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1. ESTADO ACTUAL DE LOS CONOCIMIENTOS SOBRE EL SISTEMA

COLINERGICO CENTRAL.

1.1. Acetilcolina comoneurotransmisor y enzimas relaciona
das.

Desde hace más de sesenta años es sabido que la acetil

colina (ACh)está presente en el cerebro de los Vertebrados

(Dale, 1915), pero la inestabilidad tisular de esta molécu
la ha dificultado su demostración comoneurotransmisor cen

tral, asi comosu localización precisa.

A fines de la década de 1960 y comienzos de la de 1970,

las investigaciones sobre el sistema colinérgico recibieron

un gran impulso gracias al desarrollo de métodos quimicos pa

ra la determinación de ACh (Hanin, 1974), de métodos de frac

cionamiento subcelular del tejido nervioso y de técnicas de

microscopía electrónica para la visualización de componentes

sinápticos, lo que posibilitó la demostración de la AChcomo

neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC) (De

Robertis y Rodriguez de Lores Arnaiz, 1969; Kuhar y col.,1973;

Kuhar, 1976; Barker, 1976).

Simultáneamente se han desarrollado técnicas histoquimi

cas para detectar la enzima de degradación de la ACh, la ace

tilcolinesterasa (AChE),lo que permitió obtener información

acerca del curso que siguen los axones que contienen dicha

enzima (Shute y Lewis, 1965; Shute, 1970). Sin embargo, la

AChEha sido cuestionada comomarcador especifico de la neu
rona colinérgica, porque se encuentra también en otras neuro

nas, aunque en menores concentraciones; a pesar de ello,

Lehmanny Fibiger,(1979) han demostrado que existe un parale

lismo entre la actividad de AChEy el neurotransmisor ACh.



Aunquela enzima de sintesis de la Ach, la colinacetilasa

(ChAT)es un marcador más adecuado para los pericariones de

neuronas colinérgicas, durante muchotiempo sólo podia es

tudiarse bioquímicamente en homogenatos de tejido. Reciente

mente se han desarrollado técnicas inmunohistoquímian- Para

localizarla (McGeery col., 1974, 1979). Por” hubo serias

divergencias en cuanto a la pureza de los anticuerpos util;

zados y los resultados fueron muycontrovertidos (Rcssier,

1976, 1981). Los últimos trabajos sobre la localización de

neuronas colinérgicas en el SNCde la rata, realizados con

estas técnicas perfeccionadas, arrojaron resultados muyse

mejantes, sino idénticos a los obtenidos por métodos fárma

c0vhistoquImicos para AChE (Lehmanny col., 1979, 1980; Ki

mura y col., 1980, 1981).

1.2. Receptores.
Unavez liberada desde el terminal axónico, la sustan

cia neurotransmisora interactúa con un componenteespecífi

co de la membranapostsináptica llamado receptor. Dicha in

teracción desencadena una serie de eventos que culminan con

una respuesta comola despolarización de la neurona postsi

náptica,1a contracción o relajación de un músculo, una secrg

ción glandular o la alteración de la actividad cardiaca.

Las drogas que producen una respuesta semejante a la

provocada por el transmisor endógeno se denominan agonistas

y muchas veces tienen comositio de acción el mismositio

receptor. Las drogas que previenen la acción de los agonis

tas actuando sobre los receptores especificos, son llamadas

clásicamente antagonistas. Las caracteristicas, localización
y otros datos importantes de los receptores pueden deducir

_3_



se de estudios realizados con dichas drogas.

Desde tiempo atrás se sabe que la AChtiene dos tipos

principales de acción que pueden reproducirse utilizando

las drogas muscarina y nicotina. Ambostipos de efectos pug

den antagonizarse con drogas comola atropina (antagonista

muscarInico) y el curare (antagonista nicotinico) respecti

vamente. Entonces se postuló que existen dos tipos de recep

tores para la ACh: los muscarinicos y los nicotinicos (Eldg

frawi y Eldefrawi, 1977).

En la década de 1970 se desarrollaron métodos para el

abordaje de los receptores centrales por medio de técnicas

de unión especifica de agonistas y antagonistas radioactivos,

lo que constituye un aporte fundamental al estudio del SNC

(Bennet, 1978).

Si bien se han puesto en evidencia tanto receptores

centrales nicotInicos (Hunty Schmidt,1978; Segal y col.,l978)

como muscarinicos (Yamamuray col., 1974; Yamamuray Snyder,

1974), se sabe que el efecto de la AChen el SNCes predomi

nantemente muscarinico (Krnjevic y Phillis,l963LCon métodos

farmacológicos y electrofisiológicos se ha podido demostrar

que la AChliberada produce una despolarización lenta y sos

tenida del elemento postsináptico, que es bloqueada por apli

cación de atropina, lo que indica comoaltamente probable la

interacción con receptores colinérgicos de tipo muscarïnico

(Krnjevió, 1974; Bartfai y col., 1977). Por otra parte es im

portante tener en cuenta que la densidad de receptores musca

rinicos centrales es muchomayor, al menos un orden de magni

tud, que la concentración de receptores nicotinicos (Salvatg

rra y Foders, 1979).



1.2.1. Receptores pre- y postsinápticos.

Las técnicas de fraccionamiento subcelular del tejido

nervioso, desarrolladas en la década del sesenta, han permi

tido obtener las membranascelulares correspondientes a la

región sináptica (DeRobertis y col., 1966). Es alli donde
se encuentran concentrados los neurorreceptores que corres

ponderían a la membranapostsináptica y serian responsables

de ligar al neurotransmisor en cuestión, provocando cambios

en la permeabilidad de la membrana, seguidos de una serie

de eventos encadenados que posibilitan la transmisión del

impulso nervioso (Miledi y col., 1971).

En 1977, Langer sugirió la existencia de receptores lg

calizados en la membranapresináptica, a los que se llamó

"autorreceptores" o "receptores presinápticos" , que esta

rian involucrados en la regulación de la liberación del neu

rotransmisor. Seguidamente se realizaron abundantes demostra

ciones de la existencia de receptores presinápticos adrenér
gicos y de su intervención en la liberación de noradrenalina

(Langer, 1980), aunque la mayoria de las evidencias se obtu

vieron en sistema nervioso periférico. Tambiénse obtuvieron

varias evidencias de la existencia de receptores presinápti

cos colinérgicos en el sistema nervioso periférico, tanto
de tipo muscarinico (Kilbinger, 1977) comonicotinico (Mile

di y col., 1978), aunque estos últimos no han podido ser de

tectados en los ganglios simpáticos. Simultaneamente, Hadhá

zy y Szerb (1977) observaron que la liberación de AChendó

gena desde cortes de hipocampo, corteza cerebral o estriado

de rata, evocada por estimulación eléctrica o por alta con

centración de K+, resultaba potenciada por el agregado de



atropina y disminuida por fisostigmina (anticolinesterásico),
oxotremorina o carbamilcolina (agonistas muscarInicos). En

tonces sugirieron que en el SNCexistían receptores muscari

nicos localizados en axones y terminales colinérgicos, cuyo

rol fisiológico seria 1a autorregulación de la liberación
de ACh. Pudo observarse un comportamiento similar en la li

beración de ACha partir de terminales nerviosos aislados

de hipocampode rata (Marchi y col., 1981). Es interesante

notar que la potenciación causada por atropina ocurre en

presencia y en ausencia de inhibidores de la AChE(Szerb,

1977). Estas evidencias farmacológicas indirectas de la po

sible existencia de receptores muscarinicos presinápticos

no pudieron corroborarse directamente o mediante el empleo

de lesiones definidas del SNC,si bien los efectos sobre la

liberación de ACh,medidos en diversas condiciones fisioló

gicas y farmacológicas, arrojaron resultados que apoyan con
sistentemente dicha hipótesis (Szerb, 1980). La evidencia

más directa se obtuvo utilizando un procedimiento basado en

la disolución selectiva de la membranapresináptica, par

tiendo de una fracción de sinaptosomas, lo que ha permitido

demostrar la presencia de receptores muscarInicos pre- y post

sinápticos en la corteza cerebral de rata, mientras que los

receptores nicotinicos resultaron de localización predominan

temente postsináptica (De Robertis y col., 1967; Aguilar y col.,
1979).

1.3. Vias colinérgicas en el SNC (fig. l).

A pesar de los esfuerzos realizados para dilucidar la

anatomia de las vias colinérgicas centrales, hasta hace cua

tro o cinco años podia decirse que la vIa septo-hipocámpica,



que proyecta desde el núcleo septal medial (nSM)a la forma

ción hipocámpica (FH), era el único tracto en el cerebro,

identificado comocolinérgico sin lugar a dudas. La tremen

da dificultad que significa la carencia de técnicas especi
ficas para identificar neuronas colinérgicas, se ve clara
mente reflejada en este hecho. Afortunadamente, el desarro

llo y perfeccionamiento de las técnicas para el estudio de

AChE,ChATy receptores colinérgicos, revirtió drásticamen

te la situación (ver 1.1., pág.3 ).

Ahora se tiene un concepto algo más preciso sobre la

anatomia del sistema colinérgico. Se ha confirmado la exis

tencia de las vias colinérgicas ascendentes por el tracto

tegmental dorsal, propuestas por Shute y Lewis en 1967,

mientras que se ha descartado prácticamente la participa

ción del tracto tegmental ventral y la proyección habénulo

interpeduncular en dicho sistema (Fibiger, 1982).

El "striatum" o estriado, correspondiente a núcleo cau

dado y putamen, y el núcleo accumbens son los únicos del ce

rebro que poseen neuronas colinérgicas intrínsecas claramen

te diagnosticadas. El estriado posee valores elevados de to

dos los parámetros colinérgicos mencionados, con excepción

de los receptores nicotInicos (Hunt y Schmidt, 1978) y es

la región con mayor concentración de receptores muscarInicos

(Rotter y col., 1979).

Ademásde las neuronas colinérgicas de proyección que

se encuentran en el tallo cerebral, especialmente en el nú

cleo cuneiforme y en el núcleo tegmental látero-dorsal, que

inervan el diencéfalo, el resto de los pericariones colinér

gicos se hallan ubicados en la región basal del cerebro an
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terior, ampliamentedistribuidos en sentido ántero-posterior

al menos en la rata y en el gato y algo más delimitados en

los primates. Parece ser un número relativamente pequeño de

células que constituyen la fuente de todas las proyecciones

colinérgicas en dicha región.

Con las técnicas más perfeccionadas, no se han encontra

do neuronas colinérgicas en el neocortex (Lehmanny col.,

1980; Kimura y col., 1980), en los bulbos olfatorios (Kimura

y col., 1981), en el hipocampo (Fonnumy Walaas, 1978;

Schwarcz y col., 1978), en la amIgdala, en el tálamo Y en

el tectum (Kimura y col., 1980, 1981). Con excepción de los

cuerpos neuronales supuestamente colinérgicos del hipotála

molateral y dorsal, hay buenas evidencias de la naturaleza

colinérgica de las demásneuronas postuladas. En la rata tie

nen una muyamplia distribución rostro-caudal, en una cadena

casi contínua que va desde los tubérculos olfatorios hasta

el nivel de los núcleos subtalámicos, y cuya división resul

ta un tanto arbitraria ya que no posee limites definidos.

En forma sintética estas proyecciones van desde:

1) rama horizontal de la banda diagonal de Broca (BD)

y núcleo preóptico magnocelular (nPM)a los bulbos olfatorios,

2) septum medial (SM) y rama vertical de la BDal hipo

campo,

3) núcleo basal magnocelular (nBM)principalmente y ra

ma horizontal de la BDy nPM,secundariamente, al neocortex,

4) rama horizontal de la BDy nPMa la amIgdala,

5) rama horizontal de la BD, nPMe hipotálamo lateral

al área tegmental ventral y a los núcleos de la habénula

(Herkenhamy Nauta, 1977; Phillipson, 1979).
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Figura 1: Esquemade una vista sagital de las vías colinérgicas

ascendentes y descendentes.

Am: amIgdala; AVT: área ventral tegmental; BD: ramas de

la banda diagonal; BM:núcleo basal magnocelular; BO:

bulbo olfatorio; Cu: núcleo cuneiforme; Cx: neocortex;

Cx e: corteza entorrinal; Cx f: corteza frontal; Cx m:

corteza motora; Cx p: corteza piriforme; Cx v: corteza

visual; Hi: hipocampo; hL: hipotálamo lateral; NIP: nú

cleo interpeduncular; PM:núcleo preóptico magnocelular;

T: tálamo; TLD:núcleo tegmental látero-dorsal.



Si bien las proyecciones conservan una cierta topogra

fIa ántero-posterior en el sentido de que las neuronas que

proyectan a los bulbos olfatorios y a la formación hipocám

pica (FH)parecen ser anteriores a las que van al neocortex

y a la amIgdala, existe cierto grado de superposición; ade

más es posible que algunas neuronas posean axones bifurca

dos, con ramas ascendentes y descendentes, en la BDy en el

nPM(Divac, 1975), que envíen aferencias a corteza y al ta

llo cerebral respectivamente (Millhouse, 1969).

1.4. Sistema visual

El sistema Visual merece ser considerado separadamente

debido a las persistentes discrepancias sobre el rol de la
AChcomoneurotransmisor en estas vias.

Algunos trabajos realizados en ratas y en gatos, des

cartarIan la existencia de neuronas colinérgicas en colIcu

lo superior, cuerpo geniculado lateral y corteza visual (Ki
mura y col., 1981). Tanto el cuerpo geniculado lateral co

mo los coliculos superiores poseen una baja concentración

de receptores colinérgicos muscarinicos (RChM);la princi

pal fuente de aferencias colinérgicas parece ser el núcleo

cuneiforme, que se proyecta bilateralmente sobre los cuerpos

geniculados laterales, a través del tracto tegmental dorsal

(Hoover y Jacobowitz, 1979). En cambio en la lámina superfi

cial de los colIculos superiores existe una alta concentra

ción de receptores nicotinicos (Hunt y Schmidt, 1978; Segal

y col., 1978). Se desconoce su significado asi comola exis

tencia de una vIa colinérgica aferente. Tal vez, dichos re

ceptores estén asociados, al menosen parte, con terminales
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nerviosos retino-coliculares (Francis y Schechter, 1980);

aunque en la rata el nervio óptico parece tener muypoca ac

tividad tanto de ChATcomo de AChE (Bigl y Schober, 1977).

La corteza visual, igual que el resto del neocortex, re

cibe su inervación colinérgica del nBMy de la BD.

Auncuando los resultados obtenidos en la rata y en el

gato parecieran indicar que las conexiones entre la retina,

los cuerpos geniculados laterales, los coliculos superiores

y la corteza visual, no serian colinérgicas, en 1979 Oswald

y col. enunciaron la posibilidad de que la AChfuera un neu

rotransmisor en la proyección retino-tectal de ciertos Ver

tebrados inferiores comoBufo marinus, a partir de sus expe

rimentos de enucleación, que produjeron disminución de la

concentración de AChy de la actividad de AChEen el "tectum

opticus". Posteriormente observaron un fenómenosemejante

en Carassius (Oswald y Freeman, 1980).

1.5. Algunas consideraciones sobre las funciones del sistema

colinérgico.

Corresponde señalar aqui que es muy poco lo que se cong

ce acerca de las funciones de las proyecciones colinérgicas

en el cerebro. Hay razones poderosas para ello: fundamental

mente la carencia de un conocimiento preciso de la anatomia

del sistema, a lo que se agrega la extensa distribución, sin

limites definidos, de las neuronas colinérgicas intercaladas

con otras que no lo son, enviando colaterales a regiones muy

diversas del cerebro (Millhouse, 1969; Fibiger, 1982).

Sin embargo, existen algunos datos orientadores; en ba

se a estudios morfológicos se ha propuesto que las neuronas



intersticiales del nBM,representan la extensión anterior de

la formación reticular (FR). A pesar de que los terminales

corticales no se originan en el mesencéfalo, dichas neuronas

podrian estar involucradas en el sistema de alerta reticular

ascendente, por medio de interconexiones polisinápticas (Leh

mann y col., 1980).

Diversos estímulos periféricos, asi comola estimulación

de la FR mesencefálica, aumentan la liberación de AChdesde

la corteza (Phillis, 1968; Pepeu, 1973). Los estimulantes de

la psicomotricidad también aumentan la liberación de ACh,

mientras que las drogas depresoras a nivel central, tienden

a disminuir la liberación de AChcortical (Pepeu, 1973).

Aunque durante mucho tiempo se creyó que el ritmo de li

beración de AChdesde la corteza era proporcional al grado

de desincronización del EEG,que se correlaciona con el esta

do comportamental de alerta, existen numerosos ejemplos en

los que ha podido disociarse la liberación de ACh, tanto de

la desincronización electroencefalográfica comode la acti

vación comportamental (Pepeu, 1973).

Comoexiste una gran diversidad de estímulos que aumen

tan la liberación de AChcortical, comoel despertar por rui

do, la estimulación eléctrica de la FRo las drogas convul

sivantes y no hay una clara correlación con hechos fisioló

gicos, el significado funcional permanecedesconocido.

Hayotra importante linea de trabajos que involucran

al sistema Colinérgico en los procesos de memoria y compor

tamiento. Las drogas que afectan la actividad colinérgica,

comopor ejemplo los anticolinesterásicos, que han merecido
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especial atención por su acción tóxica, tienen notables efeg
tos sobre el comportamiento, ya que producen estados de con

fusión y desorientación, signos de depresión y ansiedad y se
rias dificultades en la concentración y en el razonamiento

en los seres humanos (Squire y Davis, 1981; Russell, 1982).

Por otra parte, se sabe que drogas que bloquean los

RChMalteran las funciones cognoscitivas superiores e indu
cen estados transitorios de amnesia (Longo, 1966): dicho es

tado, producido por antagonistas muscarinicos comola esco

polamina, parece tener gran semejanza con la amnesia que su

fren los individuos al envejecer (Drachmany Leavitt, 1974).

Aunque hay numerosas evidencias de que las drogas que afec

tan la transmisión colinérgica tienen alguna acción sobre

el aprendizaje y la memoria, este efecto varia enormemente

según la vIa de administración, la dosis empleada, el ensa

yo comportamental elegido, la especie y aun la cepa de ani

males empleados (Karczmar y col., 1973; Karczmar, 1976).

Más aún, el efecto también depende del momento de adminis

tración de la droga en relación a la prueba de aprendizaje;

si se administra oxotremorina (agonista muscarfnico) antes

de una sesión de adquisición de una respuesta de evitamien

to pasivo, produce disminución de la performance durante el

posterior ensayo de retención; en cambio, si se administra

oxotremorina o eserina (anticolinesterásico) luego de la se

sión de adquisición, facilitan la retención en forma dosis

dependiente. En amboscasos el efecto es antagonizado por

atropina y no por antagonistas nicotInicos (Baratti, 1982).
Comolos efectos antes mencionados sobre la liberación

de AChtambién son bloqueados por atropina, pero no se afec



tan por antagonistas nicotInicos, se piensa que son mediados

por mecanismosmuscarinicos excitatorios. Sin embargo, aun

que la atropina puede producir un EEGcaracterístico del sue

ño, el estado comportamental puede ser de alerta, por lo que

resulta lógico suponer que las vias colinérgicas no serian

las únicas involucradas (Karczmar y Dun, 1982).

En 1974, Myers puso de relieve: "...lo impactante que

resulta el hecho de que 1a AChsea la única sustancia que

puede influir cada respuesta comportamentalo fisiológica,
examinada hasta el momento".

Anisman (1978), en su exhaustiva revisión sobre los cam

bios neuroquimicos producidos por "stress", menciona algunos

trabajos que involucran al sistema oolinérgico central. En

sintesis, se han demostrado niveles aumentados de AChcere

bral, en condiciones severas de "stress".

En 1982, Fibiger concluyó: "...si bien existen razones

para considerar a las neuronas colinérgicas de la base del

cerebro, como la extensión rostral de la FR, hay un enorme

espacio en blanco en nuestro conocimiento del papel que de

sempeñan estas neuronas en el comportamiento".

1.6. Algunas consideraciones sobre la neuropatología del sis
temacolinérgico central.

Las vias colinérgicas del cerebro han adquirido impor

tancia en neuropatologia, desde que se descubrió que los pa

cientes con enfermedad de Huntington (CH)presentaban una

disminución de los marcadores colinérgicos en el cuerpo es

triado y que los pacientes con demencia presenil o senil de
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tipo Alzheimer (DSTA), tenian disminuidos dichos marcadores

en la corteza cerebral (Boweny col., 1976; Spillane y col.,

1977; Davies, 1979). Pudo observarse que estos hechos se co

rrelacionan con la pérdida de neuronas colinérgicas en el

estriado, en la CHy que, una condición neuropatológica que

puede ser critica para la DSTAes la pérdida de neuronas co

linérgicas en el núcleo basal de Meynert (correspondiente

al nBM), en la BDy en la región septal medial (Whitehouse

y col., 1982; Perry y Perry, 1982; Coyle y col., 1983).

Sin embargo se desconocen cuáles sintomas de las enfer

medadesestán asociados con la actividad colinérgica afecta
da.

2. ASPECTOS GENERALES Y OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS

2.1. Generalidades sobre los ogjetivos.

En base a las consideraciones y antecedentes menciona

dos, este trabajo de tesis se ha centrado en el estudio de

la localización de los receptores colinérgicos muscarInicos

y de la actividad de acetilcolinesterasa en el SNC,en áreas

de particular interés por estar supuestamente involucradas

en vias colinérgicas principales o en regiones que, si bien

no poseen neuronas o aferencias colinérgicas demostradas,

tienen una actividad de las enzimas relacionadas y una con

centración de RChMconsiderable.

Se ha encarado el estudio del desarrollo de los RChM

y de la actividad de AChEen una especie de Aves, teniendo

en cuenta los antecedentes de trabajos en diferentes espe

cies. Ademásde aportar nuevos datos sobre la ontogénesis
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del sistema colinérgico, se eligió el pollo comoanimal de

experimentación con el objetivo de analizar la posible inter
vención de dicho sistema en las vias visuales que, en parti

cular en las Aves, alcanzan un gran desarrollo.

Se ha puesto especial énfasis en tratar de esclarecer

la localización de los RChMy de la actividad de AChE, en re

lación con las sinapsis, en vias colinérgicas importantes c9
mo la septo-hipocámpica y en las aferencias al neocortex.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados en 1.5,

en este mismocapitulo, acerca de las funciones del sistema

colinérgico central y con el objetivo de tratar de poner en

evidencia la posible regulación de los RChMen condiciones

fisiológicas, se eligió comodiseño experimental para produ

cir un "stress" agudo, la natación forzada, situación que

resulta ineludible para la rata.

Este enfoque apunta a contribuir al esclarecimiento de

1a localización de receptores de tipo muscarïnico, que media

rIan la transmisión colinérgica en ciertas regiones, corro

borando o sugiriendo vias probables y aportando datos e ide

as sobre la posible regulación de dichos RChM,a través de

diseños experimentales, donde se combinandiferentes técni
cas.

Unode los aspectos en que se ha puesto especial aten

ción es el curso temporal de los estudios realizados, con

el objetivo de poder observar probables cambios en los pará

metros considerados, teniendo especialmente en cuenta que

hasta el presente, no hay antecedentes de variaciones rápi
das en el nivel de los RChMcentrales.
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2.2. Desarrollo ontogenético de los receptores colinérgicos
muscarínicos y de la actividad de acetilcolinesterasa.

La introducción del benzilato de quinuclidina tritiado

(PHQNB),un potente antagonista muscarinico, altamente es
pecífico, ha hecho posible el estudio de los RChMen varias

áreas del SNC (Yamamuray Snyder, 1974a) permitiendo el se

guimiento del desarrollo ontogenético en la rata (Coyle y

Yamamura, 1976) y en el conejo (Yavin y Harel, 1979). En es

tas especies, los niveles postnatales de sitios muscarini

cos especificos fueron investigados en varias regiones del

SNC.En la rata se observó que se desarrollan a diferentes

velocidades, más rápidamente en la médula y más lentamente

en el diencéfalo y la corteza cerebral (Kuhary col., 1980).

El embrión de pollo ofrece numerosas ventajas para los

estudios ontogenéticos.de este tipo. Ya en el momentode la

eclosión muchos de los parámetros funcionales han alcanzado

un alto grado de desarrollo (Peters y col., 1956). Entre el

séptimo y el tercer dia previos al nacimiento aumenta nota

blemente la concentración de proteínas en el cerebro, aparg

cen gran número de sinapsis junto con el desarrollo de ac

tividad eléctrica, coordinación motora y respuesta a difieren

tes drogas (Oppenheimy Foelix, 1972).

Hay evidencias de un crecimiento rápido en el número

total de receptores colinérgicos nicotinicos, medidospor

fijación de a-bungarotoxina (a-BuTx)encerebro total, en los

dIas 17 y 18 del desarrollo embrionario, alcanzando un máxi

mo en el nacimiento, habiendo luego una pérdida de recepto

res que se sugirió que podria coincidir con la maduración
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de las sinapsis (Wangy Schmidt, 1976).

En 1976, Enna y col, aportaron algunos datos inte

resantes sobre el desarrollo de los receptores muscarInicos

en el cerebro del pollo; pero comolos ensayos se hicieron

en homogenatostotales, no se podian apreciar las diferen

cias regionales. Encontraron una fijación especifica con al

ta afinidad para (ÉHJ-QNB,ya que la constante de disocia
ción aparente (KD) fue de 0.2 nM; el número máximo de sitios

de unión (Bmáx) incrementó rápidamente luego del dIa -9 (nue

ve dias antes del nacimiento), aumentando cinco veces su va

lor entre los días —7y -3, coincidiendo con el aumento de

proteinasy la aparición de sinapsis con actividad eléctrica

antes mencionadas (Oppenheim y Foelix, 1972).

Comola maduración de las distintas regiones del cere

bro presenta caracteristicas diferentes, se decidió estudiar

la ontogénesis de los receptores muscarinicos en porciones

definidas del SNCdel pollo.

Si bien la AChEno es un marcador definitorio para la

identificación de la neurona colinérgica, comose mencionó

en este mismocapítulo (1.1)existe cierto paralelismo entre

la actividad de la enzima y el neurotransmisor (Lehmanny

Fibiger, 1979). Por otra parte se sabe que la actividad de
AChEvaría durante el desarrollo del sistema nervioso (Elkes

y Todrick, 1955; Krnjevic y Silver, 1966; Gómezy col., 1970;

Enna y col., 1976). En base a estos antecedentes se hizo el

seguimiento de la actividad de esta enzima comootro paráme

tro para estudiar la ontogénesis del sistema colinérgico.



2.3. Influencia de la deprivación visual sobre los recepto

res colinérgicos muscarïnicos y la actividad de AChE.

El pollo ofrece un modelo muy adecuado para los estudios

relacionados con las vias visuales, ya que la mayor parte de

las fibras del nervio óptico conectan únicamente con el lóbu

lo óptico contralateral (Cowany col., 1961; Kelly y Cowan,

1972), pudiendo asi disponerse de un control interno en el

mismo animal.

En 1969, Marchisio observó que la remoción de la copa

óptica del embrión de pollo, produjo una caida de la activi

dad de ChATen los lóbulos ópticos, que se incrementó en la

medida en que las operaciones se efectuaban más tardIamente;

en cambio en los pollos jóvenes la enucleación produjo cam

bios muy lentos, que se ponian en evidencia recién a los dos

meses; por lo que postuló que, al menos en dicha etapa,

la ChATera independiente de las sinapsis en cuestión.

Rose y Stewart (1978), trabajando con ratas criadas en

la oscuridad, no encontraron diferencias significativas en

1a unión especifica de QNBa la corteza visual, con respecto

a ratas que vivieron con periodos alternados de doce horas

de luz y doce de oscuridad. Pero si observaron un incremento

del 45 %en la fijación de QNB,cuando expusieron a la luz

por tres horas a estos animales deprivados, respecto a con

troles mantenidos en oscuridad permanente.

Trabajando con pollitos neonatos, Francis y col. (1980)

no detectaron cambios en los receptores muscarinicos de los

lóbulos ópticos, luego de deaferentación de la vIa retino

tectal, a los dos, cuatro y ocho días luego de la sección

del nervio óptico, encontrando una pequeña caida significa



tiva recién a los dieciocho dias. Por otra parte, Brecha y

col. (1979) habían detectado una disminución en la fijación

de a-BuTx en los lóbulos ópticos deaferentados de neonatos

y adultos, que fue significativa a los dos dIas de la sección

del nervio; entonces consideraron a los receptores colinér

gicos nicotInicos directamente involucrados en esta via. Los

niveles de AChEy de ChATeran elevados y no se modificaron.

Sin embargo, el máximoen la fijación especifica de a-BuTx

en el cerebro del pollo, se alcanza en el periodo embriona

rio, siendo siempre menor en el animal neonato, joven y adul

to; en particular en los lóbulos ópticos, el máximonivel

parece estar entre los dias 12°y lS°de incubación (Kouvelas

y Greene, 1976). Por su parte, Wangy Schmidt (1976), tenien

do en cuenta el númerototal de receptores nicotinicos, ob

servaron un crecimiento rápido que comienza el dia 17° a 18°

del desarrollo embrionario y alcanza un máximoen el naci

miento, cayendo luego a los dos o tres dias.

Las fibras retinianas comienzana llegar al tectum el

6° dia y continúan llegando hasta la última semana de la in

cubación. Pero la luz recién evoca potenciales en el tectum

luego del dia 18° del desarrollo (Sedlácek, 1967; Blozowski

y Blozowski, 1968).

Cuando se realizaron los experimentos en embriones de

pollo para seguir el desarrollo de los receptores muscarini

cos y de la actividad de AChE,pudo observarse un notable

aumento en ambos parámetros desde el nacimiento hasta el dia

12° de vida postnatal, en los lóbulos ópticos, comenzando

el crecimiento del número de receptores tempranamente en el

embrión, mientras que los niveles de AChEse mantienen bajos
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por más tiempo. Recién dos dias antes del nacimiento comien

za un rápido aumento de la AChEen los lóbulos ópticos, que

llegan a ser la región del cerebro con mayor actividad de

la enzima en la eclosión (Jerusalinsky y col., 1981).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y los objetivos

enunciados, se decidió analizar el efecto de la privación

de estimulación visual en la fijación especifica de[3d]-QNB
y en la actividad de AChEen LOde pollitos neonatos.

2.4. Localización de RChflgyiACheen el hipocampos

Comose mencionó anteriormente (1.3), la proyección sep

to-hipocámpica constituye un sistema acerca del cual existe

total acuerdo desde tiempo atrás, con respecto a su naturale

za colinérgica.

Ya en 1954, Daitz y Powell demostraron que luego de la

lesión del hipocampo, las neuronas del núcleo septal medial

(nSM)y las adyacentes neuronas de la rama vertical de la BD,

sufren degeneración retrógrada.

Las neuronas histoquImicamente positivas para AChEen

la región septal y las que se marcan luego de la inyección

de peroxidasa de rábano(HRP)en el hipocampo, coinciden en

gran medida en su distribución (Mesulamy col., 1977). Lewis

y Shute (1967) observaron que existen grandes neuronas inten

samente positivas para las pruebas histoquImicas de AChEen

el nSMy en la BD, que proyectan via la fimbria y el fórnix

dorsal, a1 hipocampo (Shute y Lewis, 1967; Lewis y col.,

1967). Los mismos autores observaron que, luego de seccionar

la fimbria o lesionar el septum medial hay una pérdida signi

ficativa de 1a tinción para AChEen la formación hipocámpica.

-31



Estas aferencias al hipocampoproyectan especialmente sobre

las regiones piramidales CA3y CA4 (Raisman, 1966; Mellgren

y Srebro, 1973). Tanto el "stratum oriens", que contiene las

dendritas basales de las células piramidales, comoel "radia

tum", que contiene las dendritas apicales, se tiñen intensa

mente para AChE (Shute y Lewis, 1967); pero la mayor concen

tración de terminales nerviosos se encuentra en el "stratum

oriens" (Rose y col., 1976).

Fonnum(1970) estudió la localización subcelular y la

topografía de la actividad de ChATen la formación hipocám

pica de la rata, comprobandoque la mayor actividad se encuen

tra en una zona infrapiramidal estrecha y va disminuyendo

con la distancia desde dicha región.

Yamamura y Snyder (1974, b) y Kuhar y Yamamura (1976),

con métodosradioautográficos para localizar receptores mus

carinicos, observaron una importante densidad en los "strata

oriens" y "radiatum", en las subregiones CA1, CA2, CA33rCA4,

pero particularmente en las tres últimas. Tambiénhay una

densidad considerable de fijación de FH]-QNBen el giro den
tado, especialmente en la capa molecular, donde se encuentran

las dendritas de las células grano (Kuhar y Yamamura,1976;

Rotter y col., 1979).

En el "stratum oriens" y en la capa polimorfa, infra

granular del giro dentado,hay una importante fijación de

a-BuTx (Hunt y Schmidt, 1978, 1979; Polz-Tejera y col., 1975)

posiblemente correspondiente a receptores nicotinicos loca
lizados en interneuronas de esa región (Moskoy col., 1973).

La estratificación regular de la formación hipocámpica

de la rata y los antecedentes bibliográficos expuestos sobre

-22_



sus aferencias colinérgicas, la convierten en una estructu

ra muyadecuada para el estudio de la localización de los

RChM.Se han realizado distintos trabajos interrumpiendo la

via colinérgica por lesión septal (Yamamuray Snyder, 1974,

b; Overstreet y col., 1980) o por sección de la fimbria

fornix (Sábato y col., 1981); pero en ninguno de los casos

se obtuvieron cambios en la fijación del antagonista musca

rInico [3Á]-QNB.Estos resultados negativos llevaron a con
cluir que los RChMtienen una localización postsináptica.

Unacaracteristica especial de la formación hipocámpi
ca de la rata, es su vulnerabilidad a1 efecto neurotóxico

del ácido kainico (AK), un agonista glutamatérgico que, prg

bablemente, destruye las neuronas comoconsecuencia de una

excitación persistente, semejante a un episodio de "status

epilepticus“ (Nadler y col., 1978).
La utilización del AKcomoneurotoxina se desarrolló

en el intento de recrear un modelo experimental de la Corea

de Huntington, efectuando inyecciones en el cuerpo estriado

(Coyle y Schwarcz, 1976; McGeer y McGeer, 1976). Con la in

yección de 1.25 nmoles de AK, a las pocas horas se produce

la degeneración de los somas en el estriado, alcanzando las

dendritas a las diez horas, los pequeños axones entre las

veinticuatro y cuarenta y ocho horas y los botones sinápti

cos a las setenta y dos horas, permaneciendo en el mismoes

tado durante los cuarenta dias que se prolongaron las obser

vaciones. Con dosis mayores (2.5 nmoles) el proceso se ace

lera y hay más destrucción (Hattori y McGeer, 1977). Olney

y de Gubareff (1978), lesionando el cuerpo estriado con AK
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"in situ", observaron efectos dendrito-somatotóxicos semejag
tes a los del glutamato, pero muchomás potentes, ya que una

inyección de 3.5 nmoles de AKen cerebro de rata destruye lg

calmente gran parte de las neuronas; sin embargo no afecta

los axones de paso, ni los terminales de ese lugar.
En su estudio detallado del efecto del AKsobre la for

mación hipocámpica (FH) de rata, Nadler y col. (1978) obser

varon que con dosis muy pequeñas, de 0.1 pgr (0.5 nmoles),
se afectan primero las neuronas piramidales de la subregión

CA3en el polo rostral y el efecto va disminuyendo desde la

entrada de la fimbria hacia el giro dentado, desde CA3aha

cia CA3cy CA4. Incrementando la dosis se dañan también las

neuronas de CA4y en general las zonas más posteriores; mieg

tras que para afectar las de CAl son necesarias dosis mayo

res. El glutamato no es efectivo para destruir neuronas pi

ramidales aún en dosis que triplican las efectivas de AK.

Por otro lado, las células grano son resistentes a esta neu

rotoxina, aún cuando el glutamato es el neurotransmisor más

importante en la fascia dentada y las células son realmente

despolarizadas por la aplicación iontoforética de glutamato.

Luegode veinticuatro horas de la aplicación intraventricu

lar de AK, pudo observarse la destrucción de los somas y de

las dendritas; a los tres dias ya se encontraban afectados

numerosos axones y botones sinápticos. No se observaron da

ños en las fibras aferentes septo-hipocámpicas ni en las fi

bras musgosas, ya que los cuerpos de las células grano resul

taron intactos (Nadler y col., 1978).

Las neuronas piramidales de CA3aparticularmente, y de

CA3en general, parecen ser las más sensibles de todo el SNC

-24



frente a episodios de anoxia o de epilepsia severa, siguién
doles en sensibilidad las de CA2y siendo mucho menos sus

ceptibles las de CA4(Nadler y col., 1980).

La administración sistémica o intra-amigdalina de AK,

produce primero la correspondiente lesión "in situ" si es

aplicada en tejido nervioso, y secundariamente provoca lesig

nes en la FHy en el tálamo medial, observándose siempre cri

sis convulsivas en los animales que resultan lesionados (Ben

Ari y col., 1979). Pareciera que la lesión secundaria no se

debe a la difusión de la toxina sino al estado epiléptico

que provoca, teniendo en cuenta que dicho estado se acompa

ña de alteraciones histológicas en la FH, en el complejo a

migdalino y en el tálamo medial, tanto en el hombre como en

los demás animales estudiados.

En cortes delgados de hipocampo se ha visto que las cé

lulas piramidales de CA3son las más sensibles a despolari

zación por aplicación de AK (Robinson y Deadwyler, 1981).

Teniendoen cuenta esta vulnerabilidad diferencial de las

neuronas hipocámpicas, se utilizó AKpara profundizar en el

estudio de la localización de los RChM,por fijación de

[3H]-QNB.

2.5. Aferencias colinérgicas al neocortex. Localización de

receptores colinérgicos mugcarinicos y actividad de
acetilcolinesterasa.
Desde hace más de veinte años se sabe que hay libera

ción de ACh desde la corteza cerebral, en condiciones fisiolg

.gicas y que tanto la AChcomodrogas que alteran la neuro

transmisión colinérgica, influyen en la actividad eléctrica
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cortical. En base a estos hallazgos, en 1963, Michell sugi

rió la existencia de vias colinérgicas tálamo-corticales.

Con técnicas histoquimicas para AChE, Shute y Lewis

{1967) concluyeron que la inervación colinérgica cortical

proviene del tallo cerebral y del globo pálido; pero la exig
tencia de AChEen neuronas no colinérgicas y esencialmente

la falta de métodos más especificos, condujeron a que el ma

peo de las vias colinérgicas centrales dependiera, primaria

mente, de los efectos de lesiones circunscriptas y sus consg
cuencias sobre los marcadores colinérgicos.

Aunque no se conoce una toxina que afecte especificameg

te a la neurona colinérgica, se han empleadodiferentes neu

rotoxinas, entre las que el ácido kainico (AK)ha resultado

de gran utilidad, comoya se mencionó en 2.4 (Pág. 23).

Cuando se coloca AKen globo pálido dorsal, corteza pi

riforme, corteza entorrinal y tálamo, no se observan cambios

en los marcadores colinérgicos en la corteza cerebral. Por
lo tanto no existirian las vias tálamo-corticales de Michell

ni las aferencias desde el globo pálido (GP), pero en cambio

los marcadores colinérgicos descienden notablemente en el neg

cortex, cuando se inyecta AKen la región de las neuronas

magnocelulares ventrales al GP (Johnston y col., 1979). Dicha

caida no puede atribuirse a la lesión de terminales y degeng

ración retrógrada, porque no hay pérdida neuronal en la cor

teza. Las lesiones electroliticas, que dañan las fibras de

la cápsula interna, tampocoalteran las enzimas relacionadas.

Ya en 1966, Ramón-Moliner y Nauta decian: "En los hechos
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morfológicos, las magnocelulares recuerdan las neuronas re

ticulares dispersas en el tallo cerebral, incluyendo neuro
nas noradrenérgicas y serotoninérgicas que dan una directa

y amplia proyección hacia la corteza."

La inyección de HRPen el neocortex de la rata, marca

las neuronas magnocelulares basales (Arikuni y Ban, 1978).

Lehmanny col. (1980) produjeron degeneración retrógrada de

dichas neuronas por ablación cortical, con caida de la acti
vidad de ChAT y de AChE en la región del nBM.

La inyección intracortical de AKprodujo destrucción ma

siva de los cuerpos neuronales, disminuyendo notablemente

1a actividad enzimática de glutámico-decarboxilasa; no asi

la actividad de ChATni de AChE, por lo que se concluyó que,

o no existen o hay muypocas neuronas colinérgicas en la cor

teza (Lehmanny col., 1980).

Las neuronas con moderada actividad de AChEdel tálamo,

parecen ser colinoceptivas (Hoover y Jacobowitz, 1979) y,

en todo caso, no se han encontrado alli pericariones colinér

gicos, como tampoco parecen encontrarse en el neocortex (Ki

mura y col., 1980)

En base a lesiones parciales del nBMde la rata, Wenk

y col. (1980) postularon que dichas neuronas tienen una am

plia distribución y proyectan hacia el neocortex con una

topografía ántero-posterior; serian homólogasa las del nú
cleo basal de la "sustantia innominata" de los Primates.

El hecho de que las lesiones electrolIticas o con AK,

efectuadas en la región de las magnocelulares, den una re

ducción de entre el 30 y el 80% en la actividad de AChEy
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de ChATen la hemicorteza ipsilateral, puede explicarse por

la amplia distribución y la topografía particular de las neu
ronas en cuestión (Lehmanny col., 1980; Wenky col., 1980).

En el neocortex existen receptores colinérgicos tanto

nicotinicos comomuscarinicos, pero comose mencionó ante

riormente, estos últimos representan la mayoria de los re

ceptores para ACh (Szerb, 1980).

En base a lo expuesto, resultaba de sumo interés exami

nar los probables cambios en los RChMcorticales y en la ac

tividad de AChE,luego de deaferentación colinérgica produ

cida por extensas lesiones del nBMen la rata.

2.6. Efectos del "stress" sobre algunos parámetros colinér

gicos en el SNC.

La condición de "stress" puede ser considerada comouna

consecuencia de un estimulo exagerado o inusual, que altera

de algún modo el "equilibrio" de un organismo y que produce

cambios fisiológicos y comportamentales, que implican en ge

neral una tendencia a readaptarse a la nueva situación (Anis

man, 1978).

El "stress" produce numerosos cambios neuroquImicos y

hormonales, comopor ejemplo la modificación de la sintesis

y liberación de neurotransmisores en el cerebro, tal como

ocurre con la noradrenalina y la serotonina. A medida que

aumenta la severidad del estimulo en cuestión, también pue

de resultar involucrado el sistema dopaminérgico (Anisman,

1978).

Distintos investigadores han puesto de relieve la im
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portancia de los mecanismoscolinérgicos en algunos aspectos

particulares del comportamiento ; según Russell (1982) "...

tanto el sistema colinérgico periférico comoel central, jue
gan un papel esencial en la capacidad del organismo para a

daptarse a las demandasdel medio ambiente, particularmente
cuando los limites de tolerancia tienden a ser excedidos."

A pesar de la abundante literatura sobre los cambios

neuroquimicosproducidos por situaciones "estresantes", es

poco lo que se conoce acerca de sus efectos sobre los recep

tores sinápticos centrales.

Si bien hay algunos antecedentes en la bibliografia

sobre estudios relacionados con el sistema colinérgico y

diferentes condiciones de "stress", en general se refieren

al neurotransmisor ACh; pero son muyescasas las referen

cias a los receptores colinérgicos. Karczmary col. (1973)

comprobaronque, en situaciones de "stress" ineludibles,

aumentan los niveles de AChy de serotonina en el cerebro.

Saito y col. (1976) observaron que un entrenamiento de evi

tamiento pasivo no alteró los niveles de norepinefrina, do

pamina, serotonina ni ACh, pero la inmersión en agua fria

disminuyó el contenido de norepinefrina y aumentó el de ACh

cerebrales,

Se seleccionó una forma de producir "stress" que resul

tara ineludible: someter a ratas a natación forzada en agua

relativamente fria. El modeloparece adecuado para estudiar

regulación de los RChM"in vivo" en condiciones fisiológi
cas.



CAPITULO II.

MATERIALES Y METODOS



l. MATERIALES Y METODOS GENERALES.

1.1. Obtención del material biológico.

En todos los casos los animales fueron sacrificados por

decapitación. Los cerebros se disecaron rápidamente en frio,

obteniéndose las áreas correspondientes a los distintos gru

pos de experimentos. El tejido se homogeneizó en sacarosa

0.32 My se guardó a -60°C o se fraccionó inmediatamente, se

gún los requerimientos de los diferentes ensayos.

1.2. Fraccionamiento. (De Robertis y col., 1966)

Los homogenatos fueron centrifugados a 1000 g durante

10 minutos (min) en un rotor Sorvall SS34, para separar la

fracción pesada o nuclear; el precipitado se rehomogeneizó

en sacarosa 0.32 My se centrifugó en las mismas condicio

nes anteriores; los sobrenadantes de ambascentrifugaciones

se reunieron y volvieron a centrifugarse a 30.000 g duran

te 30 min. El sedimento resultante corresponde a la fracción

mitocondrial cruda o fracción cruda de membranasdel tejido

nervioso que contiene sinaptosomas, mitocondrias y mielina.

Dicho sedimento fue resuspendido en una solución "buffer"
3- + +

de PO4 , Na , K , 50 mM, de pH 7.4. Se almacenó a -60°C.

1.3. Determinación del contenido proteico.

La concentración de proteinas se determinó por el méto

do de Lowryy col. (1951). Se tomaron alicuotas de las frac

ciones de membranas y se les agregó 0.1 m1 de NaOH1 N; se

dejaron a temperatura ambiente durante 15 min. Luego se agre

gó l ml de la siguiente solución: l tartrato de Cu 0.02 % z

50 carbonato de Na 2 %. Luego de 10 min se agregó 0.1 m1 de



reactivo de Folin Ciocalteau con agua en partes iguales
( l N ).

A los 30 min se leyeron los resultados en un espectro

fotómetro, a 750 nm de longitud de onda. Se compararon con

los obtenidos simultáneamente con concentraciones conocidas

de albúmina bovina: 20, 40, 60, 80 y 100 pgr por ml. Con es

tos datos se construyó una curva standard, aproximándola a

una recta por el método de "cuadrados minimos".

1.4. Fijación especifica de [inleNB. (Yamamuray Snyder,l974a)

Se prepararon tubos de ensayo conteniendo alicuotas de

homogenatos o fracciones crudas de membranas, diluIdas con

"buffer" P02-, Na+, K+, 50 mM,pH 7.4, hasta una concentra

ción final de 0.1 mgr de proteina por ml.

Se incubaron con ‘?H]-L-QNBen concentraciones desde
0.02 hasta 2 nM, repitiéndose cada concentración por cuadru

plicado, en un baño a 37°C durante 60 min, para obtener los

datos sobre la fijación total del ligando radioactivo. Para

determinar la unión especifica, se determinó la fijación ines

pecïfica en alIcuotas preincubadas con atropina, en una con

centración final de SlpM; y luego se las incubó paralelamen
te a las anteriores con el ligando radioactivo.

El proceso se detuvo con el mismo "buffer" de incubación

a 4°C y colocando los tubos sobre hielo. El contenido de ca

da muestra fue filtrado según el método de Fields y col. (1978)

utilizando filtros WhatmanGF/B. Fueron lavados tres veces

con "buffer" frio y se secaron en una estufa a 80°C durante

4 horas.

Los filtros secos fueron colocados en viales y se les

agregó 5 ml de mezcla de Bray (1960); luego de agitarlos sua



vemente se contaron en un espectrómetro Tracor para centelleo
liquido.

La fijación especifica se obtuvo comola diferencia en

tre la unión total y la inespecifica, que en ningún caso re

presentó más del 15 %de la total y que fue menor del 10 %,

cuando se usaron concentraciones de la droga radioactiva ma
yores de 0.2 nM.

La actividad específica del ligando radioactivo fue de

31 Ci/mmol y fue obtenido de NewEngland Nuclear. La atropi

na fue adquirida a MannResearch.

1.5. Determinación de la actividad de AChE

Para ensayar la actividad de AChEde los homogenatos o

fracciones de membranas,se utilizó comosustrato acetil-tio

colina (ATC)y comoreactivo coloreado, ácido di-tio-bis

nitrobenzoico (DTNB)o reactivo de Ellman (Ellman y col.,

1961), que al reaccionar con los productos de la hidrólisis

de ATC, tiene máxima absorción en la longitud de onda de al

rededor de 412 nm.

Los reactivos y la correspondiente alícuota a ensayar,

se colocaron directamente en una cuba de cuarzo para espec

trofotómetro, conteniendo "buffer" PO4HNa2,PO4H2Na,100 mM

de pH 8. En un volumen final de alrededor de 3 ml, se agre

garon lOO‘pl de reactivo de Ellman, 20 pl de ATC 75 mMy la

muestra problema. La reacción se siguió en un espectrofotó

metro digital Cecil, realizando las lecturas cada 15 segun

dos y graficándolas en función del tiempo, durante 3 min.

De la pendiente de la curva se obtuvo la variación en la ab

sorbancia, que permitió calcular la actividad especifica de

la enzima como/nmoles de ATChidrolizada por min y por mgr



de proteina. Se utilizó BW284 C 51 como inhibidor especifi

co de la AChE.La actividad de pseudocolinesterasa se ensa

yó con butiril-tio-colina comosustrato, representando como

máximo, el lO %de la actividad total de la enzima.

Tanto la ATCcomo la butiril-tio-colina y el DTNB,fue

ron adquiridos a Sigma. Todos los demás reactivos utilizados

fueron de grado analítico.

2. METODOS ESPECIALES

2.1. Desarrollo ontogenético de los RChMy de la actividad

de AChE.

2.1.1. Animales de experimentación.

Se incubaron huevos embrionados de pollo hasta el mo

mento de ser utilizados. Algunos embriones siguieron su de

sarrollo hasta el nacimiento y otros hasta los 12 dias de

vida, en cuyo caso fueron mantenidos a 38°C, con periodos

de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, con agua y alimento

balanceado "ad libitum".

2.1.2. Aislamiento de las distintas áreas cerebrales.

Recién en el 8° dia del desarrollo embrionario apare
cen las características del cerebro de las Aves en el embrión

de pollo. Al 10° dia se estrechan los ventrículos laterales

y se engrosa la región palial. En el 12° dia se puede consi

derar que están presentes todas las masas celulares del adul
to.

El cerebro fue disecado en cinco regiones anatómicas:

1) región palial de los hemisferios cerebrales, corres

pondiente a "hyperstriatum" y "neostriatum",
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2) región basal de los hemisferios correspondiente al

"paleostriatum",

3) lóbulos ópticos, correspondientes al "tectum opti

cus ,

4) región correspondiente al resto del mesodiencéfalo,

5) cerebelo.

La elección de las áreas a analizar se basó en datos

anatómicos del libro de"AnatomIa Comparadadel Sistema Nervio

so de los Vertebrados" de Ariens Kappers y col.(1936).(Fig.2).

Dichas regiones se reconocieron en cortes histológicos seria

dos y se compararon con los datos anatómicos e histológicos

de Stingelin y Senn (1969), sobre cerebro de paloma, búho y

gorrión.

Se ensayó la disección desde los 8 dias del desarro

llo, pero las áreas en cuestión sólo pudieron ser visualiza

das claramente bajo lupa, a partir del 11° día. Entonces los

embriones fueron sacrificados en el 11°, 13°, 15°, 17°, 19°

dIas del desarrollo, y el resto fue decapitado el dia del na

cimiento y a los 12 dias. Estas edades, referidas al dia de

la eclosión tomado como dIa 0, corresponderïan aproximadamen

te a los dias -10, -8, -6, -4, -2 y +12 respectivamente.

Todos los animales fueron sacrificados a la mismaho

ra del dIa (alrededor de las 11 horas) para descartar la po

sibilidad de variaciones en los parámetros analizados, debi

das a ritmos diarios, ya que al menos en la rata, Woody

Rose (1979) encontraron un ritmo de baja amplitud en los nive

les de AChEde la corteza motora.

Con los animales adultos se procedió de igual modo, pg

ro fueron sacrificados en la planta ubicada en Pilar, perte
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neciente a la empresa "San Sebastián", que los obsequió. Los

cerebros fueron transportados en trío y luego se disecaron
las áreas correspondientes.

2.1.3. Muestras para los ensayos de fijación de [?H]-L—QNBy
para la determinación de AChE,

Para homogeneizar el material se procedió como se des

cribió anteriormente (ver 1.1. en este mismocapitulo). Lue

go se lo centrifugó a 100,000 g durante 60 min, se resuspen

dió el sedimento y se almacenó a -60°C.

Cadamuestra contenía el material correspondiente al

cerebro de dos embriones, pero en los casos de los más jóve

nes, comolos cerebros eran muypequeños, se utilizaron en

tre tres y cinco embriones por experimento.

Los ensayos se llevaron a cabo como se describió en

1.3, 1.4 y 1.5, en este mismocapitulo.

2.2. Influencia de la deprivación visual sobre los RChMy

la actividad de AChE.

2.2.1. Animales de experimentación.

Huevos embrionados de pollo fueron colocados en la

incubadora sin luz y dejados alli hasta aproximadamenteocho

horas después de la eclosión, tiempo en que su plumón se ha

bia secado y los animalitos eran resistentes a pequeños cam

bios de temperatura.

Siempre en la oscuridad, eran retirados de la incuba

dora en una caja térmica para ser trasladados a un cuarto os

curo calefaccionado, donde se les colocaba un cono negro de

cartulina sobre uno de los ojos: esta operación se realizaba

con luz verde muy tenue y distante.
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Figura 2. Esquemade cerebro de pollo, vista lateral.

En lineas de puntos se indican las divisiones entre
las diferentes zonas consideradas:

1: hiperestriado + neoestriado; 2: paleoestriado;
3: lóbulos ópticos; 4: resto del mesodiencéfalo;
5: cerebelo.
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Los animales fueron mantenidos en grupos de seis a o

cho, en cajas de 30x40x30 cm, con periodos alternados de 12

horas de luz y 12 de oscuridad; la temperatura se mantuvo

entre 38 y 39°C y se les dio agua y alimento balanceado "ad
libitum".

2.2.2. Areas cerebrales y tiempos seleccionados para reali

zar los ensayos.

Se disecaron los lóbulos ópticos por separado y se

homogeneizaron según se describió en 1.1 (Cap. II). También

se disecaron las regiones correspondientes a “hyperstriatum”

+ "neostriatum" y a "paleostriatum", procesando cada hemis

ferio por separado.

Los animales fueron sacrificados a las 24, 48 y 60

horas y a los 6, 8 y 10 dias de colocarles el parche. Se

comprobódiariamente la firmeza del mismoy se descartaron

los casos que ofrecían dudas. No se pudo continuar más allá

de los diez dias, ya que el recambio del plumaje ocasionaba

el desprendimiento del parche.

De todos modos, el objetivo era analizar los tiempos

cortos, ya que, comose mencionó en la Introducción (2.3.,

Cap. I), Francis y col. (1980) no detectaron cambios en los

RChMluego de deaferentación de la via retino-tectal en po

llitos neonatos, hasta alrededor de los dieciocho dias de

vida en que observaron una pequeña caida. Y, por otra parte,

los experimentos de ontogénesis también sugieren estos tiem

pos como los más apropiados (ver 2.3., Cap. I).

2.2.3. Ensayos de fijación de [3HJ-L-QNBy de determinación
de la actividad de AChE.Análisis de los resultados.
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Se llevaron a cabo ensayos en animales normales, pa

ra comparar las regiones izquierdas y derechas del cerebro.

Los ensayos en los animales experimentales, se realizaron

simultáneamente en las muestras correspondientes a los ló

bulos ópticos contralateral (LOC)e ipsilateral (Loi), con
respecto al ojo tapado. Del mismomodo se procedió con la

región "hyperstriatum+neostriatum" y con "paleostriatum".

Se consideró comoL0 control, el del lado ipsilate
ral y el análisis estadístico de los resultados se hizo u

tilizando el"test de Student" para datos apareados.

Para poder realizar curvas de saturación con el li
gando radioactivo, contando con tan escaso material bioló

gico, se realizaron incubaciones conteniendo 0.01 mgr de

proteina por ml, aumentando el volumen total a 4 ml.

2.3. Localización de receptores muscarinicos y AChEen el

hipocampo.

2.3.1. Animales de experimentación. Lesiones en el SNC.

Se utilizaron ratas Wistar machos, adultas, de 300

a 320 gr de peso. Fueron anestesiadas con pentobarbital só

dico, 45 mgr por Kgr de peso corporal, por via intraperito

neal.

Se practicaron dos orificios, uno a cada lado del

bregma, desplazados 1.5 mmde la linea media. Por allI se

inserto una jeringa tipo Hamilton, hasta una profundidad

de 4.5 mm,desde la superficie del cráneo, quedando asi u

bicada en el correspondiente ventrículo lateral.(Noble y

col., 1967). Se inyectaron, durante 30 segundos, 0.5 pgr de

AK, disueltos en 2 pl de "buffer" (pH 7.4), en ambos ven
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triculos. Las ratas utilizadas comocontroles fueron inyec

tadas de igual modopero con solución salina únicamente.

En los animales inyectados con AKse presentaron sin

tomas convulsivos que fueron parcialmente suprimidos por la

anestesia y que duraron unas pocas horas.

Luegode 30 dias las ratas fueron decapitadas, los

cerebros removidos y ambos hipocampos (H) fueron disecados

sobre hielo.

Unos pocos hipocampos de los mismos grupos de anima

les fueron utilizados para realizar estudios histológicos.
Se incluyeron en parafina y los cortes, en general seccio

nes coronales de 50 p de espesor, se tiñeron con violeta
de cresilo.

En otro grupo de animales, dos semanas después de

la inyección de AKse practicó la sección unilateral de la
fimbria-fórnix. Tambiénfueron sacrificados a los 30 dias

de la inyección. Algunos cerebros se fijaron por congela

ción para observar si la sección habia sido completa.

2.3.2. Muestras para los ensayos de fijación de XÉH]—L-QNB.
Análisis de los resultados.

Los hipocampos se prepararon como se describió en

1.1 y 1.2, en este mismocapitulo y se almacenaron las

fracciones a -60°C hasta el momentode ser utilizadas.

En el caso de los animales tratados solamente con

AK, ambos hipocampos se procesaron juntos y se compararon

con los de los animales enteros sacrificados simultánea

mente.

En el caso de los animales que además tenian lesiona
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da la fimbria-fornix, los Hipsilaterales y contralaterales

a la sección, fueron tratados separadamente. En este caso,

los resultados fueron analizados estadísticamente, según el

"test de Student" para muestras apareadas.

A su vez, los resultados fueron comparados con los

de los grupos que tenian lesiones correspondientes a la in

yección de AKy con los de los controles, por el "test de

Student"para muestras independientes.

Los experimentos de fijación de [3H]-QNBse llevaron
a cabo en alIcuotas de homogenatos de H, diluidas hasta una

concentración de 0.1 mgr de proteina por ml. La actividad de

AChEse ensayó como se describió en 1.5 (pág. 33).

2.4. Localización de RCg yiactividgd de AChEen el neocortex.

2.4.1. Animales de experimentación. Lesiones del nBM.

Ratas Wistar machos, adultas, de 230 a 250 gr de pe

so corporal, fueron anestesiadas con pentobarbital sódico,

(45 mgr/kgr, i.p.) y ubicadas en un aparato estereotáxico pa

ra pequeños animales "David Kopf".

Para realizar las lesiones, se utilizaron electrodos

de acero inoxidable, cuya punta tenia un diámetro de 0.4 mm;

los electrodos fueron ubicados de acuerdo a las siguientes

coordenadas: ántero-posterior, + 6.6 mm,medio-lateral, +

2.5 mmy dorso-ventral, + 2 a 2.8 mm, según el"Atlas Estereg

táxico del Cerebro de la Rata", de K8nig y Klippel (1963).

La lesión unilateral del nBM,se efectuó aplicando una co

rriente anódica constante de 2 mA, durante 20 a 25 segundos.

Comocontroles se utilizaron animales con operación

simulada, colocándose los electrodos del mismomodo pero
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omitiendo el pasaje de corriente, y animales enteros.

Para determinar el lugar y la extensión de las lesio

nes, algunos cerebros fueron fijados por congelación; se re

alizaron cortes seriados de 50 p de espesor y se tiñeron con
violeta de cresilo.

2.4.2. Muestras para ensayar la fijación de {?H]-L-QNBy la
actividad de AChE. Tiempos estudiados.

A los tres y catorce dias, luego de la lesión o de la

operación simulada, las ratas fueron sacrificadas; se separó

la sustancia gris de la corteza cerebral, correspondiente a
los hemisferios ipsilateral y contralateral a la lesión. Se

homogeneizarony se fraccionaron por separado, siguiendo los

procedimientos descriptos en 1.1 y 1.2 (Cap. II). Se determi
nó el contenido proteico, según se describió en 1.3 y se re

alizaron los ensayos como se indicó en 1.4 y en 1.5 (Cap. II)

Del mismomodo se procedió con los animales controles

que no habian recibido tratamiento alguno.

2.4.3. Análisis de los resultados.

Se compararon las hemicortezas entre sI, en cada caso

y con las de los otros grupos, tanto en el contenido protei

co como en el nivel de RChMy en la actividad de AChE; cuan

do se trataba de las hemicortezas de un mismoanimal, los

datos se analizaron estadísticamente por el "test de Student"

para muestras apareadas; en los demás casos, se utilizó el

"test de Student" para muestras independientes.

2.5. Efectos del "stress" agudo sobre los RChMdel SNC.

2.5.1. Animales de experimentación. Tratamiento.
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Ratas Wistar adultas, de ambos sexos, de entre 220 y

250 gr de peso, fueron forzadas a nadar en grupos de cinco

a siete animales, en un recipiente de 60 x 40 x 30 cm, lleno

Ï 1°C, durante 15 min.de agua a 18°C

Los animales mostraban signos de agotamiento, pero e

ran capaces de recuperarse completamente.

Otros animales, criados paralelamente, fueron utili
zados comocontroles.

2.5.2. Areas cerebrales y tiempos seleccionados para reali

zar los ensayos de fijación de ï?É]-L-QNB.
Las ratas fueron decapitadas inmediatamente después

de someterlas al tratamiento "estresante", a los 60 min o
a las 24 horas. Momentosantes se sacrificaron los animales

controles, correspondientes al"tiempo cero" en los experi
mentos.

Se disecaron: la corteza cerebral, la formación hipo

cámpica, la amIgdala, el hipotálamo, los ganglios basales

("striatum" + "globus pallidus"), el tallo cerebral, los
bulbos olfatorios y el cerebelo. El material fue homogenei

zado y fraccionado comoya se describió en 1.1 y en 1.2,

procesándose conjuntamente las áreas correspondientes a

cuatro o cinco cerebros. La determinación del contenido prg

teico y los ensayos de fijación del ligando radioactivo se
llevaron a cabo simultáneamente en muestras de los animales

experimentales y de los controles, de cada región. Por su
puesto estos resultados fueron analizados comocorrespon

dientes a muestras independientes.
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CAPITULO III.

RESULTADOS Y DISCUSION PARCIAL



1. RESULTADOS GENERALES PARA LOS EXPERIMENTOS DE FIJACION

DE [ 3B] -L-QNB.

1.1. Consideraciones generales sobre las caracteristicas de
la fijación del antagonista radioactivo

Las curvas de saturación mostraron, en todos los casos,

una tipica forma hiperbólica, que se achata a partir de las

concentraciones de droga libre entre 0.3 y 0.5 nM, comopue

de observarse en la figura 3.a.

Estos resultados se graficaron de acuerdo con la ecua

ción de Scatchard (1949), obteniéndose asi la constante de

disociación aparente (KD)que varió según las regiones cere
brales y el tipo de preparación, pero que siempre correspon

dió a uniones de alta afinidad, ya que sus valores estuvie

ron comprendidos entre 0.05 y 0.3 nMaproximadamente.

El número máximo de sitios de unión calculado (Bmáx),

tambiénvarió en las diferentes áreas y en las distintas

preparaciones. En general, los ensayos realizados en homo

genatos totales dieron valores de Bmáxmenores que los rea

lizados en fracciones crudas de membranas, debido probable

mente a que en estas últimas, hay mayor concentración de prg

teinas de membrana,entre ellas de receptores.

Se obtuvieron buenos coeficientes de correlación lineal,

por lo que se sugiere la existencia de un solo tipo de si
tios de unión para QNB(fig. 3.b.).

El número de Hill (NH)calculado del gráfico correspon
diente, fue siempre cercano a la unidad, lo que refuerza la

presunción de una sola clase de sitios de unión (fig. 3.c.).
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Firura 3 a: Curva de saturación correspondiente a la unión es

pecifica del antagonista muscarïnico [3H]-QNBa
membranas de hipocampo de rata.

Ordenadas: picomoles de [áH]-QNBunido especifica
mente por gramo de proteina de membranas.

Absciaas: concentración de 3B -QNB (pM).
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Figura 3 b: Representación del análisis de Scatchard correspon

diente a la fijación especifica del antagonista

muscarInico [ÉÁ]-QNBa membranas de hipocampo de
rata. (Los datos son los mismosde la figura 3 a).

Ordenadas: B/F corresponde a pmoles de [3n]-QNB uni
do especificamente por gramo de proteina / concen

tración de la droga libre (pM).

Abscisas: B corresponde a pmoles de 3H]-QNBunido
especificamente por gramo de proteína de membranas.
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cifica de [3H]—QNBa membranas de hipocampo de rata.
Los datos y unidades se corresponden con los de las

figuras 3 a y 3 b.
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2. RESULTADOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS DE EXPERIMENTOS.

2.1. Desarrollo ontogenético de los RChng de la actividad

de AChE.

2.1.1. Contenido de proteinas en las diferentes regiones cg
rebrales, durante el desarrollo.

En las cinco regiones estudiadas: l)"hyperstriatum"

+ "neostriatum", 2) "paleostriatum", 3) lóbulos ópticos,

4) resto del mesodiencéfalo y 5) cerebelo, se duplicó el

contenido proteico entre los dias -10 y +12, con respecto

al nacimiento, considerado comodia cero.

En los animales adultos, con excepción de los lóbu

los ópticos, pudo observarse una reducción en la concentra

ción de proteinas (tabla 1.a).

Si se considera cada región por separado, existen

algunas diferencias en el contenido proteico y en su ritmo

de crecimiento. Cuandose expresa el contenido total de prg

teIna por región, se ve reflejado el desarrollo de cada á
rea (tabla 1.b).

Resulta interesante observar las diferencias de es

te parámetro, entre regiones. Mientras la región 1 incremen

ta su contenido proteico diecisiete veces, entre el dIa —10

y el adulto, la región 5 (cerebelo) incrementa noventa y

cuatro veces en igual período (tabla 1.b).

Tambiénexisten diferencias en la vida postnatal que

llaman la atención: mientras que en las regiones 1, 3 y 4

no hay cambios significativos entre el dia +12 y el adulto,

en las regiones 2 (basal) y 5, la proteina total duplica su
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valor.

En general, puede decirse que la concentración de prg
teInas alcanza un valor máximoen el dIa +12, en todas las

regiones, manteniéndose o disminuyendo en el adulto.

2.1.2. Fijación de [3a] -QNBy actividad de AChE.

En los homogenatosde cerebro total de pollo adulto,

la constante de disociación aparente, K fue de 0.28 nM, siD,

milar a la obtenida por Enna y col. (1976).

Los datos de la tabla 2.a indican la concentración

del número máximode sitios de unión especificos para [3H1

QNB(Bmáxexpresada en fmol/mg de proteina), que es una me

dida de la densidad de los receptores muscarinicos.

La tabla 2, en su parte b, da el número total de re

ceptores por región (expresado en fmol).

Comoen el caso de lo ocurrido con el contenido de

proteinas, las diferencias en la fijación especifica entre
distintas regiones fueron notables. (Ver tabla 2.a y b).

En la región 1 se triplicó la densidad de receptores

entre los dias -10 y -8; luego, este parámetro permaneció

estable hasta el dia -2, para incrementar marcadamenteal

tiempo de la eclosión; comose observa en la tabla 2.a.,en

tre el dia -10 y el valor en el adulto hay un aumento de

ciento sesenta veces en la fijación total, lo que refleja

el gran desarrollo del hiperestriado y del neoestriado.Sin
embargo, la velocidad de este incremento varia a lo largo
de la ontogánesis (tabla 2.b). (Fig. 4).

En la región 2 (paleoestriado) la densidad de los re

ceptores va aumentando gradualmente, hasta alcanzar un máxi
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mo al nacimiento (380 fmol/mg prot.), alcanzando un valor

mayor aún en el adulto (613 fmol/mg prot.). En esta región

basal, la fijación total también aumentagradualmente, has

ta llegar,en el adulto, a ser ciento veinticuatro veces la

de los embriones más jóvenes (fig. 5 ; tabla 2.a y b).

En las regiones 3 y 4, la densidad es elevada en el

dia -10, siguiéndole un aumento menos marcado que en las re

giones l y 2. El número total de sitios aumenta veintiuna

veces en 3 y sólo cuatro veces, en la región 4. (Tabla 2.a

Y b).

En el cerebelo (5), se encuentra la menor densidad

de receptores muscarInicos; el máximose alcanza al nacer

y en el adulto hay una reducción, obteniéndose un valor tres

veces menor que en el recién nacido. (Tabla 2.a). A pesar

de ello, el númerototal de sitios por cerebelo aumenta cua

renta y cinco veces durante la ontogénesis, reflejando el

gran crecimiento en tamaño de esta región.(Fig. 8 ; tabla

2.b).

Las figuras 4 a 8 ilustran el porcentaje de varia

ción en la concentración de RChM,medida en fmol/g de teji

do y en la actividad de AChE,expresada en pmol/min.g de

tejido. El cien por ciento corresponde al dIa cero, lo que

permite poner en evidencia más claramente los cambios pre

y postnatales.

Por ejemplo en la región 1 (fig. 4 ), el aumento en

la concentración de receptores y en la actividad de AChE

es bimodal, con una meseta entre los dias —8y -4 y un máxi

mo en el dIa +12, seguido de una disminución de ambos pará

metros en el adulto.
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En la región 2 (fig. 5 ) hay un aumento gradual en la

concentración de los receptores, tanto antes comodespués

del nacimiento, llegando a ser el 212 %a los 12 dias de vi

da, sufriendo una reducción al 152 %en el adulto. El modo

de desarrollo de la actividad de la enzima es semejante al

de los RChM, pero con un máximo del orden del 150 % a los

12 días.

En la región 3 (LO), el desarrollo de la concentra

ción de los RChMes muy similar al de la región 2, con un

máximo de alrededor de 160 %en el dia +12, pero difieren

un poco en la actividad de AChEque, partiendo de un valor

menor del 50 % en el dia -2, alcanza un máximo de 187 % en

el dia +12, como se observa en la figura 6.

En la región 4 (fig. 7 ), tanto la densidad de los

receptores comola actividad de la enzima resultan bimoda

les en su desarrollo, recordando a la región 1, con una me

seta entre los dias -8 y -4, aumentandoluego hasta el na

cimiento, en que se alcanza una nueva meseta, cuyos valo

res se mantienen en el adulto.

Por último, en el cerebelo (región 5, fig. 8 ) hay

una diferencia marcada en el desarrollo de los dos paráme

tros estudiados. Mientras la actividad de AChEse incrementa

de manera sostenida, con mayor velocidad desde el dia -2,

llegando a ser el 164 %del neonato en el adulto, la concen

tración de los receptores muestra una curva bimodal, con u

na meseta entre los dias -8 y -4, seguida por un máximoen

el nacimiento. El hallazgo que parece más notable es la

gran reducción postnatal en la concentración de RChMque,

en el adulto,alcanza a ser sólo el 30 %del valor del re
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Figura 4: Ontogénesis de RChMy de actividad de AChEen hiperes

triado + neoestriado (región l) del cerebro de pollo.

Ordenadas: unión específica de 3
á]-QNB y actividad

de AChEen porcentajes, tomando como 100%los valores

obtenidos en el dia de la eclosión (dia 0).

Actividad de AChEdel día cero: 6.76/pmol/min.g de te

jido.
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Figura 5: Ontogénesis de RChMy de actividad de AChEen paleo

estriado del cerebro de pollo (región 2).

Ordenadas: unión especifica de 3H -QNBy actividad

de AChEen porcentajes, tomando como 100% los valo

res obtenidos en el dia de la eclosión (dia 0).

Actividad de AChEdel dia cero: 9.74/pmol/min.g de
tejido.
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Ordenadas: unión específica de [ÉH]-QNBy actividad
de AChEen porcentajes, tomando como 100%los valo

res obtenidos en el dia de la eclosión (dia 0).
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Figura 7: Ontogénesis de RChMy de actividad de AChEen la re

gión 4, correspondiente al resto del mesodiencéfalo,

del cerebro de pollo.

Ordenadas: unión especifica de [3d]-QNBy actividad
de AChEen porcentajes, tomando como 100%los valo

res obtenidos en el dia de la eclosión (dia 0).

Actividad de AChEdel día cero: 10.48 pmol/min.g de
tejido.
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Ordenadas: unión especifica de [ÉH]-QNBy actividad
de AChEen porcentajes, tomando como 100%los valo

res obtenidos en el dia de la eclosión (dia 0).

Actividad de AChEdel dia cero: 9.67 ymol/min.g de

tejido.
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cién nacido.

2.1.3. Discusión sobre los resultados obtenidos en los estu

dios sobre el desarrollo ontogenético de los RChMy
de la actividad de AChE.

Los resultados expuestos en 2.1.1 y 2.1.2, en rela

ción con la densidad de los receptores, muestran que el ce

rebelo es la única región que posee un valor definitivamen

te bajo al nacimiento (180 fmol/mg prot.), mientras que en

las demás regiones la densidad varia entre 270 y 380 fmol/

mg de proteina (tabla 2.a).

Dichos valores resultan algo más elevados que los op

tenidos por Enna y col. (1976) en homogenatos de cerebro tg

tal de pollo (140 fmol/mg prot.), lo que puede explicarse

porque en el presente trabajo, los experimentos de fijación

de [3d1-QNBse realizaron en una fracción sinaptosomal cru
da, en la cual se ha alcanzado cierto grado de purificación.

Si bien se han estudiado sólo dos periodos postnata

les, es evidente que hay diferencias ontogenéticas, tanto

antes comodespués del nacimiento, entre las cinco regiones
consideradas:

i. En el hiper- y neostriado (l), en el paleoeStriadO

(2) y en los lóbulos ópticos (3), se alcanza el máximoen la

fijación de [3d1-QNBy en la actividad de la enzima, ambas
consideradas por gramo de tejido fresco, en el dia 12 de vi

da postnatal; luego, en el dia 65, hay una disminución de

diferentes magnitudes, en la concentración de los RChM.Ta

les decrementos pueden interpretarse comoel resultado de la

"dilución" de los componentescolinérgicos, entre otros de
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diferente naturaleza, comopuede ser el caso de la mielina.

ii. Las concentraciones más altas de RChMse encuen

tran en la región 2, correspondiente al paleoestriado (613

fmol/mg prot.), homólogo de regiones del caudado-putamen

y del globo pálido de los Mamíferos. Es precisamente en e

sa región, donde se encuentra una alta concentración de

RChMen las especies de Mamíferos estudiadas (Yamamuray

col., 1974; Kloogy col.,l979).

Tanto en dicha región comoen los lóbulos ópticos,

la cantidad total de receptores se ha duplicado entre la e

closión y el dia +12, lo que indica un rápido crecimiento

postnatal, que alcanza los valores más elevados en la región

2, en el adulto, mientras que en los lóbulos ópticos aumen

ta, no significativamente en el adulto, respecto del animal

de 12 días. (Tabla 2.a y 2.b).

iii. El gran aumento en la actividad de la enzima y en

la fijación del ligando radioactivo, en los lóbulos ópticos,

que ocurre entre el dIa del nacimiento y el dia +12,sugiere la

posibilidad de que la estimulación óptica (o la experiencia

visual) esté involucrada en su desarrollo. Esta hipótesis

fue, luego, sometida a experimentación.

iv. La región considerada comoel resto del mesodien

céfalo (4), alcanzó su máximoen ambos parámetros, práctica

mente el dia del nacimiento, manteniéndose estos valores en

el adulto (tabla 2).

v. El desarrollo de los receptores y de la enzima,

en el cerebelo, presentan un caso curioso: luego del nacimien

to, ambosparámetros aparecen disociados, sin guardar corre

lación alguna. La fijación del antagonista alcanza su máximo
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al nacimiento y luego disminuye notablemente (tabla 2; fig.

8 ) . Esta reducción sugiere la posibilidad de que esté ocu

rriendo un cambio cualitativo en la población neuronal del

cerebelo. Yavin y Harel (1979) observaron que en el cerebe

lo de conejo, también tiene lugar una disminución pronuncia

da de la concentración de los RChM,luego del nacimiento.

En cuanto a la actividad de AChE,es importante tener

en cuenta que la enzima puede estar localizada tanto pre

comopostsinápticamente y que, durante la ontogénesis, pue

de encontrarse actividad enzimática en células que luego la

pierden (Silver, 1971; Lehmanny Fibiger, 1979).

El dIa del nacimiento, la actividad de AChEalcanzó

valores entre, un minimo de 149 nmol/min.mg prot. en el pa

leoestriado y un máximode 359 nmol/min.mg prot. en los ló

bulos ópticos. Estos resultados son comparables a los de

Enna y col. (1976) quienes utilizando un método radioquImi

co, encontraron valores de aproximadamente 400 nmol/min.mg

de proteína, en un homogenatode cerebro total del pollo.

2.2. Influencia de la deprivación visual sobre los recepto

res muscarInicos y la actividad de AChE.

2.2.1. Fijación de [3á]-QNB en membranasde lóbulos ópticos
de pollo.

En la figura 9 se graficaron los valores del antago

nista radioactivo fijado específicamente, por mgr de proteí

na, para el LOipsilateral (control) y para el deprivado con

tralateral. Puedeobservarse que, si bien los valores para

el LOcontralateral (Lod), se mantienen por debajo de los
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del LOipsilateral, tomado comocontrol (LOC), las curvas
resultan semejantes, tendiendo a converger a los 8 días del

nacimiento y la deprivación, en que la concentración de si

tios muscarinicos no resulta estadísticamente diferente (fig.
9).

A los 10 dIas hubo un pequeño aumento de la fijación

en los dos LO, pero también sin diferencias significativas
entre ellos.

Sorprende la variación de este parámetro en los tiem
pos estudiados, pero está correlacionado con el desarrollo

de los RChMpor LO (tabla 3) y también con los receptores

nicotinicos estudiados por fijación delX-BuTxpor otros au

tores (Wangy Schmidt, 1976). Por otra parte, como se puede

observar en la tabla 4, también existe una correlación tem

poral con el desarrollo de la actividad de AChE.

En la tabla 3, pueden observarse los resultados de

la fijación especifica de [3á1-QNB, expresados por LO. Se
consideró que ésta era la forma más adecuada para expresar

los resultados, ya que la estructura se encuentra en una e

tapa de crecimiento y, si bien hay una tendencia a la dismi

nución en el contenido proteico y en el peso húmedo de los

L0 en los tiempos más largos, estas diferencias no fuerond

estadísticamente significativas con respecto a los controles.
Puede observarse que, a las 24 horas de la depriva

ción, hay un descenso en el número de sitios de unión del

16 %, que resulta significativo a las 48 horas, en que al

canza un 13 % de caída, 21 % a las 60 horas y 16 % a los 6

dias. Aunque en la mayoria de los casos aún se observan di

ferencias al 8° dia, éstas no fueron significativas. (Fig.11).
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Figura 9: Sitios especificos para [En]-QNBen membranas de LO
de pollitos, en diferentes tiempos después de la eclo
sión.

———- datos para animales controles.

°---° : datos para animales con deprivación visual uni
lateral desde el nacimiento.

Ordenadas: picomoles por lóbulo óptico de [3H1-QNBunido.
Abscisas: dias después de la eclosión (corresponde tam

bién a dias de deprivación visual).

Cada punto es el valor medio de los resultados de 3 ex

per imentos i- ESM.



TABLA3.UniónespecíficadeÍ?H]-QNBenlóbulosópticosdepolloscondeprivaciónvisual

unilateral.

Edad

Lóbulo

óptico

(días)

Ipsilateral

Contralateral

I

Diferencia

(%)

"t"

l0.319 20.249 2.50.367 60.348 80.383
100.371

+I +| +l +|
0.023 0.007 0.017 0.009 0.010 0.008

0.267 0.233 0.327 0.304 0.372 0.361

+I +I +l
0.014 0.008 0.027 0.024 0.019 0.007

16
6

11 13
3 2.7

p<0.02 NS NS NS NS NS

Resultados:enpmoles/mgdeproteina.Cadavalorrepresentalamediadenexperimentos

realizadosportriplicadoÏESM.

Diferencia:enporcentajerespectodelL0ipsilateral. Análisisestadísticoporeltestde"t"paradatosapareados. Lóbuloóptico:ipsilateralcorresponderíaalcontrol;contralateralcorresponderíaal

deprivado.

n:númerodeanimales.
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TABLA4.ActividaddeAChEenLOdepolloscondeprivaciónvisualunilateral.

EdadLóbuloóptico
(dias)

DiferencianTest"t"

Contralateral(%)

IpSilateral

10.2860.0100.197

+I

+l

0.018315p<0.001

20.236

+l
0.0070.138Ï0.002429p<0.01

2.50.399p<0.05

+l
0.0080.261

+l
0.003236

60.270

+l
0.0130.218

+l
0.007198NS

80.566

+l
0.0190.580

+|
0.0432.53NS

100.520i0.0340.527i0.023(-1.3)3NS

Resultados:enpmoles/minutopormgdeproteina.Cadavalorrepresentalamediade

nexperimentosrealizadosportriplicadotESM.

Lóbuloóptico:ipsilateralcorresponderíaalcontrol;contralateralcorrespondería

aldeprivado.

Diferencia:enporcentajerespectodelLOipsilateral. n:númerodeanimales. Análisisestadísticoporeltestde"t"paradatosapareados.



2.2.2. Actividad de AChEen membranas de lóbulos ópticos de

pollo.

Con respecto a la actividad de AChE, en la tabla 4

se expresan los valores obtenidos en pmoles de ATCdegrada

da por minuto y por miligramo de proteína, para el LOipsi

lateral tomado comocontrol y para el LOcontralateral, con

siderado comodeprivado. Las diferencias resultaron signifi
cativas hasta las 60 horas de desarrollo postnatal, en el

sentido de una disminución de la actividad en el LOd.
La caida en la actividad de AChEes más precoz y más

notable que la caída en los sitios muscarInicos, luego de

la deprivación. A las 24 horas la actividad habIa disminui

do un 32 %, a las 48 horas, 42 % y a las 60 horas era 24 %

menor que la de los controles (figs. 10 y 11).

Aunquea los 8 días las diferencias no resultaron eg
tadIsticamente significativas, todavia se observaron valores

menores en la mayor parte de los animales estudiados.

2.2.3. Discusión de los resultados obtenidos en los estudios

sobre deprivación visual.

En 1978, Bondyy col.observaron una caida significa

tiva en la actividad de AChEdel LOdel pollo a los 17 dias

de la enucleación.

Posteriormente, Por y Bondy (1982) observaron que

durante la sinaptogénesis no hubo predominio de un tipo de

neurorreceptor determinado en cuanto al orden de aparición

en el "tectum opticus" del pollo, entre los días 10° y 16°
del desarrollo embrionario. Sus resultados concuerdan con

los de otros autores, con respecto a los receptores nicoti
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nicos, muscarïnicos y serotoninérgicos (Kouvelas y Greene,

1976; Wang y Schmidt, 1976; Kouvelas 1980).

Por y Bondy (1982), deaferentando unilateralmente

lóbulos ópticos de pollitos de un día de vida, observaron

un aumento en la fijación especifica de [ÉH]-QNBa los 21
dias; atribuyeron este incremento a un fenómenode supersen

sibilidad por denervación, aun cuando en el tiempo conside

rado encontraron una caída significativa en el contenido de

proteínas del lóbulo óptico deaferentado.

También Francis y col. (1980) observaron un aumento

tardío en la fijación del antagonista muscarinico en el L0,

luego de la deaferentación, pero no detectaron cambios en

los primeros dias posteriores a la lesión, mientras que sí

hubopérdidas significativas de los receptores nicotinicos.
Sin embargo debe tenerse en cuenta que en las condiciones

de sus experimentos, hubo una considerable fijación inespe

cífica del ligando radioactivo y un mayorerror estándar,

respecto de los ensayos aqui presentados; estos hechos pue

den haber enmascarado pequeños cambios más precoces.

Ademásdebe considerarse la diferencia en el diseño

experimental: mientras en los trabajos en que se practica

la deaferentación se está destruyendo la via, con la consi

guiente interrupción en la transmisión y la posterior dege

neración de las fibras, aqui sólo se ha modificado funcio

nalmente dicha via por impedimentode la llegada de la esti

mulación específica.
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Figura 10: Actividad de AChEen membranas de LO de pollitos,

en diferentes tiempos después de la eclosión.

.————.: datos para animales controles.

o----° : datos para animales con deprivación vi
sual unilateral desde el nacimiento.

Ordenadas: micromoles de ATCdegradada por mg de

proteina y por minuto.

Abscisas: dias después de la eclosión (correspon

de también a dias de deprivación visual).

Cada punto es el valor medio de 3 experimentos Í

ESM.
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Figura 11: Unión específica de [3H]-QNB (pmol/LO) en el diagra
ma superior y actividad de AChE (pmol/min.LO) en el

diagrama inferior, correspondientes a los lóbulos

ópticos de pollitos controles [:::] y con depriva
ción visual unilateral .

Cada barra representa el valor medio de los experi

mentos indicados en las tablas 3 y 4 i ESM.

Análisis estadístico: test de "t" para datos apareados.
A

A p < 0.05; ‘ p < 0.02; A p < 0.01.
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Aunque aquI no se ha profundizado en el compromiso

que pueda tener el sistema colinérgico en las vías visuales

de los Mamíferos, es interesante poner de relieve que algu

nos investigadores consideran la posibilidad de que la ACh

se encuentre involucrada, al menos comomodulador,en la cor

teza visual. Shawy col. (1984) han observado la inversión

de la disposición laminar de los receptores colinérgicos

muscarinicos en la corteza visual del gato, durante el pe

ríodo definido comocritico, desde el punto de vista fisio

lógico. Otros autores han señalado que el pico de actividad

de ChATocurre alrededor de igual periodo, durante el desa

rrollo (Potemskay col., 1979).

Estudios realizados en corteza de rata sugieren que

también ocurren cambios en la distribución de los RChMy

en la actividad de las enzimas relacionadas con el sistema

colinérgico, durante el desarrollo del sistema visual

(Rotter y col., 1979 a y b; Wamsleyy col., 1980; Kristt y

Kasper, 1983).

Es posible que la deprivación visual unilateral de

pollitos recién nacidos accione sobre el desarrollo postna

tal de los RChMy de la AChE, debido a que se trate,ta1 vez,

de un periodo especialmente critico.

2.3. Localización de RChMy AChEen el hipocampo de rata.

El diseño experimental utilizado (sección 2.3 del capi

tulo II) consistió fundamentalmente en conseguir una destrug

ción significativa de los cuerpos neuronales en el hipocam

po, con el objetivo de lograr disminuir notablemente la
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cantidad de RChMconsiderados postsinápticos (Yamamuray

Snyder,1974b; Sábato y col., 1981). A la vez se debian conser

var intactas las fibras de paso y los terminales nerviosos
de las aferencias a dicha estructura. Por ello se utilizó el

ácido kaInico (AK)inyectado intraventricularmente en dosis

pequeñas. De este modose podrian tal vez, poner en evidencia

RChMlocalizados en la región presináptica.

Resulta necesario implementar éste y otros tipos de dise

ños experimentales, desde el momentoen que no han podido ha

llarse, hasta el presente, diferencias farmacológicasentre
los RChMpresinápticos centrales y los postsinápticos, tanto

centrales comoperiféricos (Boweny Marek, 1982), desde que

Iversen postulara su existencia en 1974.

2.3.1. Histología de la formación hipocámpica de ratas inyec
tadas intraventricularmente con AK.

Los animales inyectados intraventricularmente con AK,

sufrieron la destrucción de las neuronas piramidales de las

subregiones CA 3 a y b, en ambos hipocampos.

La figura 12 corresponde a una microfotografia al mi

croscopio óptico, de una sección histológica de dicha región,

teñida con violeta de cresilo. Comopuede observarse, las su?

regiones CA3 a y b están desprovistas de neuronas piramida

les, presentando una moderadareacción de gliosis.

Las neuronas piramidales, granos y demás células de

otras regiones de la formación hipocámpica, incluyendo la fas

cia dentada, no parecen afectarse.

Ocasionalmente se observó alguna leve pérdida neuronal

en regiones profundas del neocortex.

-74



_áí'mkm “aff . 4 MN
_ 15.ww

b«¿M m " Iof ¡“’“N FD w

Figura 12: Sección coronal a través de la formación hipocámpi

ca dorsal (FH).

Arriba: esquema de las subdivisiones de la FH. FD:

fascia dentate; a, b, c: subáreas de CA3.
Abajo: corte histológico teñido con Violeta de cre

silo, obtenido 30 dias después de inyección intraven

tricular de 0.5 pg de AK. La región indicada entre
flechas corresponde a CA 3 a y b, que presentan una

notable destrucción de las células piramidales.

La barra a la izquierda corresponde a 0.5 mm.
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2.3.2. Fijación de[3H}QNBy actividad de AChEen membranas de

hipocampos de ratas inyectadas con AK.

En 1a tabla S pueden observarse los resultados de la

fijación especifica de [3É}QNB,expresados por gramo de te
jido, por gramo de proteina y por hipocampo entero. La dismi

nución en la fijación del ligando radioactivo, resultó esta

dísticamente significativa en las ratas inyectadas con AK

(p <0.00l). En la mayor parte de los casos los ensayos se

realizaron con una concentración del antagonista muscarInico

de 500 pM; en esas condiciones puede considerarse que la fi

jación del ligando es máxima.

ComoPuede ObserVarse en la tabla 5, mientras en los

hipocampos de los animales controles hubo una fijación espe

cifica de 858 i 37.4 pmol/g de proteina, en las ratas trata“

das hubo 541 t 42.2 pmol/g de proteina, lo que corresponde

a una disminución del 37 %. Dicha reducción resulta aún mayor

si los resultados se expresan por hipocampoentero, alcanzan

do un 43 %.

Si se compara el contenido proteico de los hipocampos

controles con el de los hipocamposde los animales tratados

con AK, puede observarse que hubo una disminución, aunque no

resultó estadísticamente significativa.
La actividad de AChEresultó semejante en los controles

( 98 pmol/min.g de proteina ) y en los animales tratados con

AK ( 95 pmol/min.g de proteina ), como se puede observar en la

tabla 7.

Se hicieron ensayos para obtener las correspondientes

curvas de saturación, en los hipocampostratados y controles;

los resultados se analizaron por la ecuación de Scatchard.
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TABLA5.SitiosmuscarInicosenelhipocampoderatasconinyecciónintraventricular

deAK.

Proteina(mg) hipocampo

pmol/g

deproteina

pmol/g

detejido

Emol

hipocampo

Control6.88+0.36858+37.4111+3.96.6+0.3 AcidoKaïnico5.9i0.44541i42.2*69Ï6.5*3.7Ï0.3* P°r°entaje95.7636256 delcontrol Resultados:representanBmáx.expresadaenpmolde[ÉH]—QNBunidoespecíficamentej

ESM.Cadaexperimentofuehechoportriplicadoyserealizaron16distin tosensayos.

n:númerodeanimales=16. Análisisestadísticoporeltestde"t"paramuestrasindependientes.*F><0.001.



En los controles se obtuvo una KDde 44.9 Ï 3.3 pM,

con un único tipo de sitios de unión, como se pudo concluir

de la confrontación de los datos experimentales con un mode

lo para simulación en computadora, con el objeto de obtener

un ajuste óptimo del númerode sitios (Aguilar y col., 1982).

En las ratas tratadas con AK, la KDfue de 52.5 Ï 7.9
pM, también con un único tipo de sitios de unión, de acuerdo

con los métodos utilizados para el análisis de los datos ex

perimentales.

2.3.3. Fijación especifica de (?H]-QNBy actividad de AChEen
membranas de hipocampos de ratas inyectadas con AKy

con posterior sección de la fimbria-fórnix.

En la tabla 6 se muestran los resultados correspondien

tes a las membranas de hipocampos de animales tratados con AK

a los que se les practicó la sección de la fimbria-fórnix.

Si bien hubo una pequeña caída en el contenido proteico, nor

fue estadísticamente significativa respecto a los animales

tratados con AKsolamente. Tampocohubo diferencias significa

tivas en la unión específica de [3d)-QNBpor gramo de protei
na con respecto a los hipocampos de dichos animales, aunque

si las hubo respecto de los controles.

Cuando se expresan los resultados por hipocampo entero,

si se evidencia una caida estadísticamente significativa del

22 %en el número máximo de sitios de unión, con respecto a

los animales que fueron lesionados sólo con AK (fig. 13).

El análisis de las curvas de saturación por la ecuación

de Scatchard, tampoco arrojó diferencias en las KDde estos
hipocampos, respecto de los controles.
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TABLA6.Sitiosmuscarïnicosenelhipocampoderatasconinyecciónintraventricular

deAKyposteriorsecciónunilateraldelafimbria-fórnix.

pmol/g

deproteina

Proteina(mg) hipocampo

pmol/gpmol

detejido

hipocampo

Control

4.75Í0.4669+4966Ï3.353.16+0.22

(AK)
Lesionado

5.54+0.28556+35*60.5:4.492.9+0.24

(AK+sección)
POrcentajedel 116.68391.691.7 control Resultados:sonelvalorpromediodelosBmáx.obtenidosennueveexperimentosiESM

Cadaensayofuehechoportriplicado.

n:númerodeanimales=9. Control:serefierealladoquesólorecibióAKperonosufriólaseccióndelafim

bria.

Lesionado:serefierealladoquerecibióAKyposteriorseccióndelafimbria. Análisisestadísticoporeltestde"t"paramuestrasapareadas.*p<0.005.
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TABLA7.ActividaddeAChEenhipocamposderata,luegodea)Seccióndelafimbria

fornixyb)deinyecciónintraventricularconAKyposteriorsección.

numol/min.gproteína%delcontrol

a) ControlS87

V

L0

+|

100

3diasdesección55563*

m

<1:

+l

b) Control698100

H
ln

+l

AK695

[x

¡n

+|

97

AK+sección656

«I

l\
m

ON

fl'

+|

n:númerodeanimales. Análisisestadísticoporeltestde"t".*p<0.01.
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Figura 13: [ÉK]-QNBunido especificamente por hipocampo, expre
sado en porcentajes del valor medio de los datos ob
tenidos de los animales controles.

C: controles; AK: tratados con AK; AK+ T: tratados

con AKy posterior sección de la fimbria-fornix.

Cada barra corresponde al valor promedio de por lo

menos 5 experimentos.

Análisis estadístico por el test de "t" para muestras indepen

respectodientes. AK con respecto a C: vk p < 0.001; AK + T con

a AK: * *p < 0.05.
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La actividad de AChEen los hipocampos de los animales

inyectados con AKfue de 95 pmol/min.g de proteina, mientras

que en los que sufrieron además la sección de la fimbria, fue

de 56 pmol/min.g de proteina, lo que representa una disminu

ción de alrededor del 41 %. Estos resultados están en concor

dancia con la caída del 37 %en la actividad de AChE, en los

animales en que sólo se practicó la transección de la fimbria.

( Tabla 7 ).

2.3.4. Discusión de los resultados obtenidos acerca de la lo

calizaciÓn de los receptores colinérgicos muscarini

cos y de la actividad de AChEen el hipocampo.

Ya en 1974, Yamamuray Snyder estudiaron los recepto

res muscarinicos en el hipocampo, luego de lesionar las afe

rencias colinérgicas; comono observaron cambios, concluye

ron que dichos receptores están localizados en la postsinap
sis.

Overstreet y col.( 1980 ) no observaron modificaciones

en los sitios muscarinicos ni benzodiazepinicos del hipocampo

de la rata, luego de lesionar el septum. Sin embargo, Sábato

y col.( 1981 ) comprobaron que luego de seccionar la fimbria

fórnix se produce una disminución y luego un aumento en los

receptores benzodiazepïnicos, sin cambios en la fijación espe

cifica de [3H}QNB.Estos resultados negativos indujeron a pen
sar que los RChMdel hipocampo tienen una localización postsi

náptica predominante.
Parecía adecuado encontrar un modode destruir neuronas

hipocámpicas, sin dañar las fibras y terminales nerviosas, co

moun camino para corroborar dicha hipótesis. Con este objeti
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VOse investigó el efecto neurotóxico del ácido kainico (AK),

el cual, como ya se mencionó en la Introducción ( 2.4 ), ejer

ce una acción destructiva sobre las neuronas piramidales de

ciertas subregiones de la formación hipocámpica, en forma se

lectiva ( Nadler y col.,l978 ).
Los animales fueron sacrificados a los treinta dias

de la inyección intraventricular de AK, ya que las membranas

de las neuronas en degeneración pueden persistir en periodos

más cortos ( Olney y De Gubareff, 1978).

A las dosis utilizadas, el AKdestruyó selectivamente

las subáreas CA3a y b, confirmando los resultados de Nadler

y col.( 1978 ).

En los hipocampos asi lesionados hubo una disminución

del 37 %en la fijación especifica de [3É}QNBexpresada por
gramo de proteina y del 43 %, si se expresa en relación a to

da la formación hipocámpica, sin cambios apreciables en la a

finidad del ligando por el receptor ( Fig 13 ).
Esta considerable reducción en el número máximode si

tios muscarinicos es realmente sorprendente si se tiene en

cuenta que la lesión estuvo limitada a las subáreas CA3a y b,

las que representan una pequeña proporción de las neuronas

piramidales y demás neuronas presentes en la formación hipo

cámpica.

Estos hallazgos concuerdan con las observaciones pre

vias neuroanatómicas, radioautográficas y bioquímicas, acer

ca de la localización, preferencialmente postsináptica de

los receptores en cuestión ( Kuhar y Yamamura,1976; Rotter

y col. , 1979 ) y de las terminales colinérgicas de la

via septo-hipocámpica, en subáreas de la capa de las células
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piramidales ( Fonnum, 1970; Mosko y col.,l973 ).

Comolas fibras septo-hipocámpicas no sufren el efec

to destructor del AK,estos hallazgos confirman la localiza

ción postsináptica de los receptores muscarinicos ( Kuhar y

Yamamura,1976; Sábato y col.,l981; Overstreet y col.,1980 ).

Sin embargo, los resultados observados luego de la sec

ción de la fimbria-fornix, en los animales que habian recibi

do la inyección intraventricular de AK, no se ajustan a la

mismainterpretación.

Comoel AKproduce una cierta reacción de gliosis en

la región, la expresión más adecuada de los resultados parece

ser aquélla en relación con toda la estructura ( Nagyy col.,

1978 ). En este caso, si se comparan las ratas tratadas con

AK ( Bmáx = 3.7 i 0.3 pmol/hipocampo ) con aquéllas en que

se seccionó la fimbria ( Bmáx= 2.9 Ï 0.2 pmol/hipocampo ),

las diferencias en la unión especifica de [3H}QNBresultan
estadísticamente significativas ( Tabla 6; Fig 13 ).

La disminución en el número de receptores luego de la

sección de la fimbria-fornix, estaria en contradicción con

los resultados obtenidos por Sábato y col,( 1981 ), que no

observaron cambios en la fijación de [3H}QNB,a los dos y
catorce dias posteriores a la deaferentación colinérgica del

hipocampo.

Esta diferencia podría explicarse por la gran reducción

del número de receptores debida al AK, lo que podria favorecer

la detección de un pequeño nuevo decremento luego de la deafe

rentación colinérgica, atribuible a RChMpresinápticos. Esta

interpretación resulta coherente con la autorregulación de la
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liberación de AChen el hipocampo, así como en la corteza y en

el estriado ( Hadházyy Szerb, 1977; Marchi y col.,1981 ).

Paralelamente, la actividad de AChEresulta disminuida

en una proporción semejante, tanto después de 1a deaferentación

colinérgica, comoluego de la inyección de AKy posterior dea

ferentación. Es decir que parece independiente, al menos en

las condiciones de estos experimentos, de la neurona postsináp
tica.

2.4. Localización de RChMy actividad de AChEen el neocortex.

Teniendo en cuenta la posibilidad de que la principal afe

rencia colinérgica al neocortex corresponda a las fibras prove

nientes del nBM,en los experimentos realizados se intentó pro

ducir la deaferentación colinérgica de la corteza, por lesiones
electrolíticas extensas de dicho núcleo.

Se estudió la fijación de [3É}QNBy la actividad de AChE,
en una fracción cruda de membranasdel neocortex.

Se tuvo especial cuidado en los tiempos seleccionados pa

ra realizar los experimentos, de modode poder seguir los po

sibles cambios en los parámetros analizados.

Comoya se mencionó en este mismo capitulo, en la sección

2.3, se hizo necesario implementar este tipo de diseño experi

mental, debido a que no se han establecido claras diferencias

farmacológicas que discriminen entre los receptores colinérgi

cos muscarïnicos presinápticos y postsinápticos ( Boweny

Marek, 1982 ).
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Figura 14: Esquemasde secciones coronales de cerebro de ratas

con lesión del nBMizquierdo. CA: comisura anterior;

CP: núcleo caudado-putamen; GP: globo pálido; FMP:

fascïculo medial del prosencéfalo; SL: núcleo septal

lateral; TD:tracto diagonal.



2.4.1. Extensión de las lesiones electrolïticas del nBM.

En la figura 14 se muestran esquemas de secciones coro

nales del cerebro de ratas seleccionadas al azar del grupo en

cuestión. Se señala la extensión de las lesiones producidas.

Si bien el tamaño de la lesión varió levemente, en nin

gún caso incluyó el globo pálido ( GP ) ni otras estructuras

vecinas, estando confinada al área en la cual están ubicadas

las neuronas magnocelulares del nBM.

2.4.2. Fijación específica de [35}QNBen la corteza cerebral
de ratas con lesión del nBM.

En la tabla 3.a, se dan los resultados de la fijación

especifica de [3É}QNBa la fracción cruda de membranas de
corteza cerebral. Comopuede observarse, no se encontraron

diferencias significativas en el númeromáximode sitios de

unión ( Bmáx) entre las cortezas de ambos hemisferios, tanto

en los animales controles, comoen aquéllos con operación si

mulada; asimismo no hubo diferencias significativas entre am

bos grupos de animales.

Tres días después de la lesión unilateral del nBM,se

observó una disminución significativa del 25.8 % en el Bmáx,

en las membranascorrespondientes a la hemicorteza ipsilateral

con respecto a los valores controles.
En la hemicorteza contralateral también hubo una dismi

nución significativa, pero de menor magnitud ( 18.8 %), res

pecto de los controles.
El Bmáxobtenido para las hemicortezas contralaterales,

fue significativamente distinto del obtenido para las hemicor
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tezas ipsilaterales, analizados los resultados por el test de
" t " para datos apareados.

Luegode catorce dias de la lesión, se obtuvieron valo

res para la fijación especifica de [3d}QNBsemejantes a los
de los controles, tanto en el lado ipsilateral comoen el con
tralateral. Si bien en ambashemicortezas los valores fueron

algo superiores a los de los controles, esta diferencia no re

sultó estadísticamente significativa (fig. 15).

2.4.3. Actividad de AChEen corteza cerebral de ratas con le

sión del nBM.

Los resultados anteriores adquieren particular interés
cuando se los confronta con la actividad de AChEen los mismos

animales. ( Ver tabla B.b ). También en la actividad de dicha

enzima, la lesión produjo una disminución significativa en la

hemicorteza ipsilateral, que llegó a ser del 53 %. En la hemi
corteza contralateral la reducción fue del 43.7 %.

En los animales sacrificados a los catorce dias de la

lesión unilateral del nBM,la actividad de la AChEcortical

permaneció notablemente disminuida en ambos hemisferios, mante

niéndose prácticamente en los mismos valores que en los anima

les estudiados a los tres dias de la lesión (fig. 15).

2.4.4. Discusión de los resultados obtenidos acerca de la lo

calización de los RCHWy de la actividad de AChEen la

corteza cerebral.

Hasta el momentoen que se finalizó este trabajo, no

habia datos en la bibliografia sobre la reducción de RChMcor
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ticales, luego de lesiones de distintas supuestas aferencias

colinérgicas. Por esa época, McKinneyy Coyle ( 1982 ) encon

traron una reducción del 14 %en los sitios muscarínicos a

los tres dias de la lesión del nBM,producida por inyección

de ácido kainico ( AK ).

Los resultados obtenidos están en concordancia con los

datos de la bibliografia, en el sentido de postular a las neu

ronas magnocelulares del nBMcomo el lugar de origen de la ma

yor aferencia colinérgica al neocortex. ( Johnston y col.,

1979; Lehmanny col., 1980; Wenky col., 1980 ).

La disminución en la fijación específica de [3H}QNB
( 25.8 t ) en la corteza ipsilateral, observada a los tres dia

as de la lesión del nBM,permite sugerir que este decremento

se debe a degeneración de los terminales presinápticos, es de

cir a desaparición de receptores presinápticos ubicados en di

chos terminales originados en el nBM.

Esta interpretación parece corroborada por el hecho de

que la actividad de AChEcortical también disminuyó durante el

mismo periodo.

A los catorce dias de la lesión, aparece una clara dis

crepancia entre los dos parámetros estudiados: mientras que 1a

actividad de AChEpermanecedisminuida, la fijación específica

de [3Á}QNBestá nuevamente en valores muy próximos a los de los
animales controles o con operación simulada ( tabla 8.a y 8.b ).

Los niveles de Bmáxalcanzados se encuentran algo por encima

de los datos controles, pero las diferencias no resultaron esta
dísticamente significativas.
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Figura 15: Fijación especifica de [En]-QNB y actividad de AChE
en membranasde corteza cerebral de ratas con lesión

del nBM, luego de 3 o de 14 dias respectivamente.

Cada barra representa el valor medio de por lo menos

6 experimentos, expresados en porcentajes de los va
lores controles.

Análisis estadístico explicitado en las tablas 8.a y 8.b.



TABLA8a.Uniónespecificade[3H]-QNBenmembranasdecortezacerebralderatasconlesión

unilateraldelnBM.

Corteza

ipsilateral 829.4+

Control27.3100 Operación

818.7i

simulada

24.5

Lesionadas615.5+ de3dias

24.9*74.2

844+

Lesionadas de14dias

43.5#101.7

Porcentaje delcontrol

CortezaPorcentajen

contralateraldelcontrol

817.8+26.810014 851.7Ï33.2104.17 664

+l
18.181.26

896.8+

58.1##109.66

Resultados:representanelnúmeromáximode

sadosenpmoles/gdeproteínai

CZ

númerodeanimales.

*P<C0.001conrespectoalosvaloresde 'k'k

p<0.005"de

#p<

p<

0.001de
0.

sitiosdeuniónespecíficapara[3á1-QNB,expre ESM. loscontrolesylosdeoperaciónsimulada. cortezaipsilateral. lesionadasdetresdias.
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TABLA8b.ActividaddeAChEenmembranasdecortezacerebralderatasconlesiónunilateral

delnBM.

CortezaPorcentajeCortezaPorcentajen

ipsilateraldelcontrolcontralateraldelcontrol

Control102

v
+|

100103

v
+l

10011

Operación102

ln

+I

10096i5937

simulada Lesionadas48 de3dias

4:

SD

+l

4758+7*56.36

Lesionadas56+6*54.958+9*56.36 de14dias Resultados:representanlospicomolesdeacetiltiocolinadegradada,porminutoyporgramo

deproteínaiESM.

n:númerodeanimales. *p<0.001conrespectoalcontrolyalasratasconoperaciónsimulada.



Unaexplicación posible para estos hallazgos es la de

considerar que el númerode receptores postsinápticos podria
estar aumentado, comoconsecuencia de la deaferentación de la

neurona postsináptica, ocultando asI la reducción atribuida a

1a desaparición de los receptores presinápticos.

La disminución en la fijación especifica de [3É}QNBob
servada en la corteza contralateral a la lesión, luego de tres
dias ( tabla 8.a ), asi comola disminución en la actividad

de AChEa los tres y catorce dias de la lesión ( tabla 8.b ),

estarian avalando la hipótesis que postula cierto grado de

inervación contralateral, en este caso proveniente de las neu
ronas del nBMlesionado; estos resultados concuerdan con los

estudios del nBMrealizados con HRP ( Divac, 1975; Lehmann y

col., 1980; Wenky col., 1980 ).

2.5. Efectos de una condición estresante sobre los RChMen

distintas regiones del sistema nervioso central.

En un intento por comenzar a estudiar la regulación de

los RCh.M"in vivo", en condiciones fisiológicas, se seleccio

nó un modelo de estrés en condiciones que resultaran inelu

dibles para el animal en cuestión, ya que hay datos bibliográ
ficos en el sentido de un aumento en los niveles de AChcere

brales en condiciones severas de estrés.( Karczmary col.,

1973; Saito y col., 1976 ).

A la vez, estos experimentos involucraron el análisis

previo de diversas regiones del Sistema nervioso central en
ratas normales.
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2.5.1. Fijación de [3H}QNBen membranasde corteza cerebral,
qanqlios basales y cerebelo de ratas sometidas a na

tación forzada en agua a 18°C.

De todas las áreas del SNCestudiadas, sólo algunas

mostraron cambios netos en los RChMla corteza cerebral, los

ganglios basales y el cerebelo.
La tabla 9 muestra los resultados obtenidos en corteza

cerebral y ganglios basales en los diferentes tiempos analiza

dos: en la parte superior están los datos correspondientes a

Bmáxde los animales controles, luego siguen los correspon

dientes a los estresados y sacrificados inmediatamente (15 min),
los sacrificados a los 60 minutos de comenzadoel tratamiento

y, por último, los datos de animales que vivieron 24 horas

luego del estrés, tiempo en que fueron decapitados.

Comopuede observarse, inmediatamente después de fina

lizado el tratamiento (15 min), hubo una disminución estadísti

camentesignificativa en la fijación especifica del ligando

[3É}QNBa las membranas de corteza cerebral, que alcanzó un

27 %respecto de los valores controles. Dicho cambio se revir

tió, llegando a valores semejantes a los de los controles a
los 60 minutos.

También hubo una disminución en el número máximo de si

tios especïficos de unión de [3É}QNBen los ganglios basales
( estriado y globo pálido ) a los 15 minutos, pero no resultó

estadísticamente significativa ( fue de un 8 %respecto de los

controles ). A los 60 minutos la caida fue más pronunciada

( alcanzó un 14 % ) y significativa; luego de 24 horas, los

valores del Bmáxno se diferenciaron de los de los controles.
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TABLA9.Sitiosdeuniónespecíficapara[3á1-QNBencortezacerebralygangliosbasales

derata,luegodeunestimulo

estresante.

Tiempo

(pmol/gproteina)

Control1859+101 15min1351t79 60min1939i176 24horas2108Ï142

Cortezacerebral

n
13 12

100
73*

104 113

(pmol/gproteina)

1591 1466 1378 1554

Ganqliosbasales

+ +| +|

48 62 63
110

n
13

9

100

92 86** 98

Resultados:correspondenal

Cadaensayofue

n:númerodeexperimentos. Análisisestadísticoporel

valorpromediodelosBmáxdenexperimentosiESM. hechoportriplicado. testde

"t".*p<0.00

1,

**p<0.02.



En la figura 16 se muestra una representación de acuer

do con la ecuación de Scatchard, correspondiente a los gan

glios basales de una rata control y de otra sacrificada a los

60 min del tratamiento. Puede observarse que el Bmáxes, en

el primer caso de 2031 pmol/g de proteina y, en el segundo,

de 1461 pmol/g de proteína, mientras que la K es de 34 y
D

33 pMrespectivamente.

Los cambios observados tanto en corteza cerebral como

en ganglios basales, pueden ser atribuidos a una disminución

en el número máximo de sitios de unión (Bmáx), sin cambios

en la afinidad estimada por la constante de disociación apa

rente (KD).

Es muydiferente el panorama con respecto a la otra

estructura que presentó variaciones: el cerebelo.

Comopuede observarse en la figura 17, la representa

ción de Scatchard para las membranasde cerebelo muestra un

incremento definido en el Bmáxtanto a los 15 como a los 60

minutos, mientras que la KDno presenta diferencias signifi
cativas (tabla 10).

En la figura 18 se representó el curso temporal de los

cambios observados en la fijación especifica de [3sx-QNBlue
go del tratamiento estresante, en la corteza cerebral (a),

los ganglios basales (b) y el cerebelo (c). Los datos se gra

ficaron en porcentajes respecto de los valores controles. En

la última estructura considerada, el cerebelo, se evidencia

que los cambios ocurrieron en sentido opuesto.

Debe tenerse en cuenta que en el cerebelo, el número
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Figura 16:

60

conhol O B "1.1.2031

60mm O B mal.1461

1500

Gráfico de Scatchard de la unión específica de [3a]
QNBa membranas de ganglios basales (estriado + GP)

de ratas controles o y luego de 60 minutos de some

terlas a un tratamiento estresante Q .

Los puntos corresponden a los datos de un experimen

to. Bmáxestá expresada en picomoles/gramo de proteí

na.

B: [3%1-QNBunido (pmol/g de proteína).

F: concentración de [ÉÉ]—QNBlibre (pM).
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B/F

Figura 17: Gráfico de Scatchard de la unión especifica de [3H]
QNBa membranas de cerebelo de ratas controles<3 ;

15 min después de un tratamiento estresante Q y

60 min después del mismo tratamiento A

Los puntos corresponden a los datos de un experimen

to. Bmáx.está expresada en picomoles/g de proteina.

B: [En]-QNBunido (pmol/g de proteina).
F: concentración de 3H —QNBlibre (pM).
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Figura 18:
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Unión especifica de [3H]-QNBa membranas de corteza
cerebral, ganglios basales y cerebelo de ratas so
metidas a un tratamiento estresante.

Cada punto representa los Bmáx. promedio de por lo

menos 3 experimentos, expresados como porcentajes

del valor medio de los controles.

Tiempo: corresponde a los minutos o a las 24 horas

después del tratamiento estresante.



de sitios de fijación especificos para QNBes mucho menor que

en las otras dos estructuras que presentaron cambios, estando

el Bmáxen el ranqo de 200 pmol/g de proteina; es decir que

es diez veces menor que en la corteza cerebral ( Tabla 9 ).

En los animales sacrificados a los 60 minutos del tra

tamiento se observó un incremento del Bmáxdel 41 %, mientras

que a las 24 horas no se detectaron diferencias significativas

respecto de los controles.

Paralelamente se realizaron ensayos en otras regiones
del sistema nervioso en los mismosanimales sometidos a estrés.

Nose observaron diferencias siqnificativas a los 15 ni a los

60 minutos del tratamiento, en el número máximode sitios de

fijación especificos para [5H]-QNB,de hipocampo, bulbos olfa
torios, amigdala, tálamo, hipotálamo y tallo cerebral (tabla 10).

2.5.2. Discusión de los resultados obtenidos acerca de los efec

tos de una condición estresante sobre los RChMen distin

tas regiones del sistema nervioso central.

Para provocar el estrés fue seleccionada una situación

que resultara ineludible para el animal en cuestión y que fue

ra reproducible.

Otras situaciones que provocan estrés pero que permiten

la huida o el evitamiento del estimulo por parte del animal,

parecen posibilitar la adaptación rápida de los distintos pará
metros neuroquimicos a los cambios del medio, manteniendo la

homeostasis ( Anisman, 1978 ). En la condición de estrés aqui

utilizada, pareciera que tal adaptación no se produce, al me

nos en tiempos muy cortos ( Karczmar y col., 1973 ).
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TABLA10. Sitios de unión especifica para [3H]-ONBen dife
rentes regiones del SNCde la rata, luego de un
estimulo estresante.

Regiones Control %de variación
(pmol/g proteina) 15 min 60 min

Corteza cerebral 1859 73* 104

Ganglios basales 1591 92 86***

Cerebelo 215 108 14l**

Bulbos olfatorios 1529 102 110

Amígdala 983 112

Tálamo 910 109

Hipotálamo 653 90

Tallo cerebral 642 94

Hipocampo 1808 90 96

Resultados: corresponden al valor promedio de los Bmáxde
por lo menos tres experimentos independientes.

Cada punto fue ensayado por triplicado.

Análisis estadístico por el test de "t". *p < 0.001, **p<_0.01,
***p 4 0.02.



En este caso resultó relevante el tiempo en que se rea

lizaron los experimentos en relación al tratamiento, ya que

los cambios observados fueron precoces y revertidos dentro del

primer dia.

Saito y col. (1976) demostraron que en un entrenamiento

de evitamiento de un estimulo nociceptivo, lo que implica cier

to grado de estrés, no se alteró el contenido de NE, DA, S-HT

ni AChen el SNCde la rata; pero la inmersión en agua fria

disminuyó el contenido de NEy aumentó el de AChcerebrales.

Másaún, en una situación controlable, el estrés en general

no afecta los niveles de AChni de corticosterona sérica; pe

ro a medida que la severidad del estímulo aumenta, tienden a

aumentar los niveles de AChen el cerebro ( Anisman, 1978 ).

Comose mencionó en la Introducción ( Capitulo I; 2.6 )

los datos de la bibliografia se refieren en general al neuro

transmisor AChy sólo hay unos pocos trabajos en relación a

receptores colinérgicos y estrés.

Gulati y col. (1982) no onservaron cambios en los RChM

de corteza cerebral de rata, luego de estrés agudo por aplica

ción de un shock electroconvulsivante. Sin embargo, la aplica

ción crónica del mismotipo de estimulo produjo un incremento

significativo de los sitios para [Éd]-QNB.
En otro diseño experimental, utilizando inmovilización

crónica en una cepa de ratas muysensibles al estrés, Gilad

y col. (1983) observaron un aumento en el número máximo de si

tios rcceptores muscarïnicos del hipocampo; en una cepa menos

sensible no se produjeron tales cambios. Sin embargo, la inmo

vilización por un corto periodo no afectó el nivel de RChMen

ninguna de las dos cepas.
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En el diseño experimental aqui utilizado, que representa

una situación estresante aguda que no puede ser evitada por el

animal, se produjeron cambios rápidos y reversibles en el núme

ro máximode sitios muscarinicos en la corteza cerebral, los

ganglios basales y el cerebelo.

Comopuede observarse en la figura 18, los cambios en

las tres estructuras del SNCsiguieron un curso temporal dife

rente. Tanto en la corteza comoen los ganglios basales hubo

una disminución, pero de diferente intensidad, siendo más pro

nunciada en la corteza, asi comomás precoz. El cerebelo mos

tró un sentido inverso en las variaciones, que aparecieron al

go más tardiamente.

Ademásdichos cambios fueron específicos, ya que no se

observaron variaciones en los receptores adrenérgiCOStxl, dé y

/3 ni en los dopaminérgicos, analizados en el mismolaboratorio.
Los cambios que se produjeron en las mismas condiciones en los

receptores para las benzodiazepinas, no ocurrieron en igual

sentido en la mismaestructura, observándose variaciones de di

chos receptores en otras regiones del SNC( Medina y col.,

1982; 1983 ).
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CAPITULO IV.

DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES



l. DISCUSION Y CONCLUSIONES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS

DIFERENTES GRUPOS DE EXPERIMENTOS.

1.1. Desarrollo ontogenético de los RChMy de la actividad de

AChEen el SNCdel pollo.

La conclusión más general que se deriva de este estudio

es que existe una considerable variación en la ontogénesis de

los RChMy de la actividad de AChEen las distintas regiones

estudiadas del SNCdel pollo.

En el cerebro del pollo, la densidad de receptores coli

nérgicos muscarinicos está dentro del mismoranqo que la que

se encuentra en el cerebro de los Mamíferos; en este último

caso, el cerebelo también tiene los menores valores (Coyle y

Yamamura, 1976; Yavin y Harel, 1979; East y Dutton, 1980).

El hallazgo más notable es la gran reducción postnatal

en la concentración de RChMen el cerebelo, que en adulto só

lo alcanza el 30 %de la del recién nacido, lo que podría

atribuirse a dilución por aumentode otros materiales, como

puede ser la mielina y/o a un cambio cualitativo en la pobla
ción neuronal.

En los pollitos recién nacidos, la actividad de AChEtu

vo el minimo valor en el paleoestriado (0.149 umol/min/mgde

proteína) y el máximo, en los lóbulos ópticos (0.350 umol/

min/mg de proteina). Enna y col. (1976) utilizaron un método

radioquïmico y encontraron valores máximosde aproximadamente

0.4 umol/min/mgde proteina, en el cerebro total del pollo.

Si bien hay diferencias, debidas tal vez a los distintos méto

dos y al material biológico empleados, los resultados son com

parables.
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Es importante tener en cuenta que la enzima en cuestión

puede estar localizada tanto pre- comopostsinápticamente y que,

durante la ontogénesis, puede encontrarse actividad enzimática

en células que luego la pierden (Silver, 1971; Lehmanny Fibiger,

1979).

En función de los resultados obtenidos se puede considerar

que existe un cierto paralelismo entre la relación temporal de

la ontogénesis de la actividad de AChEy de los RChM en las re

giones estudiadas y en los tiempos considerados, excepto en el

cerebelo. Sin embargo, el curso temporal y la velocidad de los

cambios tienen características especiales en cada área.

El gran aumento en la actividad de AChEy en la fijación

de [3d1-QNBen los lóbulos ópticos, que tiene lugar entre el na
cimiento y el dIa 12° de vida postnatal, sugiere la posibilidad

de que la estimulación óptica o la experiencia visual estén in
volucradas en su desarrollo. Privando a los animales de estimu

lación visual, unilateralmente desde el nacimiento, se observa

ron notables cambios en dichos parámetros, que refuerzan dicha

presunción.

1.2. Influencia de la deprivación visual sobre los receptores

muscarínicos X la actividad de AChEen los lóbulos ópticos

del pollo.

Hasta el presente no hay consenso acerca de los neurotrans

misores que se encuentran en las células ganglionares retinianas

y en sus axones que forman el nervio óptico (Oswald y Freeman,

1980).
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La AChna sido sugerida como un candidato con altas proba

bilidades para ese rol en Vertebrados no Mamíferos (Freeman,

1977). (Para obtener mayor información sobre este punto, pueden

consultarse las secciones 1.4 y 2.3 del capítulo I). Dicha hi

pótesis resulta reforzada por los antecedentes ya mencionados

y por los propios resultados expuestos en el capitulo anterior.

Asumiendola posibilidad de que la AChesté involucrada co

moneurotransmisor en las vías visuales, una interpretación pa

ra los datos obtenidos en este trabajo y en los de otros inves

tigadores podria ser que la alteración en la liberación del

neurotransmisor o en general, en el funcionamiento e integridad

de la vía en cuestión, tuviera comoconsecuencia un cambio en

la regulación de los receptores, en este caso los RChM,con una

caída inicial tal vez atribuible a pérdidas en los receptores

presinápticos y con un aumentoposterior que podria ocultar di

cha caida, tal vez debido a supersensibilidad por denervación,

de los receptores postsinápticos. Esta interpretación resulta
coherente con la disminución persistente en la actividad de

AChEy con la localización postulada para los RChMen el SNC.

Es interesante comparar los resultados aqui expuestos con

los obtenidos por Rose y Stewart (1978), quienes observaron un

aumento en la fijación de [3É}-QNBen la corteza visual de ratas
que, luego de un periodo de oscuridad, fueron sometidas a la

luz durante tres horas, con respecto a aquéllas mantenidas en

oscuridad permanente.

Comoen este tipo de experimentos la integridad de las vias

visuales no está afectada, puede asumirse que los cambios en

los parámetros estudiados están relacionados con fenómenosfi

siológicos de tipo regulatorio.
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Algunas investigaciones han demostrado que la estimula

ción visual puede tener influencia sobre el transporte de ma

terial por el axón. Grafstein y col. (1981) observaron que

inactivando los nervios ópticos de Carassius por inyección in

traocular de TTX,se redujo considerablemente el transporte

axonal de nucleósidos. Por otra parte, Caputto y col. (1983)

demostraron que la exposición a la luz de pollos con inyec

ción intraocular de [3É1-ManNac,produjo un incremento en la
radioactividad especifica de los gangliósidos y de las glico

proteinas en el "tectum opticus".

Si se asume que la AChEestá localizada principalmente

en la presinapsis, la drástica y precoz reducción de esta en

zima en el lóbulo óptico "deprivado", podria ser el resultado

de un transporte más lento a lo largo de las fibras nerviosas,

comopodrían ser las retinotectales.

La reducción más discreta de los RChM,podria deberse a

que el efecto esté limitado a los receptores presinápticos,

que estuvieran siendo transportados hacia el "tectum". El trans

porte axonal de los RChMha sido demostrado en el SNCde ratas

(Wamsley, 1982).

Sin embargo, los cambios observados en este trabajo pare

cen transitorios, compensándosemás tarde las diferencias du

rante el desarrollo postnatal del sistema visual.

Es posible que la deprivación visual a las pocas horas

de la eclosión accione sobre el desarrollo de los receptores y

de la AChE,debido a que se trata, tal vez, de un periodo es

pecialmente critico y que más tarde el cerebro sea capaz de

compensar tal efecto.
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1.2.1. Conclusiones acerca del desarrollo de los RChMy de

la actividad de AChEen el SNCde pollo; influencia

de la deprivación visual en los lóbulos ópticos.

En base a los resultados obtenidos, los datos biblio

gráficos presentados y los elementos discutidos en 1.1 y 1.2.

en este mismocapitulo, puede arribarse a las siguientes con
clusiones:

I. Las concentraciones de RChMen el SNCdel pollo, al

igual que en los Mamíferos en que se han estudiado, son al

menos un orden de magnitud superiores a las de los receptores

nicotinicos, en todas las regiones analizadas.

II. La mayor concentración de receptores muscarInicos se

encuentra en la región correspondiente al "paleostriatum",

homóloga de los ganglios basales de los Mamíferos, que tam

bién presentan una de las concentraciones más elevadas de

RChMde todo el cerebro.

III. Hay una variación considerable en la ontogénesis de

los RChMy de la actividad de AChEen las diferentes regio

nes del SNCdel pollo, del mismo modo que ocurre en otras es

pecies.

IV. En el cerebelo, tanto en el pollo (Jerusalinsky y col.,

1981) como en el conejo (Yavin y Harel, 1979), se produce una

marcada reducción en la concentración de RChMluego del naci

miento, sugiriéndose la posibilidad de que esté ocurriendo un

cambio en la población neuronal. Esta llega a ser la región

más pobre en dichos receptores y se observa una disociación
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entre los dos parámetros colinérgicos estudiados.

V. El hecho de que cada región presente un modo especial

de desarrollo de los RChMy de la actividad de AChE, sugiere

la posibilidad de una relación entre estos parámetros y el

crecimiento anatómico y establecimiento de funciones particu
lares de cada estructura.

VI. En particular, entre los días 17° y 18° del desarro

llo, los lóbulos ópticos constituyen la región con mayor con

centración y mayor cantidad de RChM(tabla 2.a.b); en este

tiempo la mayoria de las fibras retinianas han alcanzado el

techo óptico y la luz comienza a evocar potenciales alli en

el día 18° (Sedlácek, 1967; Blozowsky y Blozowsky, 1968).

La cantidad total de RChMse duplica entre el dIa del

nacimiento y los 12 dias de vida (tabla 2.b ), duplicándo

se también la concentración proteica (tabla 1.a ).

Los hechos mencionados sugieren que los RChMpodrian

estar involucrados en el desarrollo de la via retinotectal y

que la estimulación visual podria participar en el desarrollo
de dichos receptores.

VII. Los niveles de AChEen los lóbulos ópticos, son muy

pobres durante la vida embrionaria, hasta que tres o cuatro

dias antes de la eclosión, comienzan a aumentar rápidamente,

hecho que resulta coincidente con el comienzo de la neuro

transmisión efectiva, ya que, comose mencionó, alrededor del

dia 18° del desarrollo aparecen potenciales evocados en los

lóbulos ópticos, por estimulación de las vias visuales.

Esta constituye la región del SNCdel pollo con ma

yor actividad de AChEen el dia de la eclosión (13.86 pmol/min/
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/g de tejido), manteniéndose elevada en el animal adulto.

Comoen el punto VI, los hechos aquí mencionados su

gieren que la AChEpodria estar participando del proceso de
desarr llo de la via en cuestión.

VIII. El desarrollo postnatal de los RChMen los lóbulos

ópticos, sigue variaciones cualitativamente semejantes a las

de los receptores colinérgicos nicotinicos (Wangy Schmidt,

1976) y a las de la actividad de AChE(Jerusalinsky y col.,

1981)(figs. 9 y 10).

Ix. Los experimentos en pollitos privados unilateralmen

te de estimulación luminosa desde el nacimiento, asI como

los antecedentes bibliográficos expuestos sobre las conse

cuencias de la enucleación o de la sección del nervio óptico,

también refuerzan la suposición de que los RChMestén involu

crados en la via retinotectal y/o en sinapsis secundarias del

techo óptico, ya que:

1) Los RChMdel "tectum opticus" parecen

estar regulados, al menosparcialmente, por el grado de

inervación y por el estado funcional de las vIas visua

les (fig. 9).

2) En los primeros días de vida postnatal

la actividad de AChEparece estar regulada, al menos en

parte, por el estado funcional de la via retinotectal.
3) La observación de un transporte de re

ceptores muscarinicos en la via septo-hipocámpica por

Wamsleyen 1982, permite suponer que ese transporte ocu

rra también en el presente caso, y que pueda ser afecta

do por 1a estimulación luminosa, comoocurre con otras
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sustancias que viajan por el axón en esta vía nerviosa

(Grafstein y col., 1981; Caputto y col., 1983).

x. Los antecedentes mencionados y los resultados expues

tos, sugieren a la AChcomoun fuerte candidato a neurotrans

misor en la via retinotectal de las Aves, sin descartar que
existan otros neurotransmisores diferentes involucrados.

XI. Si se asume comoaltamente probable la hipótesis plan

teada, una posible interpretación para todos los datos expues
tos sería que, la alteración en la liberación del neurotrans

misor o, más en general, en el funcionamiento e integridad de

la via, tuviera comoconsecuencia un cambio en la regulación

de los receptores, con una caida inicial tal vez atribuible

a receptores presinápticos y un posterior aumento, tal vez

atribuible a supersensibilidad de los receptores postsinápti

cos, por un efecto semejante al denervatorio.

Esta interpretación resulta coherente con la caída

persistente en la actividad de AChEy con la localización pos

tulada para los RChMen el SNC.

1.3. Localización de receptores colinérgicos muscarínicos y

actividad de AChEen el hipocampo de la rata.

En los últimos años, además de los clásicos receptores

postsinápticos que median la respuesta de la célula efectora,

han sido reconocidos varios receptores presinápticos, que re

gulan la recaptación, sintesis y/o liberación del neurotrans
misor en cuestión (ver 1.2.1. del capitulo I).

Hadházy y Szerb (1977) demostraron que la liberación de

AChendógena de cortes delgados o de sinaptosomas de corteza



cerebral de rata, se halla controlada por un mecanismode re

troalimentación negativa, probablemente mediado por "autorre
ceptores" muscarinicos presinápticos.

En el mismolaboratorio en que se realizó este trabajo

de tesis, se desarrolló una técnica para disolver preferen

cialmente las membranaspresinápticas en preparaciones sinap

tosomales, por la acción de detergentes. Analizando la fija

ción de [3H]CQNBa sinaptosomas de cerebro de rata, pudo con
cluirse que los RChMestán localizados tanto en la pre- como

en la postsinapsis. En cambio, los receptores nicotinicos

centrales parecen ser predominantementepostsinápticos (Agui

lar y col., 1979).

Es importante tener en cuenta la dificultad para dife

renciar entre receptores muscarinicos pre- y postsinápticos.

Hasta el momentode desarrollarse los correspondientes expe

rimentos, no habian podido hallarse diferencias farmacológi

cas entre los RChMpresinápticos centrales y los postsináp

ticos, tanto centrales comoperiféricos (Boweny Marek, 1982)

desde que Iversen postulara en 1974, la existencia de auto

rreceptores. Por ello se hizo imperioso buscar diseños expe

rimentales adecuadospara discriminar entre ellos y verifi
car su existencia.

Los resultados obtenidos en los experimentos relaciona

dos con la vIa septo-hipocámpica, corroboran 1a localización

postsináptica de la mayor parte de los RChMde la formación

hipocámpica, estando ubicados, gran parte de ellos, en las

neuronas piramidales de dicha estructura.

Pero luego de destruir una importante proporción de es
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tas neuronas, la denervación por sección de la via septo-hi

pocámpica produjo una pequeña disminución de los RChM,lo

que podría atribuirse a una población de receptores presi
nápticos.

Es posible que 1a denervación colinérgica de la forma

ción hipocámpica, produzca un fenómenode supersensibilidad

postsináptica, con un aumento en el número de receptores

muscarínicos postsinápticos, oscureciendo cualquier pequeño

cambioatribuible a receptores presinápticos. Esto explica

ría los resultados de otros investigadores que no observaron

cambios en la población de dichos receptores, por sección de

la fimbria-fórnix (Sábato y col., 1981).

1.3.1. Conclusiones acerca de la localización de los RChMY

de la AChEen el hipocampo.

I. La importante caida en el número máximo de RChM,

luego de la destrucción de las neuronas piramidales de las

subregiones CA3 a y b de la formación hipocámpica, corro

boran la localización postsináptica de la mayorparte de

dichos receptores (tabla 5).

II. La pequeña, pero significativa caída en la fija

ción especifica de [3ál-QNB en el hipocampo, luego de la
deaferentación colinérgica, apoya la hipótesis de la presen

cia de RChMpresinápticos, lo que resulta coherente con los

antecedentes farmacológicos y fisiológicos, en relación con

la autorregulación de la liberación de AChen el hipocampo,

asI comoen la corteza cerebral y en el estriado (Hadházhy

y Szerb, 1977; Marchi y col., 1981) (tabla 6).
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III. La disminución de la actividad de AChEpor deafe

rentación colinérgica resultó semejante con o sin destruc

ción de las neuronas colinoceptivas del hipocampo. Es decir

que la AChEparece independiente, al menos en los tiempos es

tudiados, de la neurona postsináptica, lo que apoya la hipó

tesis de su posible localización presináptica (tabla 7).

1.4. Localización de chg y actividad de AChEen el neocor
tex de la rata.

En relación a la inervación colinérgica de la corteza,

ya se ha mencionado en la "Introducción" (capitulo I) abun

dante bibliografia, poniendo de manifiesto la importancia

de las neuronas basales magnocelulares que proyectan hacia
el neocortex.

Luego de la lesión de los cuerpos de dichas neuronas

por destrucción del nBM,pudo observarse una disminución en

el número de RChM,hecho que no habia sido reportado con an

terioridad, y una disminución en la actividad de la AChEde
la corteza cerebral.

Resulta fundamental tener en cuenta el curso temporal

de las observaciones, ya que los parámetros analizados no

alcanzan un estado estacionario, sino que siguen modifican

dose. Este hecho podría ser explicado por un aumento poste

rior en los RChMpostsinápticos, debido probablemente a un

fenómenoregulatorio (comopuede ser la supersensibilidad

por denervación) que terminaría enmascarando la disminución

detectada precozmente (KamiyaY col., 1981).

A1 igual que en la via septo-hipocámpica y en la posi

ble participación colinérgica en la via óptica del pollo,
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en esta proyección colinérgica al neocortex habria recepto

res muscarinicos tanto pre- comopostsinápticos, con dife

rente regulación, al menosen los tiempos considerados.

Es importante enfatizar que la considerable disminución

en la actividad de AChEcortical luego de la lesión del nBM,

es un indicador más de su posible localización presináptica,

como lo sugiere también el hecho de que la destrucción

de las neuronas corticales por aplicación de ácido kaïnico,

produjo sólo una pequeña disminución en la actividad de AChE

y de ChAT (Lehmann y col., 1980; Wenk y col., 1980). Ello

indicaria que hay solamente unas pocas neuronas colinérgicas

- si alguna - en la corteza cerebral (Lehmanny col., 1980;

Fibiger, 1982). La reproducción de estos experimentos, en

el mismolaboratorio en que se desarrolló esta tesis, mos
tró un descenso del 18 %en la actividad de AChEcortical

(Medinay Jerusalinsky, datos preliminares).

La disminución precoz en la fijación especifica del

antagonista muscarinico [3á1-QNB,asi comoen la actividad
de AChEen la hemicorteza contralateral a la lesión del nBM,

(tabla 8.a.b)avalan la hipótesis que plantea la existencia

de cierto grado de inervación contralateral, proveniente de
las neuronas del nBMlesionado. Estos resultados están en

concordancia con los estudios histológicos del nBMy de sus

proyecciones, ya que luego de la inyección de HRPen una

hemicorteza, aparecen marcadas unas pocas neuronas magnoce

lulares basales del lado opuesto (Divac, 1975). Tampocopue

de ser descartado totalmente un sistema secundario de pro
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yecciones colinérgicas a la corteza cerebral (Wenky col.,

1980).

La demostración de la existencia de receptores muscarI

nicos presinápticos en el neocortex, puede tener considera

bles implicancias funcionales.

Recientemente se han involucrado mecanismos colinérgi

cos presinápticos en procesos de memoriay en diversas en

fermedades de orden psiquiátrico, especialmente aquéllas

relacionadas con el envejecimiento (Shermany col., 1981).

Es sabido que en la enfermedad de Alzheimer y en pato

logIas relacionadas (demenciapresenil y senil de tipo

Alzheimer) hay una notable disminución en la síntesis de

AChque parece deberse a pérdidas de algunos terminales

presinápticos, con una disminución general de los marcado

res colinérgicos en la corteza (Spillane y 001-, 1977).

Es por ello que las neuronas del nBMpueden conside

rarse de importancia en ciertos procesos neuropatológicos,

así comoen estudios de farmacología experimental y, po

tencialmente, de farmacología clinica.

1.4.1. Conclusiones acerca de la localización de los RChM

y de la actividad de AChEen el neocortex.

I. Los resultados obtenidos luego de la lesión del

nBM,corroboran la hipótesis de la existencia de RChMtan

to pre- comopostsinápticos en la corteza cerebral (tabla

8 a. ).

II. Los receptores presinápticos estarian localiza
dos sobre los terminales colinérgicos aferentes a la corte



za, originados en las neuronas magnocelulares del nBM.

III. Los resultados obtenidos corroboran la existencia de

una importante aferencia colinérgica al neocortex, originada

en las grandes neuronas basales del nBM(Fibiger,1982).

IV. Se sugiere que los RChMpostsinápticos, que se presu

me están localizados preferencialmente sobre las membranas

de las neuronas colinoceptivas, podrian sufrir un incremento,

atribuible a un fenómenode supersensibilidad por denervación

(Pimoule y col., 1980; Kamiyay col., 1981).

V. Los resultados experimentales muestran una alteración

en la actividad de AChEcuando se daña la neurona colinérgica,

lo que sugiere una localización preferentemente presináptica

para dicha enzima.

VI. Teniendo en cuenta los antecedentes bibliográficos

(Lehmanny col., 1980; Kimura y col., 1980) y los resultados

obtenidos, existirïan muypocas neuronas colinérgicas en el
neocortex de la rata.

1.5. Efectos de una condición estresante sobre los gghMen

distintas regiones del SNC.

Para provocar el estrés se seleccionó una situación que

resultara ineludible para el animal, que fuera muyreprodu

cible y que produjera el agotamiento de la rata, en un perio

do relativamente corto. En estas condiciones se produce un

aumento en los niveles de AChcerebrales en la rata (Karczmar

y col., 1973; Saito y col., 1976), por lo que este modelo pa

-118-'



rece interesante para estudiar la regulación de los recepto

res colinérgicos muscarïnicos en condiciones fisiológicas.

Los resultados obtenidos muestran que los cambios en los

RChM,en dichas condiciones, son rápidos, especificos y rever

sibles, ya que otros neurorreceptores no se modificaron en el

mismosentido en las estructuras analizadas o simplemente no

sufrieron cambios (Medina y col., 1982).

Con los datos obtenidos y en las condiciones experimenta

les descriptas, no es posible hasta el presente dar una expli

cación concluyente de los mecanismos involucrados en la produc

ción de los cambios en los RChM.

La disminución en la fijación especifica de [3á]-QNBen
la corteza cerebral y en los ganglios basales, podria resultar

de un incremento en la liberación de ACh, como ocurre en los

casos severos de estrés, lo que podria provocar una regulación

por disminución del número de receptores (Anisman, 1978;

Russell, 1982). Los RChMsufren regulación por disminución, ba

jo la acción de agonistas exógenos tales comooxotremorina

(Ben-Baraky col., 1981) o por tratamiento con anticolinesterá

sicos como neostigmina, que producen un aumento del nivel de

ACh (Costa y col., 1982).

El hecho de que el estrés por natación forzada provoque

cambios tan rápidos en los receptores del SNC, tanto benzodia

zepinicos comomuscarInicos, sugiere que dichas variaciones

no parecen deberse a modificaciones en la sintesis y/o degra

dación del receptor. Comouna indicación, puede tenerse en

cuenta que la pérdida de RChMen cultivo, luego de adición
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de un agonista muscarinico, es más veloz que el incremento

en el númerode receptores luego de retirar el agonista del

medio; sin embargo,la vida media del receptor en un cultivo

conteniendo cicloheximida es de doce horas y con el agre

gado de carbacol se reduce a tres horas, tanto en células de

neuroblastoma como en células de miocardio o de SNC (Klein,

1980). Dichos tiempos no parecen compatibles con los perio

dos en que se producen los cambios luego del tratamiento es

tresante aunque, por supuesto, las condiciones están muyle‘

jos de ser analogables.

Teniendo en cuenta la rapidez con que ocurren los fenó

menos descriptos, puede pensarse en la existencia de algún me

canismo de oclusión o internalización y/o, según el caso,

de desenmascaramientoo externalización de los receptores

en la membranaplasmática. Recientemente se ha postulado

que uno de los mecanismos de regulación de los receptores

de membrana consistiría en la posibilidad de cambiar su po

sición en 1a mismao en la célula en general: de tratarse

de esta última posibilidad, los correspondientes receptores

podrian recuperarse en una fracción subcelular distinta

(Strader y Lefkowitz, 1983).

En experimentos preliminares se han diseñado fracciona

mientos que permitieran analizar la posibilidad de un cam

bio en la localización de los RChM,pero los resultados mos

traron que éste no era el caso (Jerusalinsky y col., en pre

paración). Curiosamente, luego de sucesivos lavados de la

fracción de membranas,desaparecieron las diferencias entre

los animales estresados y los controles, al menos en el caso
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de comenzado el mismo.

Acton y col. (1979) observaron que, luego de cromatogra

fia en Sephadex G25, podian obtenerse fracciones a partir de
cerebro de vaca que eran capaces de inhibir la fijación es

pecifica de [3H]-QNBen ese mismo tejido. Recientemente,
DIaz-Arrastia y col. (1985) obtuvieron una fracción del ce

rebro de oveja capaz de inhibir la unión del antagonista mus

carinico QNBen cerebro de rata, en forma reversible y no

competitiva.

En el presente caso resulta interesante considerar la

hipótesis de la existencia de sustancias endógenas capaces

de modular la unión de ligandos especificos para los RChM.



I. El desarrollo de los receptores colinérgicos muscari

nicos y de la actividad de la enzima AChEguarda cierto para

lelismo entre la especie de Aves estudiada y las especies de

Mamíferos seguidas en su desarrollo por otros autores.

II. El desarrollo de los RChMresulta muchas veces para

lelo al desarrollo de la actividad de AChE,pero en algunas

regiones existe una clara disociación entre ambosparámetros,

comoes el caso del cerebelo del pollo y de algunos Mamífe

ros, estudiados por otros autores.

III. En las distintas regiones del cerebro, analizadas

en los animales adultos, si existe una relación directa en

tre el nivel de los RChMy la actividad de la enzima.

IV. Las concentraciones de RChMen el SNCdel pollo, al

igual que en las especies de Mamíferos en que se han estudia

do, son al menos un orden de magnitud superiores a las de

los receptores colinérgicos nicotinicos.

V. El hecho de que cada región tenga un modo especial

de desarrollo de los RChMy de la actividad de la enzima AChE,

sugiere que puede existir una relación entre dichos paráme

tros y el crecimiento y establecimiento de funciones particu
lares de cada estructura.

VI. En particular, los RChMy la actividad de AChEde

los lóbulos ópticos del pollo parecen estar regulados, al me

nos en parte, por el grado de inervación y por el estado fun

cional de la via retino-tectal. En consecuencia se sugiere
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que la AChpuede ser un importante candidato a neurotransmi

sor en la vIa retino-tectal y/o en sinapsis secundarias del

"tectum opticus" del pollo.

VII. Los resultados obtenidos luego de lesionar neuronas

piramidales de la formación hipocámpica de la rata por inyec

ción intraventricular de AK,corroboran la localización post

sináptica de la mayor parte de los RChMen dicha estructura.

VIII. Los resultados obtenidos luego de lesionar las vias

aferentes colinérgicas a la formación hipocámpica y la vIa

postulada en ese sentido a la corteza cerebral, en coinciden

cia con los datos fisiológicos y farmacológicos de la biblio

grafia, apoyan la hipótesis de la existencia de receptores

colinérgicos muscarïnicos localizados presinápticamente.

Además,sesugiere la posibilidad de una localiza

ción presináptica para los RChMque se modifican precozmen

te luego de la deprivación visual, en los lóbulos ópticos

del pollo.

IX. Los resultados de los estudios realizados en la

formación hipocámpica y en la corteza cerebral de la rata,

muestran una alteración en la actividad de la enzima AChE

cuando se daña la neurona colinérgica, lo que sugiere una

localización predominantementepresináptica para la enzima

de degradación del neurotransmisor ACh.

La mismasugerencia podría tener validez en la in

terpretación de los resultados obtenidos luego de la depri

vación visual unilateral en los pollitos, aunque en ese caso

no hubo daño de la neurona asumida como posiblemente colinér

gica, pero sI se alteró la neurotransmisión.



x. Resulta de relevante importancia tener en cuenta el

curso temporal de las observaciones que se realicen para estu

diar la localización de neurorreceptores por mediode lesio

nes en el SNC, ya que los cambios que pueden producirse no

son necesariamente estacionarios. En el presente caso se su

giere que los RChMpostsinápticos podrian sufrir un incremen

to por un fenómenode supuesta supersensibilidad por denerva

ción, lo que podria enmascarar cambios -disminuciones- de pe

queña envergadura, que serian detectables más precozmente.

XI. De acuerdo con los datos de la bibliografia y los re

sultados expuestos, existirían pocas neuronas colinérgicas,
tanto en la formación hipocámpica comoen la corteza cerebral
de la rata.

XII. Los RChMdel SNCde la rata pueden variar en forma

rápida, especifica y reversible -aparentemente dificil de ex

plicar por cambios en su sintesis y/o degradación- en condi

ciones que pueden considerarse fisiológicas.

Se sugiere que los RChMde la corteza cerebral y de

los ganglios basales de ratas sometidas a una condición estre

sante aguda, podrian sufrir un fenómenode regulación por dis

minución, como consecuencia de un aumento en la liberación

de ACh.

,Á/fií ‘44
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ABREVIATURAS.

ACh

ACILE

AK

Am

ATC

AVT

BD

Bmáx.

B.O.

CH

ChAT

DA

DSTA

DTNB

EEG

ESM

FH

FR

GB

GP

H -QNB

HRP

Acetilcolina
Acetilcolinesterasa
Acido kaínico

Amïgdala

Acetil-tio-colina

Area tegmental ventral

Banda diagonal

Númeromáximode sitios de unión especifica
Bulbo olfatorio

Corea de Huntington

Colinacetiltransferasa
Curies

Corteza cerebral

Dopamina

Demenciapresenil (o senil) de tipo Alzheimer

Di-tio-bis-nitrobenzoico (ácido)

Electroencefalograma
Error estándar de la media

Formación hipocámpica

Formaciónreticular

Ganglios basales

Globo pálido

Hipocampo

Benzilato de quinuclidina tritiado
Peroxidasa de rábano

Intraperitoneal
Constante de disociación aparente

Lóbulo óptico
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LOc

LO

nBM

NE

SM

SNC

SN

SNP

Lóbuloóptico control ( psilateral)

Lóbuloóptico deprivado (contralateral)

Núcleo basal magnocelular

Norepinefrina
Número de Hill

Núcleo preóptico magnocelular

Núcleo septal medial

Benzilato de quinuclidina

Receptores colinérgicos muscarïnicos

Septum medial

Sistema nervioso central

Sistema nervioso

Sistema nervioso periférico
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