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RESUMEN 

En los últimos años el estudio de la interacción de los sistemas Dopaminérgico y 

Glutamatérgico ha sido de gran interés por su implicación en algunas enfermedades neurodegenerativas 

tales como el Parkinson y Huntington. Sin embargo, se desconoce el papel que podría tener el óxido 

nítrico (ON) en el transporte de dopamina (DA) al activarse los receptores a glutamato de tipo N-metil

D-aspartato (NMDA) sobre el cuerpo estriado y la corteza frontal motora; por lo que el objetivo del 

presente trabajo fue definir el efecto de la administración temprana de glutamato monosódico (GMS) 

sobre el transporte de DA y su regulación por ON en la corteza cerebral y el cuerpo estriado durante el 

desarrollo de la rata. Para ello, se utilizaron ratas Wistar, a las que se les administró GMS (4 mg/g peso 

corporal) en los días 1, 3, 5 y 7 de edad postnatal (EP), posteriormente se sacrificaron por decapitación 

y se obtuvo el cuerpo estriado y la corteza frontal motora, se hicieron rebanadas y fueron sometidas a 

experimentos de captación de DA-[3H} en presencia y ausencia de un precursor y un inhibidor de la 

síntesis de ON, L-Arginina (L-Arg) y Nitro-Arginina (N-Arg) respectivamente. Los resultados 

mostraron que en el cuerpo estriado, a los 30 días de EP, la presencia de L-Arg IOJ.!M produjo un 

incremento significativo en la captura de DA-[3H} en el grupo intacto, mientras que a los 60 días dícho 

incremento se observó tanto en el grupo experimental como en el intacto; la N-Arg, en la misma 

concentración, a los 30 días de EP sólo inhibió la captura de DA-[3H] de manera significativa en el 

grupo de animales intactos, mientras que en el grupo de GMS se vio incrementada de manera 

significativa con la N-Arg del grupo intacto, en tanto que a los 60 días de EP indujo una disminución en 

la captura de DA-[3H] en los dos grupos (intacto y experimental), que fue significativa para el grupo de 

GMS; finalmente, la combinación de L-Arg y N-Arg, lOJ.!M a los 30 días de EP, aumentó la captura de 

DA-[3H] en ambos grupos, pero este incremento sólo fue significativo para el grupo intacto; a los 60 

días de EP disminuyó la captura de DA-[3H} en el grupo intacto, mientras que en el grupo de GMS se 

vio ligeramente incrementada. Por otra parte, en la corteza cerebral, a los 30 días de EP, en presencia de 
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L-Arg IO~M produjo una disminución en la captura de DA-[3H} en el grupo intacto, mientras que en el 

de GMS la- incrementó significativamente; la L-Arg, a los 60 días .de EP, aminoró la captura de DA-

[3H} de manera significativa tanto en el grupo intacto como en el tratado con GMS; la N-Arg en la 

misma concentración, a los 30 días de EP, restó la captura de DA-[3H} en el grupo intacto y la elevó en 

el tratado con GMS; esto mismo-se observó a los-30-días de EP al combinar L+N-Arg lOJ.LM; mientras 

que a los 60 días de EP la disminuyó en ambos grupos. Por último, la combinación de L-Arg y N-Arg, a 

los 60 días de EP, indujo una disminución en la captura de DA-[3H} en el grupo intacto, misma que se 

vio incrementada en· el grupo de GMS de manera significativa. Los resultados obtenidos indican que el 

transporte de DA se encuentra regulado por la formación de ON en el cuerpo estriado, no siendo así en 

la corteza cerebral. 
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El sistema nervioso representa el patrimonio más grande que el hombre haya recibido del pasado y la 

culminación de incontables modificaciones evolutivas. A través de un~ serie continua de adaptaciones al 

ambiente y al incremento de las exigencias funcionales, los organismos desarrollaron sistemas nerviosos 

más eficientes, capaces. de interpretar y de responder a una diversidad de sensaciones. 

Para su estudio el sistema nervioso se ha dividido en Sistema nervioso central (SNC), sistema 

nerviosfrperiférico(SNP) y sistema autónomo-o-involuntario; el SNC está compuesto por el encéfalo y 

la médula espinal;. el SNP comprende los nervios craneales y espinales.
1 

Todo el sistema nervioso, excepto eJ. epitelio olfatorio y parte de ciertos ganglios, deriva 

ontogenéticamente del ectodermo. 
1 

Las células que lo constituyen son de dos tipos: 

1.- Nerviosas o neuronas. 

2.-De la neuroglia. 

Las neuronas constituyen la unidad morfológica y funcional del sistema nervioso, se especializan en 

la producción y conducción de impulsos nerviosos. Cada neurona se encuentra en contacto con otras por 

medio de sus prolongaciones, llamándose a este sitio sinapsis; mientras que las células de la neuroglia 

forman la substancia intersticial del SN C. z. 3 

Las-células de la neuroglia pertenecen a dos grupos: 

a) La macroglia, proveniente del ectodermo, comprende los astrocitos y oligodendrocitos. 

· b) La microglia, procedente del mesodermo, parece penetrar al encéfalo y a la médula espinal del 

embrión cuando los vasos sanguineos van invadiendo dichas formaciones durante su desarrollo.z.1 

En sentido amplio, la microglia debe incluir también a las células que forman la mielina de las fibras 

nerviosas grandes (células de Schwann), así como las células satélites que_ se encuentran en los 

ganglios2
, aunque éstas no procedan del ectodermo. 
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Estructura del Cuerpo estriado (CE) 

Los g:mglios basales constituyen- masas de- eélulas- nerviosas sep~~ltadas en la profundidad de los 

hemisferios cerebrales comprenden al núcleo amigdalino, claustrum y CE, este último está formado por 

- 1 
los núcleos lenticular (NL) y caudado (NC), junto con la cápsula interna que los separa. 

El CE se-desarrolla- como un espesamiento en el fondo deL surco hemisférico (Figura 1), a medida 

que el CE y la pared diencefálica aumentan en espesor, se aproximan graduahnente entre sí y se 

fusionan finahnente, quedando marcada la zona de unión por un surco longitudinaL 1 

Las conexiooes aferentes del estriado proceden de la corteza, del tálamo y de la sustancia negra 

(SN), de las cuales, las que terminan principahnente en el putamen y el NC proceden en su mayoría de 

la corteza frontal motriz y premotriz, de la SN, de Jos núcleos talámicos centromedios y de otros 

núcleos talámicos; mientras que las fibras eferentes procedentes del putamen y del núcleo caudado se 

descargan principahnente en el globo pálido (GP), aunque una cantidad menor se dirige hacia la SN 

(Figura 2)1 

La SN es un centro importante de la vía motriz extrapiramidal que se ve influida principalmente por 

el CE, el tálamo y la corteza cerebraL 1 

Estntdura de la Corteza cerebral 

La- corteza cerebral es la capa externa de sustancia gris que cubre a las circunvoluciones y a los 

surcos de los hemisferios cerebrales, de ella dependen las funciones intelectuales avanzadas; se 

encuentra envuelta en los procesos de ahnacenamiento de memoria y aprendizaje, es responsable de la 

percepción de las sensaciones y de la ejecución de muchas actividades motoras. 1' 
4 

La corteza motriz representa el área específica para la producción de movimientos aislados, 

cualquier movimiento obtenido de otras regiones depende de ésta. 1 

La corteza- cerebral corrtiene : 

1 . - Las terminaciones de fibras aferentes de otras partes del sistema nervioso, tales como las 

tálamocorticales. 
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2.- Neuronas de asociación, cuyos axones relacionan entre sí partes próximas y distantes del mismo 

hemisferio. 

3.-Neuronas de proyección cuyos axones-conducen impulsos corticales integrados a otras porciones 

del sistema nervioso. 

Los principales tipos de células- que se hallan en la- corteza cerebral son : piramidales, estrelladas Y 

fusiformes (Figura 3). 1 

Otros tipos que también se encuentran son las células horizontales de Caja!, las pequeñas células 

triangulares o poligonales conocidas como de Martinotti y las gigantes o de Betz.1
' 
4 

Las células se organizan en varias capas horizontales, lo- que constituye uno de los rasgos rnás 

llamativos de la estructura cortical y se pueden distinguir en número de seis. 1 

Procediendo de la superficie hacia la substancia medular estas capas incluyen: 

l.- La capa molecular. 

2.- La capa granular externa. 

3.- La capa de células piramidales o piramidal externa. 

4.- La capa granular interna. 

5.- La capa ganglionar o piramidal interna. 

6.-La capa polimorfa o capa multiforme. 

De manera general, las aferencias de la corteza van de la capa 1 a 4, mientras que las eferencias van 

de las capas 5 a 6.4 

Las fibras aferentes de la corteza incluyen fibras de proyección del tálamo, las cuales terminan en la 

capa 4 y fibras de asociación de otras áreas corticales (figura 4). 1
• 
4 

Transmisión química 

Existen dos tipos de sinapsis: La sinapsis eléctrica y la sinapsis química. En la primera el agente que 

cruza de la célula pre a la postsináptica es la corriente iónica generada en la terminal presináptica; en la 

sinapsis química. el agente transmisor es una substancia orgánica específica que es secretada al espacio 

eldfarelulaF,- este agente puede ser variable en las diferentes sinapsis y se encuentra almacenado en las 
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terminales nerviosas presinápticas. La llegada de un potencial de acción a estas terminales libera al 

espaci~ intercelular. (sináptico) el transmisor almacenado, una vez que se diftmde a través del espacio 

sináptico, reacciona con la membrana postsináptica en sitios específicos (los receptores); el resultado de 

esta interacción es un aumento en la permeabilidad de la membrana postsináptica a algunos iones que 

ahora pueden moverse libremente a través de la membrana. El cambio de permeabilidad puede tener 

efectos excitadores o inhibidores dependiendo de.los iones que se mueven. En particular, depende de sí 

los iones acarrean carga hacia dentro o afuera de la célula, para mover el potencial transmembranal 

. S 

hacia el umbral (despolarización) o en dirección opuesta (repolarización). 

Liberación del neurotransmisor (NT) 

Cuando el potencial de acción alcanza la terminal nerviosa aumenta la velocidad de entrada de iones 

calcio (Ca) desde el espacio extracelular, así como desde el retículo endoplásmico. El aumento en la 

concentración de Ca++ en la terminal nerviosa aumenta la velocidad contráctil de los microtúbulos a los 

que están enganchadas las vesículas del NT, esto causa su movimiento hacia la membrana. 

Cuando una vesícula alcanza la membrana celular se fusiona con ella y se libera completamente su 

contenido dentro de la hendidura sináptica (Figura 5).6 

El papel del transmisor es transportar la información de manera rápida y transitoria a través de la 

sinapsis y amplificar la señal eléctrica. Para este fin su efecto debe terminar rápidamente. 6 

Mecanismo de recaptura 

Una vez terminada la acción del NT, para prevenir- la difusión de éste en el espacio sináptico, es 

degradado o regresado a la terminal presináptica por mecanismos de recaptura; sin embargo, no está 

claro que proporción del NT se transporta de nuevo a las vesículas y cuanto se metaboliza.
6 

Existen al menos dos mecanismos para eliminar el NT de la sinapsis. Primero, en la hendidura 

sináptica se produce el metabolismo enzimático. Segundo, el NT se puede captar desde la sinápsis por 

la terminación nerviosa sináptica, la- célula glial o la neurona postsináptica a través de mecanismos de 
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transporte activo. Tales procesos de captación son generalmente específicos, de alta capacidad, alta 

afinidad y requieren energía (Figura 5). 6, 
7 

Papel del Glutamato (Giu) en el SNC 

Se- postulan como- glutamatérgicas la vía corticoestriatal, la de la corteza olfatoria de asociación 

(corteza entorrinal)-hipocampo, la retinotectal y las vías aferentes sensoriales y las células granulares 

del cerebelo. Otras vías que podrían funcionar con Glu son las ipsilaterales del hipocampo, cortico-

corticales y corticotalámicas entre otras (Figura 6). 
8 

El Glu es un aminoácido no esencial que pertence a una familia de aminoácidos de cadena recta o 

heterocíclicos que tiene la capacidad de despolarizar o excitar las membranas de las células neuronales; 

es el principal neurotransmisor excitador de los mamíferos y se sintetiza a partir de la glucosa y otros 

precursores mediante el ciclo de los ácidos tricarboxílicos por reacciones de transaminación, o bién, a 

partir de la glutamina por acción de la enzima glutaminasa (Figura 7). Otra vía de sintesis procede de la 

fijación del nitrógeno mediante la acción de la deshidrogenasa glutánúca.8
•

9
•

10 

La particular abundancia del Glu se debe a su participación en funciones como sintesis de péptidos y 

proteinas, sintesis de ácidos grasos, regulación de los niveles de amonio, el control osmótico del balance 

aniónico, como precursor de numerosos substratos del ciclo de Krebs y del ácido gamma amino butírico 

(GABA), además de formar parte de los cofactores glutatión y ácido fólico.' 

Dentro de las terminales nerviosas, el Glu se almacena en vesículas por un proceso dependiente de 

ATP. Una vez liberado interactúa con sus receptores correspondientes y posteriormente puede ser 

recapturado a través de un proceso de alta afinidad por la terminal nerviosa o bien por las células 

gliales, en las cuales se convierte en glutanúna y difunde nuevamente a la terminal nerviosa para 

transformarse en Glu por acción de la enzima glutaminasa fosfato-activada (Figura 7).a. 
11 

Los receptores para Glu se dividen en dos tipos: Los ionotrópicos, que se acoplan directamente a 

canales iónicos de membrana, y los metabotrópicos, que se unen a proteinas G y modulan segundos 

.... 
mensajeros intracelulares-, como-el trifosfuto de inositol, Ca y nucleótidos cíclicos -(Figura 8). Dentro 
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de los primeros, se encuentran los receptores de tipO"- no-N-metil-D-aspartato (no-NMDA): Ácido 

+ + 

propiónico. J-amino-4-ñidroxi-5-metil-isoxasoL(AMPA} y Kainato. (KA), que son sensibles a Na y K ; 

+ + 
y Tos de-tipoNMDA~ue-C()llsistea---de-un--canal-iónko-de-membrana,-altamente permeable a Na , K y 

++ 
Ca , presenta dependencia al voltaje y posee sitios reguladores de unión a glicina, zinc, magnesio 

++ 
(Mg }, poliaminas y fenciclidiila, los cuales afectan la apertura del canal, también posee un sitio 

sensible a cambios de óxido-reducción (Figura 8). 12. 13 

Se ha observado- que la administración sisténúca del Glu y Aspartato (Asp); así como la 

administración intraocular de KA, producen la degeneración de las capas internas de la retina. En 

algunas. áreas del cerebro, los mismos compuestos producen degeneración en ciertos tipos celulares, 

mientras que otros se mantienen intactos.8 

Olney en 1976, fue el primero en postular que la toxicidad de estos compuestos (Glu y Asp) en el 

sistema nervioso podria resultar de la unión a sus receptores excitadores, produciendo una respuesta 

sostenida que llevaría a la muerte celular por sobreestimulación8
; lo que ha llevado a sugerir su 

participación en procesos de hipoxia, isquenúa y en la patogénia de ciertas enfermedades 

neurodegenerativas, tales como la corea de Huntingtoo, la enfermedad de Alzheimer o la epilepsia. 14 

Smtesis-y degradación de la Doparnina (DA) en el SNC 

Las catecolaminas (CA) DA, norepinefrina y epinefrina, actúan como NT en el SNC.9 

Se conocen coroo CA a los derivados del catecol con- una cadena lateral que lleva un grupo amino ; el 

catecol es el dihidroxifenol, coo dos grupos hidroxilos adyacentes (Figura 9).9 

La DA se forma a partir del aminoácido tirosina, el cual es llevado dentro de la terminal nerviosa 

presináptica por un proceso de transporte dependiente de energía 6, dentro de las neuronas se transforma 

en L-dihidroxifenilalanina (L-DOP A) por medio de la enzima tirosina hidroxilasa. Posteriormente, la L-

DOPA se descarboxila por accion de la descarboxilasa de los aminoácidos aromáticos transformándose 

en DA y CO~ (Figura 10). Las CA sé almacenan en vesículas cooocidas como gránulos cromafines por 

medio de procesos dependientes de energía. 6 
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Una vez liberadas al espacio sináptico, la acción de las CA es finalizada mediante degradación 

enzimática en la hendidura sináptica, recaptura y degradación intraneuronal o almacenamiento en las 

vesículas sinápticas. Las enzimas responsables del catabolismo de las CA son la monoaminooxidasa 

(MAO) de localización fundamentalmente intraneuronal, y la catecol-0-metiltransferasa (COM1), 

enzima soluble que actúa sobre las CA extraneuronales (Figua 11).14 

El producto terminal del metabolismo de la DA es el ácido homovanílico (HV A).6 

Víti dopaminérgicas 

Las neuronas que contienen DA pueden ser divididas en tres grupos principales : nigroestriatales, 

mesocorticales y tuberohipofisiales. 15 

El tracto dopaminérgíco más grande en- el- cerebro se origina en la zona compacta de la sustancia 

negra y manda axones que proveen de una densa inervación al núcleo caudado y putamen del cuerpo 

estriado. 15 

Los cuerpos celulares que contienen DA, que se encuentran medios a la sustancia negra proveen una 

difusa pero modesta inervación al cerebro delantero, incluyendo la corteza frontal y cingulada, el 

septum, núcleo de acumbens y tubérculo olfatorio. 15 

Los cuerpos celulares que contienen DA en el núcleo arcuato y periventricular del hipotálamo envían 

axones que inervan el lóbulo medio de la hipófisis y la eminencia media. (Figura 12).15 

El Oxido Nítrico (ON) en el SNC 

El ON es un gas que se difunde fácilmente en el SNC, posee una vída media corta de 3-6 segundosl6 

Se le ha considerado como un segundo mensajero en diferentes tipos celulares tales como 

macrófagos 17 y células del sistema nervioso central. 1s, 19
• 

20 

Se sintetiza como un subproducto de la transformación del aminoácido L-arginina (L-Arg.) a 

citrulina a través de la enzima óxido nítrico sintasa (ONS), fa cual es dependiente de Ca++ y calmodulina 

(Figura 13).21,22.23 



9 

Se ha propuesto que el ON tiene un papel importante en la potenciación de largo término al 

participar en la formación de la memoria, y que m ex=iva producción puede causar daño a través de 

varios mecanismos, incluyendo vías de inhibición metabólica en la cadena respiratoria y la formación de 

radicales libres tóxicos al combinarse con aniones superóxido.24 

En el SNC el ON puede modular de manera-fisiológica-la neurotransmisión glutamatérgica a través 

de la nitrosilación del receptor NMDA. 17 
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En los últimos años, el estudio de los mecanismos implicados en el establecimento de enfermedades 

neurodegenerativas tales como el ParkinsOO:' 2j, 
26 

la_ esquizofrenia y la. enfermedad de Huntington29 ha 

sido de gran inter~, así como- ~ estudio- de la- interacción entre- los sistemas dopaminérgico y 

glutamatérgico en el CE y corteza cerebral por las implicaciones que éstos poseen en dichas regiones del 

cerebro. 

Por un lado, el CE que actúa en los procesamientos. de información y aprendizaje 
4

' 
27 

recibe fibras 

dopaminérgicas- de la substancia negra y del tálamo, asÍ- como de la corteza cerebral, donde utiliza al 

Glu como neurotransmisor; mientras que la corteza cerebral controla los mecanismos de movimientos 

del cuerpo y utiliza la vía corticoestriatal, como glutamatérgica 
8 

y la mesocortical como dopaminérgica 

principalmente. 

El interés en el estudio del Glu después de su establecimiento como neurotransmisor, se incrementó a 

partir del descubrimiento de su efecto tóxico sobre diferentes preparaciones de tejido nervíoso. 
28 

Los 

efectos neurotóxicos del Glu fueron descritos por primera vez en 1952 por Hayashi, quien reportó que 

la aplicación tópica de Glu y Asp en la corteza detiene la activídad cortical; en 1957 Lucas y Newhouse 

reportaron- degenera-ción de neuronas de- las capas internas de la retina en ratones que recibieron la 

administración neonatal de Glu. 29
' 

30 Posteriormente, en 1969 Olney expandió este descubrimiento al 

demostrar que las neuronas del núcleo arcuato del hipotálamo y órganos circunventriculares, que tenían 

una barrera hematoencefálica deficiente en el periociD neonatal, también eran vulnerables a los efectos 

citotóxicos de la administración sistémica de Glu en ratones o neonatos. 7• 
30 Más tarde se demostró que 

no solamente la retina era susceptible a su efecto, pues la administración de 4 mg/g de peso corporal de 

Glutamato- monosódico (GMS) en ratas neonata-s también ocasiona destrucción de neuronas en el núcleo 

arcuato del hipotálamo, así como trastornos endócrinos ·31
• 

3
2. 

33 y llega a generar crisis convulsivas en 

ratas aduhas.34 

En el cerebro, el Glu liberado de las terminales presinápticas activa diferentes tipos de receptores 

como los de tipo NMDA, después de unirse a ellos, causa de-polarización de la membrana celular e 

útcrementa eL nive[ iñtracefufar de.. Na", agua y Ca++, mientras. que. los niveles de ATP se ven 
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considerablemente reducidos conjuntamente con el K+ intracelular, teniendo como resultado una gran 

concentración de ~ en el espacio extracelular, lo que- permite la despolarización de la célula y el 

rompimiento de los mecanismos de regulación iónica, a consecuencia de ello, la célula blanco puede 

morir P.or agotamiento.21
• 22. 

34 

Por·otraparte, el incremento en-la conceatración-deCa ++-permitirá-la activación de la enzima ONS 

que llevará a la producción de ON, una vez formado, el ON se libera a las terminales postsinápticas 

para actuar presinápticamente en· una o más neuronas, lo que induce a un posterior incremento en la 

transmisión sináptica,. contribuyendo importantemente al daño neuronal excitotóxico
21

' 
2

2. 
23 

En estudios previos se observó que la L-Arg y agonistas a Glu, tales como el NMDA y KA 

incrementan el transporte de DA, núentras que la Nitro-L-Arginina (N-Arg) lo disminuye; lo anterior 

sugiere que el ON participa en el transporte de DA en el cuerpo estriado, mecanismo que puede 

modificarse como parte de los procesos neurodegenerativos iniciados por un aumento excesivo en la 

3~ 

concentración de Glu. 

Sin embargo, con estos resultados no ha sido posible precisar el efecto de una sobreactivación 

de los receptores a Glu sobre el transpote de DA en condiciones in vivo. 



PLANTEAMIENTO 

DEL PROBLEMA 
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La corteza cerebral y el CE son dos regiones del SNC con implicaciones importantes en algunas 

enfermedades neurodegenerativas como el síndrome de Parkinson, la esquizofrenia y la enfermedad de 

Huntíngton donde participan los sistemas dopamínérgico y glutamatérgico principalmente. 36 

En estudios recientes se ha demostrado que la activación del receptor a Glu de tipo NMDA permite 

la entrada de calcio, lo que promueve la formación de ON, evento que parece regular el transporte de 

DA. Sin embargo, no es claro aún el mecanismo por el cual un exceso de activación de los receptores a 

Glu durante la edad neonatal podría regular el transporte de DA en el estriado y si la sobreexposición de 

estas neuronas estriatales a un exceso de ON podría desencadenar mecanismos que promuevan una 

neurodegeneración celular. 

Con base a todo lo antes mencionado, en el presente trabajo se evaluó la captación de DA en 

rebanadas de corteza cerebral y CE de ratas tratadas con GMS durante el desarrollo para observar el 

papel que desempeña el ON en la regulación del transporte de DA como un parámetro que permita 

aportar información sobre los eventos involucrados en la vulnerabilidad al daño celular de las regiones 

ya mencionadas. 
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Si las células dopaminérgicas son sensibles al efecto citotóxico del Glu, la administración 

temprana de GMS reducirá la captura de DA, regulada por ON, en el CE y corteza cerebral. 
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OBJETIVO GENERAL 

Definir el efecto de la administración temprana de GMS sobre el transporte de DA y su regulación 

por ON en la corteza cerebral y el cuerpo estriado durante el desarrollo de la rata. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Detenninar la captación de DA-[
3
H) en rebanadas de CE y corteza cerebral de ratas intactas y 

tratadas con GMS, en los días 1,3,5 y 7 de edad postnatal, en presencia de L-Arg y N-Arg a los 30 y 60 

días de edad. 



DIAGRAMA 

EXPERIMENTAL 



RATAS WISTAR 

RECIEN NACIDAS 

1 

1 

~INTACTOS 1 EXPERIMENTAL 

GMS (4 mg/g peso corporal) 

1, 3, 5 y 7 días de edad postnatal 

1 

SACRIFICIO 

30 y 60 OlAS 

OBTENCION ESTRIADO 

Y CORTEZA FRONTAL M 

1 REBANADAS (25mg) 1 

EXPERIMENTOS DE CAPTURA DE DA-[3H] 

EN PRESENCIA Y AUSENCIA 

DE L-ARG Y N-ARG 1 0~-JM 
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Tratamiento de los animales 

Para este trabajo se utilizaron ratas de la cepa Wistar recién na<:idas, que se dividieron en dos 

grupos: 

Grupo testigo: Constituido por animales sin ninguna manipulación. 

Grupo experimental: Formado por animales que en los días 1, 3, 5 y 7 fueron tratados con GMS a una 

dosis de 4 rnglg de peso corporal. 

Preparación de tejido 

Todos los animales se sacrificaron por decapitación a Jos 30 y 60 días de edad de acuerdo al modelo 

establecido37
; se removió el encéfalo y se lavó inmediatamente con una solución de sacarosa 0.32 M 

entre 0-4 °C para la disección de el CE y la corteza frontal motora. Se obtuvieron rebanadas de 25 mg 

que se sometieron a los experimentos de captura de DA-[
3
H] en presencia o ausencia de L-Arg y N-Arg 

a una concentración de 10 ¡.tM. 

Experimentos de captación 

Los experimentos de captura se realizaron de acuerdo a lo reportado previamente por Chaparro

Huerta y col. 1997 35 bajo el siguiente esquema: las rebanadas se preincubaron en 1 mi de medio de 

incubación, consistente en una solución Krebs-bicarbonato, al que se le agregó ácido ascórbico 0.1 mM 

para evitar la oxidación de la DA y Pargilina 25 ¡.tM corno inhibidor de la MAO, ajustándose a un pH 

de 7.2-7.4 con una mezcla de C02-02 (5%-95%}31 en un baño Maria con agitación a 37 °C por 10 rnin., 

después se adicionaron 20 ¡.ti de DA-(H] para una concentración de 0.1 ¡.tM en el medio, al mismo 

tiempo se añadió el precursor de ON (L-Arg) o el inhibidor (N-Arg) o ambos, y se incubaron durante 20 

rnin. (captación total). 

Al mismo tiempo, se incubaron muestras a una temperatura entre 0-4 °C que permitieron conocer la 

captura inespecífica, misma que se restó a la que se obtuvo a 3 7 oc. 
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Posteriormente, las muestras se trasladaron a un sistema de filtración con vacío [utilizando filtros 

GF/B (Whatman)} Y- se lavaron con 10- mi del mismo medio. Finalmente, cada filtro se depositó en 

viales con 5 mi de liquido de centelleo y se cuantificó la radiactividad en un contador de centelleo 

liquidomodele-Beckman LS 6500. 

Con el fin de prebar las diferencias significativas de ambos grupos se utilizó la prueba T de Student 

de dos colas. 

Los resultados se expresan en pmo1125 mg de tejido, 
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Estriado 

En los. animales de 30 días de edad postnatal (EP) la presencia de 1 O ¡.¡M de L-Arg produjo un 

incremento en la captura de DA-[3H] tanto en el grupo tratado con GMS como en el intacto, este último 

fue significativo-con respecto a su oontrol (figura 14). 

La adnllnistración de N-Arg 10 ¡.¡M sólo inhibió la captura de DA-eH] de manera significativa 

con respecto a su control en el grupo de animales intactos, mientras que en el grupo tratado con GMS se 

observó un incremento en la captura de DA-[3H], misma que resultó ser significativa al ser comparada 

con la N-Arg del grupo intacto (figura 14). 

Finalmente, en la combinación de L-Arg y N-Arg 10 ¡.¡M se observó un incremento en la 

captura de DA-[3H] en ambos grupos (intacto y experimental), sin embargo, este aumento sólo fue 

significativo para el grupo intacto con respecto a su control {figura 14). 

Por otra parte, a los 60 días de EP, bajo la administración de L-Arg 10 ¡.¡M, se vio un 

incremento significativo en la captura de DA-eH] tanto en el grupo intacto como experimental con 

respecto a su control (figura 15). 

La presencia de N-Arg 10 ¡.¡M disminuyó la captura de DA-[3H] en los dos grupos (intacto y 

experimental), sin embargo, en el grupo de GMS esta reducción es significativa con respecto a su 

control y al de N-Arg del grupo intacto (figura 15). 

Para terminar, la adnllnistración de L-Arg más N-Arg lO ¡1M, produjo una reducción en la 

captura de DA-[3H] en el grupo intacto, mientras que en el grupo tratado con GMS se observó un ligero 

incremento (figura 15). 



1: 
1. 
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Corteza Cerebral 

En los animales de 30 días de EP la presencia de L-Arg lO J.!M produjo una disminución en la 

captura de DA-[3H] en el grupo intacto, mientras que en el grupo tratado con GMS la incrementó de 

manera significativa con respecto a su control (figura 16). 

La administración de N-Arg 10 ¡!M disminuyó la captura de DA-[~ en el grupo intacto y se 

elevó en el grupo tratado con GMS; lo mismo se observó al combinar la L-Arg con N-Arg 1 O J.!M 

(figura 16). 

Por otro lado, a los 60 días de EP, la L-Arg indujo una reducción en la captura de DA-[3H] 

tanto en el grupo intacto, donde fue significativa con respecto a su cootrol, como en el grupo tratado con 

GMS, donde fue significativa con respecto al que recibió L-Arg en el grupo intacto (figura 17). 

La presencia de N-Arg lO ¡!M dísminuyó la captura de DA-¡JH] en ambos grupos (intacto y 

tratado con GMS), sin embargo, en el grupo tratado con GMS la reducción fue significativa con 

respecto a su control (figura 17). 

Por último, la combinación de L-Arg y N-Arg 10 JlM, produjo una dísminución en la captura 

de DA-[3H] en el grupo intacto, misma que se vio incrementada en el grupo de GMS de manera 

significativa con respecto al que recibió L+N-Arg en el grupo intacto (figura 17). 
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Los avances durante la década pasada en el entendimiento de la organización de los ganglios 

basales han mostrado la existencia de relaciones- funcionales entre los sistemas de transmisión de los 

aminoácidos excitadores y de la doparnina. 

Un número creciente de estudios clínicos y conductuales m anirnilles ha sugerido que no existe 

un balance entre las entradas mesenceffilicas doparnínérgicas y los aminoácidos excitadores corticales, 

lo que causa deficiencias motoras y cognoscitivas39
, mismas que han sido asociadas a diversos 

padecimientos neurodegenerativos.21 

Así mis!Tl(}, se ha ~ado que el GMS- administrado íntraperitonealmente afecta el 

metabolismo, la captura y la liberación de catecolaminas en la corteza cerebral y el núcleo caudadoJ7 

En el presente trabajo se evaluó el efecto del GMS. sobre el transporte de DA para intentar 

conocer con mayor detalle el mecanismo involucrado en los sistemas dopamínérgico y glutamatérgico en 

la corteza cerebral y el cuerpo estriado, así como determinar si el ON es un modulador importante de 

dicho transporte. 

Como se sabe, el R-NMDA se expresa en edades tempranas y en cierta manera, durante el 

desarrollo del SNC, regula el acomodo de las células.40 

Se ha observado que el cuerpo estriado carece de una organización citoarquitectónica clara y 

que las subpoblaciones de neuronas estriatales están organizadas en compartimentos funcionales. En 

algunos casos se puede comparar con las características citoarquitectónicas de la corteza y en otros 

representa una organización única.40 

Los resultados obtenidos para el cuerpo estriado a los 60 dias de EP, en el grupo intacto y 

tratado con GMS, sugieren que el establecimiento citoarquitectónico funcional de el sistema de 

transporte de DA se encuentra bien establecido y es regulado por ON; que las células son más 

resistentes al daño provocado por el GMS, o bien, que pese al daño sufrido las células son más 

eficientes para mantener los mecanismos nonnales de transporte de DA, ya que se observa un patrón 

similar de conducta entre ambos grupos; mientras que a los 30 dias, en el grupo intacto se observó un 

incremento en la captura de DA-[3H] al administrar L+N-Arg, así como al recibir N-Arg y L+N-Arg en 
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el grupo tratado con GMS, lo cual sugiere que no sólo la ONS participa en la producción de ON, sino 

que, existen otros mecanismos, incluido el metabolisllll)de-la célula, que penniten su síntesis. 

Por otra parte, en la corteza cerebral, a Jos 30 días en Jos animales tratados con GMS, se 

observó una dísminución en la captura de DA-[3H], misma que se incrementa en el grupo intacto, lo que 

corresponde- con ciertos reportes en- los que se ha observado que el GMS produce una reducción 

significativa en los niveles de Norepinefrina y de DA 41
, y un aumento en la captura de DA-eH] en ratas 

adultas42
; esto sugiere que la corteza cerebral es más vulnerable al efecto del GMS, ya que pueden 

existir cambios de- conformación y composición en la estructura del R-NMDA y que lo observado en el 

grupo intacto es el resultado de un reacomodo celular normal ya que se ha reportado que a edades 

tempranas los R-NMDA y no-NMDA están involucrados en la migración celular.43 

Para conocer el papel del ON como regulador del transporte de DA, se hicieron experimentos en 

presencia de un precursor, L-Arg, y un inhibidor de la síntesis de ON, la N-Arg. 

En el cuerpo estriado, la administración de L-Arg 10 JlM, mostró que en los animales de 30 y 

60 días, intactos y tratados con GMS, incrementó la captura de DA-eH], esto va de acuerdo con 

trabajos en los que se ha observado que la L-Arg, en la misma concentración utilizada, en animales 

intactos, no modifica de manera significativa, en rebanadas, la captura de DA, fenómeno contrario a lo 

observado en sinaptosomas33
; esto sugiere que la producción de ON participa en los procesos de 

transporte (captura} de DA por activación de- R-NMDA y posiblemente de los no-NMDA. Se ha 

propuesto que la síntesis de DA, así como BU sistema de transporte puede ser regulado por otros 

neurotransmisores, como los del sistema· colinérgico, que modulan la liberación de DA 44
, así como 

también por otro tipo de receptores a Glu, como el receptor a KA. 33 

Sin embargo, como se sabe, la activación de la ONS no sólo tiene como consecuencia la 

producción de ON, síno que éste a su vez puede interactuar con otras moléculas, como el anion 

superóxido, y formar radícales libres, que podrían contribuir al daño celular4
, por lo que es importante 

que en un futuro se realicen estudíos sobre los niveles de- radícales libres y el papel que desempeñan en 

el transporte de-DA. 



30 

Para la corteza cerebral se observó que a los 30 días en el grupo tratado con GMS aumenta la 

captura de DA-[~, lo que sugiere que el daño provocado por el GMS afecta Jos mecanismos de 

transmisión normal a la edad de 30- días, y lleva a la producción de ON y con ello a un aumento en la 

captura de DA-eH], esto tal vez se deba a los mecanismos ya mencionados para el cuerpo estriado, 

mientras que a los 60 días de EP, en el grupo intacto y tratado con GMS se observó una dísminución en 

la captura de DA-fH], lo cual sugiere que existen mecanismos de compensación en respuesta a los 

cambios provocados por el Glu, o bien, que el ON esté directamente involucrado en el transporte de DA 

en esta región. 

Con respecto a la administración de N-Arg en concentración de lO 1-1M se pensó que su efecto 

debía ser contrario al producido por la L-Arg tanto en el cuerpo estriado como en la corteza cerebral, en 

las dos edades estudiadas, ya que en estudios previos se ha visto que la N-Arg reduce la captura de DA

[3H] en rebanadas y sinaptosomas estriatales35
, esto sólo se observó en el cuerpo estriado a los 60 días, 

en el grupo intacto y tratado con GMS, mientras que a los 30 días la disminución se observó únicamente 

en el grupo intacto, y por el contrario, en el grupo de GMS se presentó un incremento en la captura de 

DA-eH], lo que sugiere que el ON no es el único en regular el transporte de DA, sino que la presencia 

de otros compuestos, tales como radicales libres, podrían estar participando en dicho transporte. 

No obstante, también se ha reportado que la inhibición de la ONS protege de la toxicidad 

producida por Glu en cuhivo45
, esto es lo que posiblemente se observó en las figuras 14 y 16, donde se 

observa que la captura de DA se incrementa en presencia del inhibidor de la ONS, N-Arg, tanto en 

corteza como en el estriado a los 30 días de edad. 

Finalmente, la combinación de L-Arg más N-Arg mostró un incremento en la captación de DA

eH] a los 30 días, tanto en el grupo intacto como en el tratado con GMS, en el estriado, de igual forma 

a los 30 días en el grupo tratado con GMS, en la corteza cerebral; mientras que a los 60 días este 

incremento sólo se observó en la corteza cerebral del grupo experimental; estos resultados van en contra 

de lo que se ha observado en otros trabajos, donde la combinación de L-Arg y N-Arg causan una 

reducción en la captura de DA en animales intactos35
. Este aumento en la captura de DA-fH] sugiere 
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que existen otros mecanismos relacionados con el transporte de DA y que tal vez puedan ser activados 

por la administración del GMS. Uno de- estos mecanismos podría ser la existencia de cambios a nivel 

metabólico que estén asociados con los receptores a Glu de tipo NMDA. 

La primera evidencia que relaciona al R-NMDA en la neurodegeneración causada por la 

inhibición metabólica fue descubierta, en la déc~da de los setentas, por Novelli, quien observó que la 

inhibición del complejo IV de la cadena respiratoria por cianuro, produce concentraciones no tóxicas de 

Glu, sin embargo, en condiciones in vitro se vuelve letal y este daño es bloqueado en presencia de 

antagonistas al R-NMDA.46 

Existen- trabajos en los que se relaciona ligeramente a los R-NMDA con las enfermedades 

neurodegenerativas 1
2.

47
'
41

, mientras que otros 49
• so. st apoyan que la activación del R-NMDA es vital en 

la generación de neuropatologías asociadas a cambios metabólicos. Un factor que puede intervenir en el 

daño celular es el hecho de que las funciones metabólicas disminuyen con la edad, debido posiblemente 

en parte a un incremento en el daño oxidativo y del DNA mitocondrial.s2 Otro mecanismo por el cual se 

puede presentar la excitotox.icidad es a través de la producción de radicales libres. Los radicales libres 

tales como el ON y especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden causar una toxicidad celular 

significativa, incluyendo daños al DNA y proteínas así como peroxidación de lípidos.53 

Por último, desde el punto de vista clínico, se ha sugerido que la degeneración tan selectiva de 

las neuronas dopaminergicas vista en el síndrome de Parkinson puede ser resultado de una alta 

sensibilidad de estas neuronas a una combinación de inhibición metabólica y excitotoxicidad54
, por lo 

que puede existir un circulo vicioso en el que la activación de R-NMDA induce a una entrada masiva de 

Ca++ y a la producción de radicales libres mitocondriales, seguida por una disfunción de la mitocondria, 

lo que predispone a la neurona al daño excitotóxico. Por lo que es importante que en un futuro se 

realicen trabajos en los que se de a conocer más a fondo el papel de estos radicales libres y de los daños 

que pueden presentar las mitocóndrias, ya sea por influencia de los radicales libres o porque la 

producción de ON desencadene la activación de segundos mensajeros que alteren la conformación de los 

R-Glu desde el punto de vista genético y estructural. 
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l.-La administración temprana de GMS no modifica la captura de DA [3H) a los 30 y 60 días en el 

cuerpo estriado, aunque, al administrar N-Arg se vio aumentada a los 30 días; mientras que a los 60 la 

disminuye. 

2.- La administración temprana de GMS no modifica la captura de DA CHJ a los 60 días en la corteza 

cerebral, sin embargo, la presencia del precursor o inhibidor de la sintesis de ON o ambos disminuye la 

misma en el grupo intacto. 

3.-La administración neonatal de GMS modifica la influencia que posee el ON sobre la captura de DA 

en las regiones y edades estudiadas en comparación con el grupo testigo. 



FIGURA 1 

Desarrollo del cuerpo estriado 

El cuerpo estriado se forma como un espesamiento en el fondo del surco hemisférico, el cual 

aumenta de grosor para terminar fusionándose . 

35 
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FIGURA2 

Principales aferencias y eferencias del cuerpo estriado 

Las conexiones aferentes del estriado provienen de la corteza, el tálamo y la sustancia negra, 

mientras que las vías eferentes se descargan principalmente al globo pálido y la sustancia negra. 

GP.- Globo pálido NPP.- Núcleo pedúnculopontino 

EP.-Núcleo entopeduncular NST.- Núcleo subtalámico 

SN.-Sustancia negra 
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NPP 



FIGURA3 

Alguoos tipos celulares de la corteza cerebral 

Los principales tipos celulares que se encuentran en la corteza cerebral son: piramidales, 

estrelladas, fusiformes, células de Caja!, deMartinotti y las células de Betz. 
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FIGURA4 

Acomodo de las capas de la corteza cerebral y algunas vías aferentes y eferentes 

De manera general, las aferencias de la corteza van de la capa 1 a la 4, mientras que las 

eferencias van de la capa 5 a la 6. 
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1 FIGURAS 

Metanismo de liberación y recaptura de un neurotransmisor 

Cuando un estimulo llega a la célula, aumenta la entrada de calcio a la terminal nerviosa 

haciendo que los rnicrotúbulos a los que están enganchadas las vesículas que contienen los 

neurotransmisores se muevan hacia la membrana celular para fusionarse y permitir la salida del 

neurotransmisor (NT), el cual unirá a su receptor en la célula postsináptica, una vez que termina 

la acción del NT, puede ser metabolizado en el espacio intersináptico o bien, se puede recapturar 

desde la sinápsis por la terminal nerviosa sináptica o las células gliales, a través de mecanismos 

activos, para ser metabolizada. Estos procesos son dependientes de energía 
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FIGURA6 

Principales vías glutamatérgicas 

(C) Corteza cerebral 

(CE) Cuerpo estriado 

(Am) Amígdala 

(C~} Cerebelo 

(NC) Núcleo caudado 

(CS) Colículo superior 

(Hp) Hipocampo 

(NGL) Núcleo geniculado lateral 

(NR) Núcleo rojo 

(01) Oliva inferior 

(SN) Sustancia negra 

(T)Tálamo 
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FIGURA 7 

Síntesis, liberación y recaptura del glutamato (Giu) 

El glutamato es sintetizado a partir de la glucosa mediante el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

por reacciones de transaminación; a patir de la glutamina (Gin) por acción de la enzima 

glutaminasa o por la fijación del Nitrógeno a través de la enzima deshidrogenasa glutámica para 

ser vesiculado. Cuando un estimulo alcanza a la célula, el Glu es liberado e interactua con sus 

receptores postsinápticos abriendo canales iónicos de membrana o activando cascadas de 

segundos mensajeros al acoplarse a proteinas G. El Glu puede ser recapturado por la célula 

presináptica o por las células gliales para ser reciclado o metabolizado. 
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FIGURAS 

Tipos de receptores a glutamato 

Los receptores a Glutarnato se dividen en dos tipos : 

Ioootrópicos: 

NMDA (N-metil-D-aspartato) (1) 

no-NMDA (A.\.IP A (3) y Kainato(2) ) 

y Metabotrópicos (4): 
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acoplados a proteinas G, desencadenan cascadas de segundos mensajeros, como la de trifosfato 

de inositol y nucleótidos cíclicos. 

PP Fosfolípido G Proteína G 

IP3 Inositol-1, 4, 5-trifosfato DAG 

ACPD 1-amino-ciclopentil-1 ,3-dicarboxilato 

REDOX óxido-reducción 

PIPz Fosfatidil inositol-4, 5-bifosfato 

Diacilglicerol ibo Ibotenato 

P A poliaminas Gly Glicina 
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FIGURA 9 

Estructura general de las catecolaminas 

Las catecolaminas son derivados del catecol con una cadena lateral que lleva un grupo amino, el 

catecol es el dihidroxifenol con dos grupos hidroxilo adyacentes. 
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FIGURA lO 

Síntesis de la Dopamina 

(TH) Tirosina hidroxilasa 

(lrDOP A) L-Dihidroxifenilalanina 
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(DAAA) Descarboxilasa de los aminoácidos aromáticos 

(DA}Deparnina 
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FIGURA 11 

Síntesis, liberación y metabolismo de la dopamina 

(TIR} Tirosina 

(DOPA) L-Dihidroxifenilalanina 

(DA) Dopamina 

(MAO) Enzima monoaminooxidasa 

(COMT) Enzima catecol-0-metiltransferasa 
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Figura 12 

Vías dopaminérgicas 

Principales vías: Nigroestriatal, mesocortical y tuberohipofisial 

(SN)- Sustancia negra 

(CCA) Corteza cingulada anterior 

(CF)- Corteza frontal 

(NA) Núcleo de Acumbens 

(TO}-Tubércu!(}o!fatorio 

(EI'vl) Eminencia media 

(E) Estriado 
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FIGURA 13 

Activa~ión de la síntesis de óxido nítrico 

l. Liberación de Glu 

2. Activación de R-Giu postsináptico 

3. Entrada de Ca.,.,. a la terminal postsináptica 

4. Formación del complejo Ca ++-CaJmodulina 

5. Activación de la ONS 

6. Síntesis de ON 

7. Difusión de ON a elementos neuronales 

circunvecinos 
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FIGURA 14 

Efecto de la L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 ~M sobre la captura de DA-CHJ en rebanadas 

estriatales a los 30 días en ratas intactas y tratadas con GMS neonatalmente. Los resultados 

expresan la media ± error estandar de 6 experimentos por duplicado. 

Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

• p < 0.05, * p < 0.001 con respecto a su control 

O p < 0.001 con respecto al que recibió N-Arg en el grupo intacto. 
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FIGURA 15 

Captura de DA-eHJ en rebanadas estriatales a los 60 días en ratas intactas y tratadas con 

GMS neooatalmente, en presencia de L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 1 O ¡.tM. Los resultados 

representan la media ± error estandar de 4-6 experimentos por duplicado. 

Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

GMS. 

O p< 0.01 con respecto al que recibió N-Arg en el grupo intacto. 

• p < 0.05 con respecto a su control. 

O p < 0.05 con respecto al que recibió L-Arg en el grupo tratado con 



--l 

~ 
<( oz ct<C/) 

-0 a:n. 
1-o 
(/)<( 
wo 
ow 
a.w 
a: O 
WCJ) 
:::)<C 
o o 

o c.o 

• 

o o o o o o co ,.... <O 

1111 111111! lllll !ll!lllllllllllllll!!! l 

en 
~""~~7.n~~~~~nn~~~~ ~ 

C} 

(/) 

o 
1-o 
<( 
1-z 

o o o o o o 
o o o o o 
t!) .oc::t (Y) (\j ,.... 

G 
a: 
<f. z 
+ 
...J 

" a: 
<f. z 

1 . . 

. 

" a: 
e:( 

1 
...J 

~ 
...J 
a: 
1-
o 

D 



65 

FIGURA 16 

Efecto de la L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 10 ¡.¡M sobre la captura de DA-eH] en rebanadas de 

corteza cerebral a los 30 días en ratas intactas y tratadas con Gl\.IS neonatalmente. L<>s 

resultados expresan la media± error estandar de 6 experimentos por duplicado. 

Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

• p < 0.05 con respecto a su control. 
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FIGURA 17 

Captura de DA-eHJ en rebanadas de corteza cerebral a Jos 60 días en ratas intactas y tratadas 

con GMS. neonatalmente, en presencia de L-Arg, N-Arg y L+N-Arg 1 O ¡.tM. Los resultados 

representan la medía± error estandar de 6 experimentos por duplicado. 

Las diferencias estadísticamente significativas fueron: 

ff p < 0.05 con respecto a su similar en el grupo intacto. 

• p < 0.05 con respecto a su control. 

() p < 0.05 con respecto al que recibió N-Arg en el grupo tratado 

conGMS. 
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