDE O. 5 mg/kg 

DALA 20,ug + PIMOZIDE O. 5 mg/kg 

DALA 20 ;.'g + PHIOZlDE O. 5 mg/kg 

SALINA + PIHOZIDE O. 5 mg/kg 

ADMINISTRAClON DE ANFETAMINA SOLA 

SES ION SESION 11 SESlON llI SESION IV 

SALINA ANFET 3. O mg/kg ANFET ! • 5 mg/kg ANFET O. 75mg/kg 

ANFET O. 75mg/kg SALINA ANFET 3.0 mg/kg ANFET 1.5 mg/kg 

ANFET l. 5 mg/kg ANFET O. 75mg/kg SALINA AllfET 3.0 mglkg 

ANFET 3.0 mg/kg ANFET 1. 5 mg/kg ANFET O. 75mg/kg SALlllA 

ADMlNISTRAClON PE AHETMllNA + NA! OXONA 

Si;;s!Qli I SESION lI SESlON 111 

A.~t'ET l. 5mg/kg +SALINA A.~FET 1. Smg/kg + NLX 3, 2mg/kg ANl'ET l. 5 +NLX O. Bmg/kg 

ANFET 1. Smg/kg + NLX O, Brng/kg A.~FET l. Smg/kg + SALINA ANFET l. 5+ NLX 0.Bmg/kg 

ANFET 1. Smg/kg + NLX 3, 2mg/kg ANFET 1. 5mg/kg HlLX O. Bmg/kg ANFET l. 5 :+ SALINA 



ADMINISTRACION DE PIMOZIDE SOLO 

RATA ·SES ION SESION II SES ION III SESION IV 

66-68 SALINA PIM 1.5 mg/kg PIM 0.5 mg/kg PU! O. 25mg/kg 

69-71 PIM 0.25mg/kg SALINA PIM 1.5 mg/kg PIM 0,5 mg/kg 

72-74 PIM 0.5 mg/k¡, PIM 0.25mg/kg SALINA PHI l. O mg/kg 

75-77 PIM l. O mg/kg PU! 0.5 mg/kg PIM 0.25mg/kg SALINA 
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4.2.3 Procedimiento 

Operación Quirúrgica 

Las ratas a las que se inyectó DALA fueron implantadas 
estereotáxicamente con una cánula guia de número 21 gauge en 
el ventriculo cerebral izquierdo. Las coordenadas fueron: 
0.1 mm anterior a bregma, 1 mm lateral a la linea media y 
4.5 mm debajo de dura madre. La cabeza se sostuvo de manera 
que lamnda quedó l mm más abajo que bregma. Fueron 
anestesiadas con pentobarbital (50 mg/kg) y con ether cuando 
fue necesario. Después de la operación los animales 
tuvieron un período de recuperación de 5 días. En el 
momento del sacrificio se verificó la correcta implantación 
de la cánula, utilizando una inyección de 5 µl de azul de 
metileno. Posteriormente se extrajo el cerebro, se cortó y 
examinó bajo un microscópio de disección. 

Observación Conductual 

A groso modo, los' animales fueron observados en sus ~ajas de 
acrilico durante 15 minutos después de la inyección 1cv. Se 
registraron los siguientes cambios conductuales: 
Inmovilidad (ausencia completa de movimiento por más de 60 
segundos consecutivamente), sacudidas de perro (sacudidas 
rápidas de la cabeza, miembros anteriores, torax y abdomen 
superior), 

La actividad motora se midió utilizando una caja de 
acero cilíndrica (24 pulgadas de diámetro y 15 de altura) 
equipada con 6 fotoceldas cubiertas por filtros infrarojos, 
situadas 2.5 cm. arriba del piso de rejillas, La actividad 
de la rata se reflejó como interrupciones del rayo, y se 
registró por medio de un contador colocado fuera del cuarto 
de observación. Después de la operación y antes del 
tratamiento, los animales fuerón habituados al aparato 
durante 3 sesiones de 10 minutos cada una. Para entonces, 
su actividad habla alcanzado un nivel estable. Durante los 
experimentos los animales fueron observados por un periodo 
de 10 minutos, en los casos en que no se inyectó DALA, o 30 
minutos cuando se inyectó DALA. En el último caso la 
actividad fué registrada cada 10 minutos. Los animales 
fueron observados uno por uno. Todos los experimentos se 
realizaron entre la segunda y sexta horas del periodo de 
obscuridad. 
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4.2.4 Drogas 

Se utilizaron las siguientes substancias: 

Acetato de D-ala2-met5-encefalinamida (SIGMA chemical 
Ca., St. Louis, Mi.) se disolvió en suero fisiológico 
inmediatamente antes de usarse, y se inyectó icv en un 
volumen de 5 µl durante 60 seg. La punta de la cánula de 
inyección quedó 0.3 mm aproximadamente más larga que la 
cánula guia. La primera permaneció durante 60 seg después 
de la inyección, y luego fue reemplazada por una cánula 
falsa (tapón). Durante la inyección los animales fueron 
detenidos manualmente, La droga se administró 60 minutos 
antes del periodo de observación. 

Sulfato de Dl-anfetarnina (SSA, México) se disolvió en 
suero fisiológico y se inyectó subcutáneamente (se) en un 
volumen de 1 rnl/kg, 40 minutos antes del periodo de 
observación. Corno ya se ha dicho, el efecto de esta droga 
es el de inhibir la recaptura de dopamina y provocar la 
liberación de dicho neurotransmisor. 

HCL Naloxona (Ende, Garden City, New York y Ende de 
México, Méx. D.F.) se disolvió en suero fisiológico y se 
inyectó ip en un volumen de l rnl/kg, 15 minutos antes del 
periodo de observación. Corno se dijo anteriormente, esta 
droga es un antagonista de los opioides. 

Pirnozide (Janssen de México, Mex. D. F.) se disolvio 
en unas gotas de ácido acético glacial y luego se diluyó en 
suero fisiológico caliente a una concentración adecuada. El 
PH se ajustó a 5.5 aproximadamente con 1 M NaCl antes de la 
inyección. Esta droga se inyectó en un volumen de 5 rnl/kg, 
60 minutos antes del periodo de observación. Como ya se 
mencionó, esta substancia bloquea el receptor doparninérgico. 

4.2.5 Análisis Estadistica. 

Se utilizó un análisis de varianza para medidas 
repetidas, seguida de una prueba de rango múltiple de Duncan 
para comparaciones entre grupos en experimentos con más de 
dos tratamientos. Se uso una prueba T para evaluar los 
experimentos con 2 tratamientos. En este último caso, los 
niveles de significancia dados son para pruebas de 2 colas. 
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4. 3 RESULTADOS 

4.3.l Efectos De DALA Sola 

La actividad motora observada entre los 60 y 90 minutos 
después de la inyección icv de DALA, 10, 20 o 40µg no fue 
significativamente diferente de la observada con animales 
inyectados con NaCl (fig 1). Con la dosis más alta, 7 de 
los 9 animales mostraron inmovilidad durante los 15 minutos 
posteriores a la inyección, y 5 de los animales mostraron 
intensas sacudidas de perro. Con la dosis de 20µg, G de 
los 9 animales inyectados exhibieron inmovilidad y 8 de 
ellos sacudidas de perro. De los 9 animales inyectados con 

lOµg, uno mostró sacudida de perro, pero ninguno de ellos 
inmovilidad. Se decidió usar para los siguientes 
experimentos la dosis de 20µg. puesto que fue la dosis 
más baja que indujo claros cambios conductuales . 
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• 00 

HO 
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•oo 

HO 

soo 
,, Q 

'--~_._ ___ _L... ______ ,1 ___ _ 

1.tO·TO 10 ·(0 

MIN O(SPU!'S DE LA JllYECC!Oll DE DAl.A 

F'JGURA l. Efectos de OAlA sobt1~ la actividad locomotora. 

Cfrculos bhncos. , solución 1>alina; c.frculo<; n'?qros. OAt.A 

l~g¡ trUn9utos b11rnc:o~. DALA 20f1Jt tri.ingulos neQros • .. 

OALA 4'9· ffc9, ANOVA rl!v12l6 110 dtferencidS entre qrupos, 

ni tampoco tntí'racc'ion!!s gr-upo~tfompo. 

4.3.2 Efectos De DALA Combinada Con Anfetamina. 

En la tabla 1 se muestran los efectos de diferentes 
dosis de dl-anfetamin~ sobre la locomoción. Se puede ver 
que una dosis de 1.5 mg/kg causa una estimulacíón 
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intermedia. Esta dosis se usó en todos los experimentos 
posteriores. 

TABLA 1 

ACTIVIDAD LOCO~TORA OESPUES DEL TRATA~IrnTO cm• 

AllFHAM!llA SOLA O MIFHPl'HllA COM!l!l!_l~.fº-llJ!A~ 

Tratamiento Ccinteo/10 mfn 
(mgtkg) (mC'dia !. ESJ 

Salina 6II _: 78 14 

Anfetamina 0.75 812 .!.. 128* 14 

AnfetamiM 1.5 983 ~ 106 .. 14 

Anfetamfna J.0 1070 !. 121•• 14 

Anfetamina 1.5 753 .: 64 15 

+ NaCl 
AllÍelamina 1.5 694 .: 67 15 

+ llaloxona O,R 
Anfetamina 1.5 635 .: 66 15 

+ Naloxona 3.2 

----- ·------ ------
Los animales se observaron durtinte 10 mfn. 
*Ol ferente de sal fna (p<0.05, OMRT}. 

**Diferente de sa 1i na ( p<O .001 , OHRT). 

Dala + Dl-anfetamina causó significativamente una mayor 
estimulación de la locomoción que la debida a NaCL + 
anfetamina. Esto se aplica al total del periodo de 
actividad de la rata, esto es, del minuto 60 al 90 posterior 
a la inyección de DALA. También se sostuvo durante el 
minuto 70-80 y 80-90 posterior a la inyección. Sin embargo, 
durante los primeros 10 minutos del período de observación 
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos 
( f ig 2). 
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HIN DESPUES DE LA HIYECCIOll DE DALA 

FIGUM 2. Efectos de DALA (2'1"9) comblnodos con anfc· 

tamina (1.5 mq/kg) sobre la actividad locomotora. 

Cfrculos blancos, solución salina ICV + anfetamina 

JP; cfrculos negros, DALA ICV • anfetamina IP. tl'"9. 

•s19nHicativ,1mente difer(lnte de salina '* anfetamina 

(¡><D.05, prueba t). 

Se intentó inhibir el efecto de DALA con una dosis baja de 
naloxona. Debido a que la naloxona, por si misma, puede 
reducir la actividad locomotora e inhibir los efectos de la 
anfetamina, se estudiaron los efectos del naloxona en una 
dosis subefectiva después de inyecciones de DALA + 
anfetamina. 

De la tabla 1 se puede ver que una dosis de 0.8 mg/kg 
de naloxona tiene sólo un efecto muy pequeño en la 
locomoción, mientras que una dosis de 3.2 mg/kg produce una 
reducción de significancia estadística. 

En un experimento por separadao, 9 ratas fueron 
inyectadas con DALA + dl-anfetamina + NaCL o DALA + 
dl-anfetamina + naloxona 0.8 mg/kg. Se encontró que la 
naloxona redujo la actividad durante los primeros 10 minutos 
del periodo de observación. Tanto el periodo total de 
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observación como el de 70-80 y 80-90 minutos posteriores a 
la inyección no fueron afectados por naloxona (fig 3) 
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MJll DlSPUES DE LA INYECCIDN DE DALA 

FIGURA J. Efectos de DALA (Z°!'g) + anfetamina (J.5 m9/k9) 

después de la admtntstract6n de naloxona o.e mg/kg. 

Cfrculos blancos, DALA • anfetamina t soluct6n salina¡ 

cfrculos negros, DALA + anfetamtM + nalo.xona. N•9. 

•Stgnlficattvamente diferente de DALA + anfetamtna + sol. 

salina (p<0.05, prueba t), 

4.3.3 Efectos De DALA Combinados Con Pimozide 

En la tabla 2 se muestran los efectos de diferentes 
dosis de pimozide en la locomoción. Una dosis de 0.5 mg/kg 
se consideró la adecuada para los siguientes experimentos. 
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TAOLA 2 

ACTIVIDAD l0COH!1TDRA D[SPU[S DU TllAUMJ[llTO CON 
_________ __j'_lt!JlllJ.l _______ _ 

Tratarr.iento 
(mg/lg) 

Conteo/10 min. 

(media !: ES) 

--------·-----------
Salina 

Pimoztde 0.25 
Pimoztde 0.5 
Pimoztde 1.0 

486 !_ 31 

481 !. 37 

379 ~ 40* 

267 !. 29° 

Los animales se observaren dur~ntc 10 mtn. 
•Diferente de sal !na (p<0.01. OMRT). 

ºDiferente de salina (p<.O.OOL DMRT}. 

DALA 20 µg inyectada inmediatamente antes del pimozide no 
tuvo efecto en la motilidad observada en el periodo de 60-90 
minutos después de la inyección (fig 4). 

"º º L 
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"ºo r-
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HIN D[SPUES DE lA JNY(CCJON DE DALA 

FIGURA 4. Efectos de DALA (2111'9) combinados con plmozlde 

(0.5 mg/kg) sobre la actividad locomotora. 

Circulas blancos, so1uct6n salina ICV + pimozide JP¡ 

circulas negros. DALA lCV + pimozide IP. N•9. 
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4,4 DISCUSION Y CONCLUSIONES 

En contraste con experimentos anteriores {Brady y 
Holtzman, 1981; Harston et al., 1980), se encontró que DALA 
sola no tuvo efecto sobre la motilidad comparada con los 
animales que no recibieron tratamiento. Esto puede deberse 
a diferencias en el procedimiento experimental. Por 
ejemplo, en otros estudios los experimentos se realizaron 
durante la fase de luz del ciclo de luz/obscuridad. Es bien 
conocido que la rata presenta un ritmo circadiano de 
actividad, con un mlnimo durante las primeras horas del 
periodo de luz y un máximo durante las primeras horas del 
periodo de obscuridad {Spiteri, 1982). La concentración de 
encefalina en el cerebro aparentemente muestra una variación 
circadiana similar, con un minimo al principio del periodo 
de luz y un máximo al principio del periodo de obscuridad 
{Antón y Bayón, 1983). Es posible que la encefalina exógena 
estimula la actividad al ser administrada cuando la 
actividad espontánea asi como el contenido cerebral de 
encefalina son mínimos, En el presente estudio, sin 
embargo, los experimentos se realizan durante las primeras 
horas del período de obscuridad, cuando la actividad 
espontánea asi como el contenido de encefalina son max1mos. 
La observación de que el efecto hiperalgésico de la naloxona 
es máximo en el momento en que la sensibilidad al dolor es 
mlnima {avanzada la tarde) {Frederickson et al., 1977), es 
un ejemplo de drogas que actúan en receptores opiaceos y que 
dependen del tiempo de administración de la droga. Sin 
embargo, cabe hacer notar que en otro estudio Kalivas (1983) 
también encontró que la inyección de DALA en ventriculo 
lateral no tuvo efecto sobre la conducta motora, aún cuando 
sus experimentos se realizaron durante la fase de luz. Este 
hecho podria deberse también al sistema de retroalimentación 
entre dopamina y GABA, esto es, al inyectar encefalina 
habria una facilitación de la neurotransmisión dopaminérgica 
y en tal caso se esperarla que incrementara la conducta 
motora, pero al estar las neuronas dopaminérgicas bajo el 
control de las gabaérgicas habría entonces una inhibición de 
~stas y por tanto se anularla el efecto en la locomoción. 

Se conoce que algunas substancias son capaces de 
inducir sacudidas de perro en las ratas {Drust y Connor, 
1983), entre estas substancias se encuentran las 
encefalinas. Dichas sacudidas provocadas por encefalina son 
inhibidas por naloxona, lo cual nos hace suponer que los 
receptores opioides están involucrados .en la acción de esta 
substancia, Para dosis de encefalina dentro del rango de 5 
a 40µg no existe una relación directa dosis-efecto {Cowan 
y Tortella, 1982). Esto está de acuerdo con los resultados 
obtenidos en este estudio. Sin embargo, no fue posible 
determinar si las sacudidas podrian ser inhibidas por 
naloxona, ya que la droga se inyectó cuando éstas hablan 
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desaparecido espontáneamente. 

Cuando la neurotransmisión dopaminérgica fue estimulada 
por anfetamina, la administración conjunta de DALA demostró 
un claro efecto estimulante sobre la motilidad, en cambio, 
después del bloqueo de los receptores de dopamina con 
pimozide, DALA no tuvo efectos en la motilidad. Estos datos 
muestran que DALA no puede ser un agonista de dopamina, por 
que en ese caso deberla haber estimulado la motilidad en 
ausencia de la anfetamina y reducido los efectos del 
pimozide. Tampoco DALA puede ser un antagonista de 
dopamina, porque entonces deberla haber reducido los efectos 
de la anfetamina y reforzado los efectos del pimozide e 
inhibido la motilidad cuando se inyectó sola. Existen 
también datos bioqulmicos mostrando que los agonistas 
opiaceos biológicamente activos no se unen a receptores de 
dopamina, excepto en concentraciones muy altas (Carlson y 
Segee1·, 1984). 

Se ha visto recientemente que los efectos inhibitorios 
de la naloxona sobre la motilidad pueden ser bloqueados por 
los antagonistas de GABA: biculina y picrotoxina y se ha 
sugerido que naloxona actúa desinhibiendo las neuronas 
gabaérgicas (Agmo y Tarasco, 1984). Si este fuera el caso, 
las encefalinas inhibirian la neurotransmisión gabaérgica, 
como ya se ha sugerido en algunos reportes (Nicoll et al., 
1980). Es bien conocido que las neuronas dopaminérgicas en 
el estriado y áreas del límbico están bajo el control del 
sistema gabaérgico (Bartholini et al., 1981) y que la 
actividad de las neuronas gabaérgicas depende de la 
actividad dopaminérgica, de tal manera que un aumento en la 
última está asociado con un aumento de la actividad 
gabaérgica inhibitoria, al menos en algunas áreas cerebrales 
(Gale y Casu, 1981). Así, la administración de anfetamina 
incrementarla la actividad gabaérgica por un mecanismo de 
retroalimentación, y ese incremento serla bloqueado por la 
administración de DALA, quedando las neuronas dopaminérgicas 
libres de las influencias gabaérgicas inhibitorias. 

Por otra parte, cuando se inyecta pimozide junto con 
DALA, DALA no tendría efecto, puesto que la inhibición de 
los receptores de dopamina inhibirlan por si mismos la 
actividad gabaérgica. De hecho, se ha demostrado que un 
tratamiento prolongado con un neuroléptico causa un 
incremento en los receptores GABA en substancia nigra (Gale, 
1980 a) supuestamente debido a una reducción sostenida en la 
actividad de las neuronas GABA. 

Con el fin de clarificar esta posible interacción entre 
los neurotransmisores mencionados, a continuación se muestra 
el siguiente esquema. 
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Proyección dopaminérgica AVT-NA (Sistema Mesolimbico). 
Retroalimentación gabaérgica NA-AVT (Fuxe et al., 1975; 
Pycock y Norton, 1976 a). 
Proyección gabaérgica NA-GP (Jones y Mogenson, 1980; 
Mogenson et al., 1979, Picock y Norton, 1976 b). 
Interneurona encefalinérgica propuesta para explicar los 
resultados obtenidos en esta investigación. La 
existencia de receptores opioides en neuronas 
dopaminérgicas en el sistema mesolimbico ha sido 
propuesta por Pollard y col. (1977 a). 

Podría ser arguldo que DALA actúa como un antagonista 
del receptor de GASA. Sin embargo, al menos la 
Leu-encefalina no tiene prácticamente ninguna actividad como 
inhibidora del receptor GASA, aún en concentraciones muy 
altas (Goldinger et al., 1981). 

Finalmente podria decirse que DALA podria estar 
involucrada en el control de motilidad por si sola, esto es, 
sin interactuar directamente con dopamina o GASA. Nuestros 
datos no apoyan tal posibilidad, pero esto no deberla ser 
completamente descartado. Sin embargo, es más probable 
tratar de integrar las encefalinas con otros transmisores 
que sabemos que participan en el control de la motilidad. 
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Para atribuir un efecto de una droga a una acción en 
los receptores opiaceos usualmente se requiere que tal 
efecto sea inhibido con naloxona. La estimulación de la 
motilidad inducida por la inyección de DALA + anfetamina 
fue sólo parcialmente antagonizada. Esto puede ser debido a 
la dosis relativamente baja de naloxona que se empleó y al 
corto promedio de vida de la droga en vivo (0.4 hrs) (Misra 
et al., 1976). Desafortunadamente una dosis mayor de 
naloxona no se probó porque la naloxona por si misma tiene 
efectos sobre la motilidad. ·sin embargo, se ha disputado 
que aún un efecto antagonizado por naloxona no es una prueba 
suficiente de una acción a nivel del receptor opiaceo 
(sawynock et al., 1979). 
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4.5 RECOMENDACIONES 

Esta investigación se limitó al uso de drogas 
dopaminérgicas. En una linea de investigación más amplia 
serla conveniente utilizar drogas gabaérgicas, tanto 
agonistas como antagonistas, y combinarlas con drogas 
encefalinéricas. Serla también interesante inyectar las 
drogas en estructuras especlf icas relacionadas directamente 
con el control del movimiento, tales como el área ventral 
tegmental, núcleo accumbens, núcleo caudado y substancia 
nigra. De esta manera se podría estar más cerca de evaluar 
lo que hasta ahora es una mera hipótesis 

Claro está que e7to no es posible de 
sólo experimento, sino que se requiere 
prolongado, probablemente de varios años, 
conjunto de muchos investigadores. 
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