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1. INTRODUCCION



1.1. METABOLISMO DE LAS MONOAMINAS EN EL CEREBRO
1.1.1. SEROTONINA
‘Las monoaminas procedentes de la descarboxilacidén de aminoacidos

arométiéos  c§nstituyen un grupo de sustancias de gran importancia
dentro deli sistema nervioso, estando implicadas en diferentes fun-
ciones cerebrales sobre las que parecen ejercer un control neurohumo-
ral mds que actuar como suténticos neurotransmisores. Las monoaminas
de mayor interés dentro del sistema nervioso central son la serotonina
(5-HT), la dopamina (DA) y la noradrenalina (NA).

Los comienzoé de los trabajos sobre la serotonina son ya lejanos,
remontdndose a un periodo en el que no se relacionaba a esta sustancia
con el sistema nervioso. Inicialmente, hubo dos corrientes de investi-
gacidn que precedieron al aislamiento de la serotonina. La primera era
el estudio de ciertas sustancias que aparecian en la sangre después de
la cosgulacién, identificandose a las plaquetas como el origen de las
;mismas (0’Connor, 1912; Freund, 1920; Gaddum, 1936). Esta 1linea de
investigacion condujo finalmente al aislamiento de la serotonina pursa,
¥y su caracterizacién bioguimica como 5-hidroxitriptamina (5-HT)(Page,
1954).

La segunda linea de investigacién procedié de los estudios histold-
gicos de la células existentes en el endotelio del tracto gastrointes-
tinal de mamiferos, células descritas como enterocromafines. En estas
células se aisléxuna sustancia a la que se llaméd enterémina (Erspar-
mer, 1966; Vialli, 1966). La enteramina fue pronto identificada como
5-hidroxitriptamina.

Aungue la serotonina se jdentificé en los tejidos animales en 1848

(Rapport, 1949), no fue hasta 1953 cuando Twarog y Page sefialaron su



existencia en el cerebro de mamiferos. Poco después empezé a conside-
rarse la existencia de neuronas serotoninérgicas (Welsh, 1957). Esta
idea se  vio,reforzada por varios estudios farmacoldgicos (Gaddum,
1953;° Pletgéﬁér v col., 1955; Marshall y col., 1960). La observacién
de que la serotonina mostraba efectos antagdénicos con el LSD a nivel
del Gtero de rata (Fingl y Gaddum, 1953), y el conocimiento de que la
administracidén de LSD creaba un estado mental similar a la esquizofre-
nia, hizo pensar que la serotonina podia tener un papel especifico en
las funciones cerebrales (Gaddum, 1954). Sin embargo, la prueba méas
convincente de que la serotonina podia actuar como sustancia transmi-
sora vino del estudio de invertebrados (Welsh, 1953; Twarog, 1954;
Welsh, 1857).

La serotonina parece estar implicada en diversas funciones cere-
brales. Asi, pronto se sugirié que actuaba en el control del ciclo
vigilia-sueiio (Jbuvet y Delorme, 1965; Jouvet, 1967); en la regulacidn
de la temperatura corporal (Chase y Murphy, 1973); en el control de
los patrones de comportamiento, especialmente los relacionados con la
agresividad (Sheard, 1969; Di Chiari y col, 1971) y la sexualidad
(Hoyland y col., 1870); en la percepcién del dolor (Tenen, 1967;
Samanin y col., 1970); en el control de funciones neuroendocrinas
tales como la liberacién de hormona luteinizante (Schneider y MqCann,
1970) o en la de hormona adrenocorticotrépica (Krieger y Krieger,
1970; Azmitia y col., 1970). Finalmente, los niveles cerebrales de
serotonina se vén alterados en patologias tales como la fenilcetonuria
(Jequier, 1968); el sindrome de Down (Boullin and O’Brien, 1971), 1la
migrafia (Curzon y col, 1968; Anthony, 1968), o el Parkinson (Poirer vy

col., 1968; Johansson y Roose, 1967) por citar algunas de las més



relevantes.

Los priméfés trabajos sobre la serotonina realizados en el icerebro
de mamiferos demostraron que esta sustancia estaba desigualmente
distribuida (Amin y col., 1954; Bogdanski y col., 1857). El primer
mapa de cuerpos celulares serotoninérgicos se debe a Dahlstrom y Fuxe
(1864). Estos autores describieron la existencia de nueve grupos de
cuerpos celulares, numersdos Bl a B9, la mayoria de los cuales estaban
dentro de los llamados "nicleos del rafe”.

La serotonina se forma a partir del triptéfano en una reaccién de
dos pasos en la cual este aminodcido es convertido en L-hidroxitripté-
fano (5-HTP) por la enzima triptéfanc hidroxilasa (TPH; EC 1.14.16.4).
El 5-hidroxitriptéfano es descarboxilado hasta 5-hidroxitriptamina
(serotonina)’ por la enzima L-aminodcido aromatico descarboxilasa (EC
4.1.1.28). La degradacién de la serotonina se produce por la accién
de la enzima monoamino oxidasa A (Yang y Neff, 1874)(MAO A; EC
1.4.3.4), que cataliza su desaminacién hasta 5-hidroxiindolacetaldehi-
;do (5-HIA). Posteriormente, la aldehido deshidrogenasa cataliza la
formacién de dcido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), el metabolito
principal de la serotonina. E1 5-HIAA se elimina por conjugacién. La
serotonina tiepe una via de degradacidén secundaria a partir del 5-HIA,
que se metaboiiza hasta 5-hidroxitriptofol (5-HTOH) por accidén de 1la
enzima aldehido reductasa. La figura 1 muestra un esquems de esta via
metabdlica.

La reaccién inicial de hidroxilacién utiliza dos  sustratos,
L~triptéfano (L—TRP) y oxigeno molecular, asi como un factor pterinico
reducido, que se cree es L-eritrotetrahidrobiopterina. En esta reac-
cidén, un atomo de oxigeno molecular se utiliza en la 5-hidroxilacién

del triptéfano mientras que el otro es reducido hasta agua. Los elec-



trones son donados por el cofactor tetrahidrobiopterinico, y la dihi-
drobiopterina quinoide inestable que se forma es inmediatamente regen-
erada a la forma tetrahidrobiopterinica por la dihidropteridina reduc-
tasa (Kaufman, 1974; Kaufman and Fisher, 1974; Kaufman, 1977a). Por
cada mol de tetrahidrobiopterina que se oxida, se forma un mol de
5-hidroxitriptéfano, que finalmente serd convertido en 5-hidroxitrip-
tamina.

La L-a-aminodcido aromdtico descarboxilasa (L-AADC; EC 4.1.1.22) es
una enzima piridoxal-5"-fosfato dependiente que se encuentra en las
neuronas serotoninérgicas, donde transforma 5-hidroxitriptéfano en
5~hidroxitriptamina, y en las catecolaminérgicas, donde el paso cata-
lizado es la transformacién de 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) en
dopamina (Sourkes, 1977). Sin embargo, se requieren unas condiciones
muy diferentes de pH, concentracién de sustrato y de cofactor para la
actividad 6ptima de cada una de estas dos reacciones (Sims y col.,
1973). E1 5-hidroxitriptéfano es el sustrato que se descarboxila
preferentemente en la neurona serotoninérgica ya que la afinidad de la
enzima por esté aminodcido es al menos dos dOrdenes de msgnitud mayor
gue la gue posee por elrtriptéfano (Ichiyama y col., 1870). La ac-
tividad aminodcido aromatico descarboxilasa estd presente en los
extractos de cerebro en mayor cantidad que la actividad triptdfano
hidroxilasa (Ichiyama y col., 1968). Esta es la razén por la que se
considera a la reaccién de hidroxilacién como el paso limitante de la
sintesis de serotonina. E1 hecho de que el 5-hidroxitriptéfano sélo se
encuentre en el Qerebro en trazas (Tappaz y Pujol, 1980), indica que
esta sustancia ée descarboxila rdpidamente , lo que también sugiere

que sea la hidroxilacidén del triptéfano el paso limitante en la forma-



,
cién de serotonina.

La monoamino oxidasa (MAO; EC 1.4.3.4) es una enzima flavin depen-
diente de amplia distribuecién en los tejidos de mamiferos. Se distin-
guen dos tipos de actividad MAO, llamadas A y B. La enzima se distri-
buye heterogéneamente en el cerebro. Se asume que la MAO A es intra-
neuronal y que la MAO B es glial (Jarrot e Iversen, 1971; Yu, 1988).
La serotonina parece ser catalizada por la MAO A (Yang y Neff, 1974;
Yu, 1886).

La realizacidén de un estudio profundo sobre la regulacidén de esta
ruta se ve dificultado por la extrema labilidad de 1la triptéfano
hidro-xilasa y por la pequefia actividad que exhibe. Adem&s. la activi-
dad hidroxilasa que se obtiene tras la preparacién de sobrenadantes de
baja velocidad, se ve alterada por una diversidad de factores que
incluyen fosfolipidos, detergentes, tripsina y condiciones del medio
fosforilanteé. Estos problemas pueden soslayarse en parte mediante el
empleo de técnicas que permiten la medida de la formacidén de serotoni-
ﬁa in vivo. Estas técnicas consisten fundamentalmente en a) la medida
de la acumulacién de serotonina a lo largo del tiempo tras el usoc de
una sustancia bloqueante de su degradacidén; b) la medida de la acumu-
lacién de 5-hidroxitriptéfano tras el uso de un agente blogueante de
su descarboxilacién hasta serotonina y c¢) el uso de triptéfano marcado
radioactivamente, lo cual permite seguir la dindmica de un pulso de
"este saminodcido previamente administrado. Los dos primeros métodos
implican la aplicacién de drogas que pueden tener efectos no deseados
en principio. éor ejemplo, el uso de ciertos inhibidores de la activi-
dad monoamino oxidasa incrementa los niveles cerebrales‘de triptdfano
v perturba algunos procesos gue son‘objeto de estudio. La estimacidn

de la tasa de sintesis de serotonina mediante el uso de estos compues-—
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tos debe realizarse en periodos de tiempo cortos tras la administra-
cién de estas drogas. Por otra parte, la acumulacién de serotonina
puede afectar a la sintesis de nuevas moléculas de esta amina, lo que
conduciria a una estimacién falsa de su tasa de sintesis, al menos en
algunas areas cerebrales (Carlsson y Lindgvist, 1973; Tappaz y Pujol,
1980). Los inhibidores de descarboxilasa que se emplean en los estudi-
os in vivo, prodﬁcen una pequefia elevacién de los niveles de triptéfa-
no en cerebro (Carlsson y Lindgvist, 1973), y pueden inhibir a otras
enzimas que se éncuentran implicadas en el metabolismo de aminoacidos
(Wurtman, 1874). Ademss, la acumulacidn de 5-HTP que se produciria
tras el blogqueo de la descarboxilasa podria llegar a inhibir la ac-
tividad triptéfano hidroxilasa, deteniéndose la sintesis de nuevas
moléculas de 5-HTP. Sin embargo Carlsson (1874), observd que la acumu-
lacién de 5—HTP tras el blogueo de la descarboxilasa es lineal durante
45 minutos, y que el 5-HTP no se pierde por difusién durante este
tiempo. Por otra parte, el empleo de triptéfano marcado radioactiva-
mente tiene algunos inconvenientes in vivo; el método resulta caro
debido a la alta actividad especifica requerida en los ensayos. Por
otra parte las variaciones regionales en la concentracidén de triptéfa-
no endégeno (Neckers vy col., 1977) hacen preciso un ajuste de la
actividad especifica en cada una de las dreas cerebrales objeto de
estudio.

Un hecho que llama la atencién de la sintesis de la serotonina es
la baja tasa de conversién de triptéfano a 5-hidroxitriptéfano in vivo
en comparacidén con la actividad triiptéfano hidroxilasa que se regis-
tra in vitro en condiciones saturantes de sustrato y cofactor. Esta

diferencia es superior a los dos érdenes de magnitud en el rafe dorsal
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(Meek y Neckers, 1975; Meek y Lofstrandh, 1978),110 cual indica que en
las neuronas serotoninérgicas la actividad triptéfano hidroxilésa esté
fuertemente restringida. Los factores responsables de la regulacidn de
la actividad triptéfano hidroxilasa in vivo no se conocen completa-
mente, aunque algunos ya han sido identificados. Por ejemplo, se sabe
que los niveles de triptéfano en el cerebro no son saturantes para la
triptéfano _hidroxilasa (Boadle-Biber, 1982), v esto presumiblemente
tiene un pspel importante en la determinacidén de la tasa de sintesis
de la serotonina in vivo. Por otra parte, no se conoce hasta que punto
las concentraciones de oxigeno o de cofactor controlan la sintesis de
serotonina, bero esto puede ser igualmente de coﬁsiderable importan-
cia. Es posible que las propiedades cinéticas de la triptéfano hidro-
xilasa puedan modularse in vivo, lo que proporcionaria un mecanismo
muy riapido y sensible para el control de la tasa de sintesis de sero-
tonina en presencia de concentraciones limitantes de sustrato y cofac-
tor.

La serotonina se almacena principalmente en vesiculas sindpticas
donde es pfotegida de la deaminacién catalizada por 1la monoamino
oxidasa. La observacién de que la serotonina se libera mediante un
mecanismo de exocitosis requiere la existencia de una forma de almace-
namiento en vesiculas. Sin embargo, se ha observado una cierta hete-
rogeneidad en los compartimentos intraneuronales de serotonina. Asi,
se ha observado que la serotonina recién sintetizada es preferente-
mente liberada durante la despolarizacién, lo que sugiere la existen-
cia de un gran compartimento intraneuronal de serot&nina que es rela-
tivamente estable y poco utilizable para su liberacién (Shields vy
Eccleston, 1973; Elks, y col., 1979b). En la identificacién de estos

dos compartimentos se han utilizado varios términos, siendo quizas los



mas comunes los de "funcional” y "de reserva', referiAOS al pequeiio ¥y
de rédpida liberacién, y al grande y relativamente estable, respectiva-
mente. Se ha sugerido también la existencia de un almacén extravesicu-
lar soluble de sérotonina, aunque se acepta de forma general que toda
si no la mayor parte de la serotonina intraneuronal se encuentra en

forma vesiculada.

1.1.2. CATECOLAMINAS
El término catecolaminas se refiere genéricamente a los compuestos
orgénicos que contienen un grupo catecol (un anillo benceno con dos
sustituyentes hidroxilo adyacentes) y un grupo amino. En la préactica,
el término catecolaminas hace referencia a la dopamina, la noradrena-
lina y la adrenalina. Los primeros estudios fisiolégicos sobre la
accién de las catecolaminas se remontan hasta el afio 1839, cuando
Lewandowsky observé que la administracién de adrenalina imitaba los
efectos de la estimulacién del sistema simpdtico, sugiriéndo que era
esta sustancia o alguno de sus precursores la gue se liberaba cuando
este sistemaz era estimulado. La dopamina fue la primera de estas
sustancias sintetizada artificialmente (Barger y Ewins, 1910) en un
esfuerzo por relacionar la estructura quimica con los efectos fisiold-
gicos de estos compuestos parecidos a la adrenalina. Posteriormente se
sintetizé el precursor de la dopamina, la 3,4—dihidrdxifenilalanina
(L-DOPA)(Furk, 1911), sugiriéndose que la adrenalina se formaba in
vivo a partir deveste aminoacido. |
Las pruebas definitivas de la transmisién quimica fueron obtenidas
por Loewi (1921, 1922). Este autor demostré la liberacién de una

sustancia cardioinhibidora tras la estimulacién del nervio vago, y de
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una sustancia excitadora (simpatina) tras la estiﬁulacién del simpati-
co. Mas tarde‘se;observé la liberscidn por parte de fibras postgangli-
onares simpaticas de una sustancia parecida a la adrenalina (Cannon vy
Rosenblueth, 1837). Bacg (1934, 1938) considerd a la noradrenalina
como uno de los posibles candidatos para actuar como transmisor en los
nervios postganglionares simpaticos. Esta hip6tesis fue posteriormente
demostrada (Euler, 1948; Bacqg y Fischer, 1847; Euler, 1948). La
desigual distribucién de la noradrenalina dentro del cerebro (Vogt,
1954) apoydé la ides de que esta sustancia podria actuar como neuro-
transmisor en el sistema nervioso central.

La presencia de la dopamina en el cerebro fue discutida por Montagu
(1957) y Weil-Malherbe y Bone (1957), y definitivamente demostrada por
Carlsson y Waldeck (1958). Diferentes trabajos llevaron a la conclu-
sién de que la dopamina podia estar actuando como neurotransmisor en
el sistema nervioso central, independientemente de su papel como
precursor de la noradrenalina (Carlsson y Waldeck, 1958; Bertler y
Rosengren, 1959a,b).

La via sintética de las catecolaminas, qQue en sus primeros pasos
tiene una gran similitud con la de las indolaminas, comienza en el
aminoscido irosina. Inicialmente, la tirosina es transformada en
(L-DOPA) por la accién de la enzima tirosina hidroxilasa (TH; EC
1.14.16.2). Posteriormente, la L-DOPA se descarboxila, transforméndose
en dopamina. Esta reaccién de descarboxilacién es catalizada por la
enzima L-aminodcido aromitico descarboxilasa. La tirosina hidroxilasa
requiere oxigeno molecular y un cofactor pterinico reducido, Qque es
una tetrahidrobiopterina. En la reaccién, uno de los dtomos de oxigeno
es utilizado en la hidroxilacién de la tirosina, mientras que el otro

es reducido hasta agua. Los electrones necesarios son donados por el
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cofactor tetrahidrobiopterinico que se oxida, siendo inmediatamente
regenerado hasta su forma reducida mediante una reaccién catalizada
por la dihidropteridina reductassa. Por cada mol de tetrahidrobiopteri-
na que se oxida, se forma un mol de dihidroxifenilalanina, , que seréa
finalmente convertido en dopamina.

Las propiedades cataliticas de la tirosina hidroxilasa varian
considerablemente dependiendo de una serie de factores que incluyen
entre otros las condiciones de extraccidon de la enzima, las condi-
ciones de ensayo y los tipos y concentraciones de cofactor utilizado
(Joh vy col., 18868). Es dificil obtener tirosina hidroxilasa de alta
pureza, ya que la enzima presenta un cierto grado de inestabilidad vy
una gran tendencia a agregarse con otras proteinas. La tirosina hi~
droxilasa parece ser la enzima limitante de la ruta sintética de las
catecolaminas (Levitt vy col., 1965). Esta enzima esta regulada me
diante dos tipos de mecanismos: uno a corto plazo, modificando la
actividad de moléculas de enzima ya existentes, fundamentalmente
mediante fosforilacién (Atkinson y col., 1987), y otro a largo plazo,
mediante un control a nivel transcripcional y traduccional (Lewis ¥
col., 1987) vy de 1a'degfadacién de la enzima existente.

La degradacién de la dopamina se realiza fundamentalmente a traves
de dos enzimas: la monoamino oxidasa tipo B (MAO B) (Yu, 1986) y 1la
catecol orto metil transferasa (COMT). La DA puede seguir dos rutas de
degradacién. Si es metabolizada por la MAO, se forma 3,4-dihidroxife-
nilacetaldehido (DHFA), que es rapidamente transformado en 4&cido
3,4~dihidroxifehilacético (DOPAC) por la enzima aldehido deshidrogena-
sa. Posteriormente, la accién de la COMT produce dcido homovanillico

(HVA). En la segunda ruta, la DA es metsbolizada por la COMT, produci-
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éndose 3-metoxitiramina (3-MT). Sobre este metabﬁlito'actua la MAO,
con la formacidén de 3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHFA), que es
rapidamente oxidado hasta dcido homovanillico. La figura 2 muestra un
esquema de esta ruta metabdlica.

La catecol orto metil transferasa (COMT, EC 2.1.1.8) es la enzima
que cataliza la transferencia de grupos metilo a grupos catecoles vy
sus derivados en presencia de S-adenosilmetionina (SAM), requiriendo
cationes divalentes. Esta enzima se ha descrito en varias =zonas del
cerebro (Park,v1988). La COMT existe en dos formas enzimaticas, una
soluble (S-COMT) y otra unida a membranas (MB-COMT) (Roth, 1980;
Rivett y col., 1983a; Jeffrey y Roth, 1985). En humanos, la afinidad
de 1la MB-COMT por las catecolaminas es alrededor de 100 veces mayor
gue la de la S-COMT (Rivett y col., 1982). Se ha sugerido que la
S-COMT se encuentra principalmente en la glia, mientras que 1la
MB-COMT se encuentra en las neuronas (Rivett y col., 1983a,b; Kaakola
y col., 1987).

La DA est4d directamente relacionada con el control motor a nivel de
la via nigroestriada (buscar citas, Carlsson,1953). Es fundamental la
relacién de 1la dopamina con la enfermedad de Parkinson, ya que los
pacientes afectados por este mal muestran unas bajas concentraciones
de dopamina en la sustancia negra y en el nacleo estriado, ademas de
padecer una degeneracién de la via nigroestriada (Ehringer y Hornykie—
wicz, 1980; Jellinger, 1988). A parte de su intervencién en funciones
motoras, la dopamina parece tener una cierto participacién en un
sistema endégeno de supresién del dolor (Baumeister, 1988), en la
termoregulacién (Lagerspetz y col., 1874; Brown y col., 1982; Hajds vy
col., 1988) v en la regulacidn de 1a ingestién de alimentos y de las

funciones gastrointestinales (Calisher y Avery, 1984; Savante y col.,
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1885).

La noradrenalina se forma a partir de la dopamina por la accién de
la enzima dopamina-B-hidroxilasa, caracteristica de las neuronas adre-
nérgicas y noradrenérgicas. La degrsdacion de la noradrenalina es 1la
mds compleja de las monoaminas estudiadas por nosotros. Si el primer
paso de degradacidn es catalizado por la COMT, se produce normetane-
frina (NMN). La accién de la MAO A (Yang y Neff, 1974) sobre 1la NMN
produce el aldehido del &cido 3-metoxi-4-hidroximandélico (AAMHM).
Este compuesto puede metabolizarse a través de la aldehido reductasa,
dando 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), o a través de la aldehido
deshidrogehasa, dando dcido vanillilmandélico (VMA). Si el primer paso
de degradacidén de la noradrenalina es cataliazdo por la MAO, se pro-
duce el aldehido del dcido 3,4-dihidroximandélico (AADM). Este compu-
esto puede metabolizarse a través de la aldehido reductasa, dando
3,4-dihidroxifenilglicol: (DHPG), o a través de la aldehido deshidroge-
nasa, dando écido 3,4-dihidromandélico (ADM). La accién de la COMT
sobre estos dos Gltimos compuestos (DHPG y ADM) produce nuevamente
MHPG y VMA, que son conjugados como sulfatos y glucuronatos y elimina-
dos por la oriné. La figura 3 muestra un resumen de esta via metabdli-
ca.

La NA parece estar implicada en las regulacidn de varias funciones
importante, tales como la presién sanguinea, el suefio, las emociones y
la memoria. También se ha especulado sobre la participacidon de la NA
en las depresiones maniacas, fundamentalmente en relacién con la 5-HT.
Aungue 1la hiperactividad dopaminérgica es la hipétesis mas aceptada
para explicar ° la esquizofrenia (Van Rossum, 1967; Meltzer y Stahl,
1976; Seeman, 1987), se propone también la participacion de la NA en

este transtorno (Hornykiewicz, 1982).
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La dopamina-B-hidroxilasa (DBH, EC 1.14.17.1) cataliza 1la traqsf;‘z
macidén de dopamina en noradrenalina, usando como sustratos dopamina y
oxigeno molecular, y dcido ascérbico como donador de electrones. La
DBH se localiza en las vesiculas de las terminales de neuronas adre-
nérgicas y noradrenérgicas del cerebro (Nagatsu, 1986). Los cuerpos de
estas neuronas noradrenérgicas estsn localizados en el locus coeru-
leus.

A pesar de 1las similitudes bioguimicas y estructurales de los
sistemas serotoninérgico y catecolaminérgico, estos dos tipos de
neuronas tienden a ser antagdnicas. Asi, la noradrenalina inhibe 1la
liberacién de serotonina inducida eléctricamente en slices de cerebro
(Gothert y Huth, 1880). Los efectos motores mediados por terminales
dopaminérgicas en el estriado y en el nicleo accumbens se ven reduci-
dos por la actividad serotoninérgica (Carter y Pycock, 1978). Asi,
algunos autores han encontrado proyecciones serotoninérgicas en el
locus coeruleus (lLéger y Descarries, 1978; Léger y col., 1979). Estas
proyecciones serotoninérgicas parecen estar implicadés en el control
de la actividad TH (Renaud y col., 1975; Pujol y col., 1978). Teniendo
en cuenta que la TH es la enzima limitante de la sintesis de catecola-
minas, se ha propuesto que el papel funcional de la 5-HT en el locus
coeruleus es ejercer un control transneuronal especifico sobre la TH
(McRae-Degueurce y col., 1982) y por tanto, un control efectivo sobre
la neurotransmisién noradrenérgica. Por otra parte, los nlcleos del
rafe reciben aferentes noradrenérgicas del locus coeruleus (Jones vy
Moore, 1977; Baraban v Aghajanian, 1981), y aferentes dopaminérgicas
de la substantia nigra (Stern y col., 1879). Desde el momento en que
hay terminales serotoninérgicas en ei locus ceruleus y terminales

catecolaminérgicas en los nicleos del rafe, existe un amplio campo

17




para la interaccién fisiolégica de estos dos sistemas. Este antagonis-
mo resulta muy claro en el nicleo geniculado lateral de la rata. Alli,
la noradrenalina acelera la actividad expontanea, mientras que la
serotonina enlentece el ritmo de estas descargas (Rogawski y Aghaja-

nian, 1980b).

1.2. ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LA VIA VISUAL

La visién es, entre los sentidos clasicos, el que aporta al ser
humano una représentacién més completa del medio ambiente circundante.
Los estudios sobre la fisica y la 6ptica del ojo tienen siglos de
antiguedad, y han permitido comprender los mecanismos que concentran
la luz sobre- la retina. El proceso de fototransduccién es conocido
actualmente casi al detalle. Los trabajos de Hubel y Wiesel permitie-
ron entender como llegan hasta el cerebro las sefiales eléctricas
producidas por la retina. Estas sefiales tienen que Ser procesadas por
el cerebro para obtener una imagen coherente del entorno que le rodea.
El procesado de la informacién visual se realiza en unas estructuras
cerebrales que se agrupan bajo el término de via visual. La via visual
se subdivide en dos vias, llamadas via geniculada (que comprende el
nicleo geniculado lateral y la corteza visual), y via extrageniculada
(formada por el coliculo superior y el talamo posterior).

El nicleo geniculado lateral es la primera estructura que encuen-
tran los axones de las células ganglionares. El nicleo geniculado la-
teral se subdivide en una parte dorsal y una medial, separadas por un
plexo internﬁclear. Ambas partes reciben aferentes retinianas y corti-
cales, pero sélo la parte dorsal proyecta a la corteza visual. El
geniculado estd bordeado en su parte dorsolateral por el hipocampo ¥y

las fimbrias del hipocampo, y en su parte medial por una serie de
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nicleos taladmicos. El nicleo geniculado recibe afereﬁtes ipsi -y con-
tralaterales, siendo estas ultimas en la rata mucho més abundantes que
las primeras. Las proyecciones de las células ganglionares sobre el
nicleo geniculado muestran una organizacidén retinotdpica. La parte
dorsal del geniculado de la rata muestra unos esbozos elementales de
la organizacién laminar propia de animales superiores. La segunda
aferencia al niicleo geniculado en orden de importancia procede de 1la
corteza visual (Goodman y Horel, 19686; Montero y Guillery, 1968). Los
axones de esta:proyeccién surgen de las células piramidales medianas y
pequeiias de las capas 5 y 6 del drea 17. La eferencia principal del
nacleo genicﬁlado alcanza a 1la corteza visual. Hay también proyec-
ciones al coliculo superior que terminan principalmente en el tercio
medial del estrato 6ptico. Dentro del mnicleo geniculado pueden
distinguirse dos tipos de neuronas: aguellas cuyos axones se extienden
fuera de los limites del nicleo y que se conocen como neuronas de
proyeccidén, y aqﬁellas cuyos axones hacen sinapsis dentro de los
limites del nicleo, llamadas neuronas intrinsecas o interneuronas.

La otra estructura que forma parte de la via geniculada es la
corteza visual, que en la rata esta situada en el tercio posterior de
la superficie dorsal de los hemisferios cerebrales. La CV estd com-
puesta por seis capas, denominadas desde la superficie hacia el inte-
rior de la estructura como capa plexiforme, granular externa, de
células piramidales medianas, granular interna, de células piramidales
grandes, y de células poliédricas (Krieg, 1946). La corteza visual
recibe'aferentes de dos fuentes fundamentales: las neuronas de proyec-—
cién del nicleo geniculado, y las fibras comisurales del cortex es-

triado contralateral. Existen ademds otras aferentes procedentes de la
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retina. De la corteza visual parten dos tipos de eferentes, llamadas
fibras de asociacidn y fibras extracorticales de proyeccién. Las
fibras de asociacidn conectan entre si dreas de: la corteza visual
(dreas 17, 18 y 18 A), en tanto que las fibras extracorticales proyec—
tan sobre el talamo, el subtdlamo, la regidén pretectal y el coliculo
superior. En la corteza visual pueden distinguirse dos tipos de célu-
las, llamadas piramidales y no piramidales.

El coliculo superior estd situado en la superficie dorsal del
mesencéfalo, en un area llamada "tectum"”, en posicién posterior a los
coliculos inferiores, que estén implicados fundamentalmente en fun-
ciones auditivas. El coliculo se divide en sietes capas (Langer vy
Lond, 1974). Las capas superficiales, poco desarrolladas en la rata,
estdn intimamente asociadas con los centros visuales primarios, vy
estdn inervadas por saxones procedentes fundamentalmente de tres
fuentes: las vproyeociones retinianas ipsi y contralaterales, y las
proyecciones de 1la corteza visual ipsilateral. Las aferentes reti-
’nianas superan considerablemente en nimero a las corticales, siendo
las proyecciones retinianas contralaterales mds abundantes que las
ipsilaterales. La parte medial del coliculo superior también recibe
aferentes de una zona del nicleo geniculado que no proyecta a la
corteza visual. En el coliculo, las eferentes del geniculado se sola-
pan con las proyecciones procedentes de las dreas estriada y prees-
triada del neocortex. Existe una correspondencia entre las proyeciones
retinianas y las corticales en el coliculo superior. La retina proyec-
ta sobre la corteza visual de tal manera que las areas corticales que
reciben unas aferentes retinianas concretas proyectan precisamente
sobre 1las =zonas del coliculo superior que reciben proyecciones de

estas mismas areas retinisnas. Las principales eferencias de las capas
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superficiales del coliculo superior se dirigen hacia el tdlamo y hacia
“las capas profundas del propio coliculo superior. Estas capas profun-
das‘ forman conexiones eferentes con dreas del tronco cerebral y con
regiones.delxtélamo posterior.

El tadlamo es un centro de integracién y relevo para la transmisidn
de la informacién sensoriomotora hacia la corteza cerebral (Jones,
1885). El talamo posterior recibe proyecciones aferentes del coliculo
superior (Altman y Carpenter, 1961; Donnelly y col., 1983), el pretec-
tum (Berman, 1977; Thompson y Robertson, 1980), 1la corteza visual
(Kawamura. vy col., 1974; Updyke, 1977), la retina (Berman, 1977) y el
cerebelo (Itoh y col., 1979). E1 tilamo desempeiia un papel importante
en la via visual extrageniculada. Este nicleo participa en la integra-
cidn de ciertos movimientos oculares (Crommelick y col., 1977).

Las diferentes estructuras de la via visual estdn interconectadas
de una forma basfante compleja, y muestran una clara organizacion
retinotépica, lo que significa que en cada una de estas estructuras
existe una proyeccidén topolégicamente equivalente de la retina.

La extensa iﬁervacién serotoninérgica presente en el cerebro parte
de los llamados '"niacleos del rafe”. El primer maspa de cuerpos celu-
lares serotoninérgicos se debe a Dahlstrom y Fuxe (1964). Estos au-
tores describieron la existencia de nueve grupos celulares, numerados
Bl a B9, la mayoria de los cuales estaban situados dentro de los ya
mencionados mnicleos del rafe. Las aferencias serotoninérgicas de las
estructuras de la via visual proceden de diferentes nicleos del rafe.
Asi, el coliculo superior y el tdlamo reciben sus aferencias del grupo
B3, 1llamado nicleo magno del rafe, y del grupo B5, 1llamado nuacleo

pontis del rafe. El ndcleo geniculado lateral recibe aferentes del
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grupo B7, en tanto que la corteza visual las reciﬁe de_los grupos B5 y
B7. .

La inérvgcién dopaminérgica tiene su origen fundamentalmente en el
grupo A9, que se corresponde fundamemntalmente con la substantia
nigra, y en el grupo Al0, correspondiente fundamentalmente al &rea
tegmental wventral. El grupo A8, situado caudalmente con respecto al
A9, también contribuye a esta inervacién dopaminérgica.

La inervacidn noradrenérgica aferente a las estructuras de la via

visual procede del locus coeruleus (Swanson y Hartman, 1875).

1.3. ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento estd asociado con cambios fisiolégicos tales como
el acortamiehto del periodo de suefio, disminucién de la actividad
motors, alteraciones en la funcién endocrina, pérdida de agudeza
mental y deterioro de los érganos sensoriales periféricos, entre ellos
un deterioro de la funcidén visual. Una aproximacidén al estudio de los
d?ficits funcionales caracteristicos del envejecimiento ha consistido
en la medida de los indices de sistemas neurotransmisores especificos,
lo que ha permitido estsblecer la pérdida de ciertos tipos especificos
de neuronas en'enfermedades como el Parkinson o el Huntington. Existe
una amplia literatura sobre los cambios en los indices de neurotrans-
misores durante el periodo postnatal; muchos de estos indices muestran
cambios répidos coincidiendo con el desarrollo de las conexiones
sindpticas (Haﬁtori and McGeer, 1973). La disminucién de los indices
de ciertos neurotransmisores puede reflejar la pérdida de neuronas o
una reduccién en el nimero y la funcién de las sinapsis. La mayor

parte de la informacién disponible sobre los efectos funcionales del

22



envejeci@iento¥ hace referencia a los niveles de los propios “neuro-
transmisores‘yré las actividades de sus enzimas de sintesis y degrada-
cién. El estudio de las enzimas sintéticas es especialmente util ya
que actuan como marcadores de tipos celulares concretos, y son un buen
indice de la integridad de las neuronas. Bertler y col., (1968) y
Carlsson y Winbland (1976) encontraron con la edad un descenso signi-
ficativo del contenido de dopamina en el caudado y en el putamen. Por
otra parte, Robinson y col. (1977) no encontraron una pérdida de
dopamina con el envejecimiento ni en el caudado, ni en la substantia
nigra ni en el globo pdalido. En su estudio, el contenido de noradrena-
lina del hipocampo y el hipotdlamo mostré una correlacién significati-
va negativa con.la edad, similar a la tendencia observada en todas las
dreas excepto en 1& substantia nigra (todo esto en humanos). En otras
especies animales, hay evidencias de que los niveles de DA y NA decre-
cen con la edad en ciertas dreas cerebrales. Asi, la dopamina muestra
bajadas del 25% en el neostriado, asi como cambios relacionados con la
edad en los niveles de DA y NA en el hipotdlamo (Finch, 1873a,b;
1975). Joseph y col. (1978) han observado caidas del 50% en los ni-
veles de DA en el estriado entre ratas adultas y viejas. Decrecimien-
tos relacionados con la edad se han observado también en en los ni-
veles de DA y NA y en su turnover en el hipotdlamo de rata (Simpkins y
col., 1977) y en los niveles de NA en el hipotdlamo y trpnco cerebral
de monos (Samorajski y Rolsten, 1973). Ritter y Pelzer (1973) han
mostrado que la pérdida de NA producids por el estrés es mas severa
en las ratas adultas que en las viejas, y sugieren un descenso en el
tamafio del compartimento funcional de NA con el envejecimiento, 1lo

cual puede tener importancia en el aumento de los desérdenes depresi-
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vos en humanos viejos.

Se han observado descensos de la actividad TH y AADC en
ciertas Areas cerebrales en algunas regiones cerebrales. Sin embargo,
hay areas en las que no existe una correlacién entre la actividad TH y
la edad, aunque parecen mostrar cierta tendencia a la bajada. Estas
areas son el hipocampo, el area septal, el tubéreulo olfatorio, el
globo péalido anterior, el hipotdlamo, la sustancia negra, el locus
coeruleus y el nicleo rojo (todo esto en humanos). En rata, se observa
un descenso de actividad TH en ciertas dreas (McGeer y col., 1971).
Sin embargo, existe una controversia en estas observaciones (Reis y
col., 1977). Asi, se observan aumentos de la actividad TH en torno al
184 en el hipotdlamo, mientras que estructuras tales como el locus
coerules, 1la substantia nigra y la corteza no muestran diferencias
significativas entre los animales jévenes y los viejos. Sin embargo,
los cambios en el turnover de un neurotransmisor no tienen por qué
estar acompaiiados por cambios en los niveles basales del mismo o de su
enzima de sintesis. Hay pocos estudios sobre el turnover de aminas
bidgenas en animales viejos en comparacién con los adultos. De los
escasos datos disponibles se deduce que la actividad de un determinado
tipo neuronal puede disminuir durante el envejecimiento en un &rea
cerebral concfeta mientras gque puede no estar afectédo en otra. En
general, parece que los sistemas colinérgicos y catecolaminérgicos
pierden actividad con el envejecimiento, en tanto que la situacidén de
los sistemas GABAérgicos y serotoninérgicos no es clara.

Los efectos del envejecimiento sobre el sistema serotoninérgico
han sido menos estudiados que sobre los sistemas catecolaminérgicos, y
los datos dispdnibles son mas contradictorios. Asi, Benetato y col.

(1967) han observado decrecimientos de los niveles de 5-HT en el
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hipotdlamo de rata y mono, en tanto que Simpkins y col. (1977) no
encontraron cambios de los niveles de 5-HT en esta estructura cuando
estudié animales adultos y viejos. De acuerdo con sus datos, el tur-
nover de 5-HT incrementé en los animales viejos. McNamara y col.
(1977) han observado una menor acumulacién de 5-HTP tras el tratamien-
to con NSD-1015 en los animales viejos que en los adultos.

De los traﬁajés consultados se desprende que no existe un patrén de
comportamienﬁo generalizable ni a todas las estructuras cerebrales ni
a todos los sistemas de neurotransmisores. Asi, es necesario tener en
cuenta la regidén estudiada y el sistema en concreto. Ademds, de los
diferentes datos disponibles puede extraserse la conclusién de que
muchas de las funciones fisiolégicas afectadas por el envejecimiento
no dependen de la actividad de un solo sistema neurotransmisor, sino
mas bien del balance entre diferentes sistemas en un‘ drea cerebral
dada. A pesar de la escasez de datos disponibles, se observa clara-
mente la alteracidn dependiente de la edad de la capacidad de respues-
ta de los viejos hacia tratamientos con drogas (Bender, 1870; Kent,
1976; Beck, 1978). Todas estas observaciones implican que el proceso
del envejecimiento puedé ser mejorado mediante el uso de sustancias
que alteren el metabolismo de los neurotransmisores (Cotzias y col.,
1977; Samorajski, 1977). Sin embargo, el problema real del envejeci—
miento permanecerd sin solucién hasta que no sepamos por qué algunos
grupos celulares - concretos se muestran tan sensibles al deterioro

inducido por el envejecimiento.
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1.4. ASPECTOS TEORICOS DE LAS MEDIDAS DE TURNOVER .

El comportaniento dindmico de una sustancia se estudia dentro de un
sistema. Los estudios in vivo en el sistema nervioso asumen que estos
sistemas son abiertos, lo que significa que existen unos precursores
que entran en el sistema v unos metabolitos que 1lo sabandonan. El
comportamiento de una sustancia dentro de un sistema no tiene por qué
ser necesariamente uniforme, y el sistema puede contener uno o varios
compartimentos para esa sustancia. El compartimento se define como una
cantidad de sustancia que tiene una cinética de transformacién distin-
guible de la de otra sustancia, siendo ademds uniforme. Los limites de
un compartimento no tienen que coincidir necesariamente con fronteras
morfoldégicas, por lo cual una cierta estructura puede contener varios
compartimentos, y un compartimento abarcar mds de una estructura. El
tamafic de un compartimento viene dado habitualmente en unidades de
masa. Se asume generalmente que los sistemas y sus compartimentos
estan es -eétado estacionario, es decir, que la tasa de entrada es
igual a la tasa de salidé. Asi, la tasa de entrada de una sustancia es
igual a su tasa de turnover (renovacién). El término turnover indica
en sentido cualitativo el proceso de transferencia de las sustancias
entre compartimentos. El término tasa de turnover denota aspectos
cuantitativos, y virene expressdo como unidad de masa partido por
unidad de tiempo. El término tasa fraccional de turnover se usa parsa
expresar la velocidad de entrada o salida de una sustancia en un
compartimento, pero en relacién altamaiio de dicho compartimento. Las
unidades de la tasa fraccional son tiempo_l.

Los estudios del turnover de una sustancia pueden llevarse a cabo

siguiendo dos métodos: en condiciones de estado estacionario, y en
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condiciones alejadas del mismo. En el primer caso; los compartimentos
se estudian mediante el uso de marcadores, que son formas de la sus-
tancia objeto‘de.estudio marcadas mediante un isétopo radioactive o no
radioactivo. El marcador ideal es aquel que los sistemas bioldégicos no
pueden distinguir de molécula original, y que puede emplearse en
concentraciones tan pequefias que el estado estacionario no se ve n los
estudios alejados del estado estacionario, se emplean drogas dgue
bloguean alguno de los pasos de transformacién o translocacidén de las
sustancias, o de alguno de sus precursores o productos. La droga ideal
produce un bloqueo'especifico de sélo uno de los procesos gue atafien a
la sustancia en estudio, sin producir ninglin tipo de interferencia con
otros procesos que puedsn afectar a la propia sustancia, a sus precur-
sores o a sus productos, ni a ningin otro proceso metabdlico que puede
afectar al deétino metab6lico de estas sustancias.

Nosotros hemos elegido este segundo procedimiento para la realiza-
cién de los estudios del turnover de monoaminas en la via visual. En
1a seccién siguiente (Material y Métodos) ofrecemos una relacién de

-las drogas utilizadas.
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Z2. MATERIAIL Y METODOS



2.1. ANIMALES

Todos los experimentos se llevaron a cabo usando ratas macho de la
raza Wistar nacidas en nuestro laboratorio. Las ratas se mantuvieron
en ciclos de 12 horas luz-12 horas oscuridsd, bajo condiciones apro-
piadas de temperatura y humedad, y con libre accesc al agua y la
comida (dieta de mantenimiento A.04 de Panlab S.L.). Los animales
utilizados se decapitaron entre las 10 v 11 a.m, y los cerebros se
extrajeron répidamente y se diseccionaron sobre hielo. Se extrajeron
las siguientes é4reas de la via visual: nGcleo geniculado lateral,
coteza visual (4reas 17 y 18), coliculo superior y tdalsmo posterior.
Todas las estructuras se congelaron inmediatamente en nitrégeno liqui-
do y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacidn. La figura 4 muestra

un esquems. de la situacidn de estas estructuras.

2.2. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Para los énélisis en HPLC se utilizaron los siguientes patrones:
L-triptéfanc (Trp), 5—hidroxi—L—tript6fano (5-HTP), 5-hidroxitriptami-
na (5-HT), dcido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA), L-B-3,4-dihidroxi-
fenilalanina (L-DOPA), dopamina (DA,3-hidroxitiramina), 3-metoxitira-
mina (3-MT), dcido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), dcido homovani-
llico (HVA, 4cido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético), L-noradrenalina
(NA), DL-normetanefrina (NMN) y 3—metoxi~4—hidroxifenilglicol (MHPG),
todos ellos de Sigma Chemical Co. (USA). También se utilizaron 4cido
etilendiaminotetrascético (EDTA, de Sigma Chemical Co.); dcido citri-
co, 4&acido férmico y dietilamina (Merck); &dcido octanosulfénico y

acetonitrilo (Scharlau). El1 sgua utilizada fue destilada, desionizada
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Fig - 1. Representacidn esquemdtica de las Areas
diseccionadas. A: diagrama de una vista dorsal del
cerebro de rata. La zona punteada representa la
regién extraida, correspondiente a la dreas 17 y 18
de la corteza cerebral de la rata. La linea discon-
tinua representa la localizacidén del esplenio del
cuerpo calloso. B: disgrama de una vista dorso-
lateral del mesencéfalo y diencéfalo de 1la rata
después de la eliminacidén de la corteza cerebral.
Las =zonas rayadas representan las estructuras
diseccionadas. Las lineas oblicuas corresponden a
los coliculos superiores; las lineas horizontales
muestran el nicleo geniculado lateral; las lineas
verticales representan el tédlamo posterior.
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y filtrada a través de filtros de 0,45 ym de didmetro de poro. -

En el estudio del turnover de aminas bidgenas se utilizaron las
siguientes drogas: m-hidroxibencilhidracina dihidroclorhidrico (NSD-
1015), (n-metil-n-2-propinilbencilamina) hidroclorhidrico (Pargilina)
y dcido (p-[dipropilsulfamoil] benzoico) (Probenecid), todas ellas de
Sigma Chemical Co.

En las medidas de enzimas se utilizaron los siguientes productos
v reactivos: 5-hidroxi—[G~3H]—triptamina creatinina sulfato
(13  Ci/mmol) y L-[5-SH]-triptéfano (30 Ci/mmol) de Amersham.
B—[etil-l—14CJ—feniletilamina hidroclorhidrico (56 nCi/mmol),
L—[anillo—3—5—3H]—tirosina (50 Ci/mmol) v agua tritiada (1 mCi/g) de
New England Nuclear. 2,5-difeniloxazol (PPO), B-feniletilamina hidro-
clorhidrico (B-PEA), Tris[hidroximetil]aminometano (Tris), DL-ditio-
treitol (DTT),'DL—S—metil—S,6,7,8—tetrahidropterina (6-MPHy), Norit
GSX y acetato sédico de Sigma Chemical Co. Acido ascérbico, 4cido
clorhidfioo, dcido perclérico, albumina, carbonato sédico, fosfato
s6dico potdsico y sulfato aménico ferroso de Merck. Otros solventes y
reactivos fueron de alto grado de pureza y se obtuvieron de provee-

dores habituales.

2.3. APARATOS

El equipo de>HPLC utilizado en la valoracién de las aminas bidge-
nas y sus metaboiitos en las diferentes estructuras cerebrales consis-
ti6 en una bomba Kontron 420, un detector electrogquimico (amperimetro
LC 4B de BAS), un integrador Hitachi D-2000 y columnas LiChroCART
125-4 (LiChrospher 100 RP 18 de 5 um de dismetro de particula) de
Merck. Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga

refrigerada Centrikon H-401 de Kontron y una microfuga Hettisch Mikro-

30



liter. La homogeneizacidn de las estructuras estudiadas se hizo en un
equipo Labsonic 1510 de Braun. Los contajes de material radioactivo se
realizaron en un equipo de centelleo liquido LS 1800 de Beckman. Las
medidas espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotémetro Pye

Unicam SP 1750 de Philips.

2.4. MEDIDA DE AMINAS BIOGENAS Y SUS METABOLITOS EN EL CEREBRO

Las diferentes estructuras cerebrales estudiadas se homogeneiza-
ron mediante sonicacién diluidas en &cido perclérico 0,1 M y bisulfito
sddico 1 mM. Las muestras se centrifugaron a 30000xg durante 15 minu-
tos a 4 ©°C, y los sobrenadantes se filtraron mediante rotacién a baja
velocidad (1000xg) a través de filtros de 0,2 ym de didmetro de poro.
Los filtrados resultantes (pH 1) se neutralizaron hasta alcanzar un pH
de 3,0 aproximadamente mediante la adicién de un 10% (v/v) de una
mezcla del tampdn de la fase mévil con NaOH 5N en una proporcién 3:1.
Las muestras asi neutralizadas se inyectaron mediante un inyector de
alta presién (Rheodine 7125-075) con un bucle de llenado de 20 ul.
Los andlisis se realizaron isocraticamente a temperatura ambiente y a
un flujo de 1 ml/min. El potencial del detector se mantuvo a +0,8 V.
La fase mévil se preparé de acuerdo con DiBussolo y col. (1983) con
modificaciones (disolucién acuosa de dcido férmico 100 mM, é&cido
citrico 1 mM, EDTA 0,1 mM, &cido octanosulfénico 0,35 mM, dietilamina
0,25% v/v y acetonitrilo 4,0% v/v, pH 3,1). La meécla de solventes se
filtré a través de filtros de 0,45 ym de didmetro de poro mediante
vacio, con 1lo que se eliminan pequefiss burbujas de aire que puedan
interferir en el andlisis. Las concentraciones de sustancias en el

cerebro se calcularon mediante el uso de curvas de calibracién obteni-
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das mediante la inyeccidn de patrones puros. Estos patrones se - prepa-
raron disueltos a razdn de 1 mg/ml en dcido perclérico 0,1 M y bisul-
fito s6dico 1 mM, y se conservaron a +4 °C hasta el momento de su
utilizacidén (méximo 2 meses). La correcta identificacidén de los dife-
rentes compuestos encontrados en los oromatogrqmas se llevé a cabo
medisnte el estudio de muestras cerebrales y soluciones de patrones a
diferentes potenciales de oxidacidn. Muestras y patrones mostraron un
comportamiento electroquimico similar, 1lo que permitié apoyar la
especificidad del método de ensayo. Los cambios postmorten en las
concentraciones de aminas bidgenas son despreciables dado el corto
intervalo de tiempo transcurrido entre el sacrificio del animal y la

congelacidén en nitrégeno liquido de las estructuras estudiadas.

2.5. DROGAS

En los estudios del turnover de las aminas biégenas y sus metabo-
litos se emplearon tres diferentes drogss: la 3-hidroxibenzilhidracina
(NSD-1015) se utilizé como inhibidor de la L-aminodcido aromético
descarboxilasa (AADC; EC 4.1.1.28) en dosis de 100 mg/kg; la (n-metil-

n-2-propinilbencilamina) hidroclorhidrico (Pargilina) se utilizé como

inhibidor de 1la monoamino oxidasa (MAO; EC 1.4.3.4) en dosis de
75 mg/Kg; el dcido (p-[dipropilsulfamoil] benzoico) (Probenecid) se
utilizé como inhibidor del sistema de transporte de metabolitos &cidos
en dosis de 250 mg/Kg. NSD-1015 y pargilina se disolvieron en NaCl
0,9%, en tanto que el probenecid se disolvié en acido fosférico S0 mM,
neutralizéndose la disolucién hasta pH fisiolégico con NaOH 0,5 N. Las

tres drogas se administraron mediante inyeccion intraperitoneal, y el

32



¢

volumen de inyeccién fue de 5 ml/Kg en todos los casos.

2.6. MEDIDA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL CEREBRO
2.6.1. TRIPTOFANO HIDROXILASA

El método usado para la determinacidon de la actividad Triptéfano
hidroxilasa fue el descrito por Beevers y col. (1983), con ligeras
modificaciones. Las muestras de tejido se homogeneizaron mediante
pulsos de ultrasonido en 4 volumenes de Tris-HC1l 50 mM con DIT 2mM, pH
7,6 a 4 °C. El homogeneizado se centrifugd a 40000xg durante 30
minutos a 4 °C. El sobrenadante se utilizd para la medida de activi-
dad. La mezcla de ensayo fue Tris-HC1 50 mM, DTT 15 mM, L-(5—3H)trip—
téfano 0,5 mM (1,5 pCi/pmol), 6-MPHy 0,5 mM en un volumen final de 200
1l que contenian aproximadamente 0,6 mg de proteina. La reaccidén se
inicidé mediante la adicidén del triptéfano. Los tubos se incubaron con
agitacién durante 30 minutos a 37 °C. Tras este periodo de incubacién
se afladieron a cada tubo 50 pl de dcido perclérico al B80%. A esto
siguié un ‘segundo periodo de incubacién de 20 minutos a 1la misma
temperatura. Terminado este, y tras permitir que los tubos alcanzasen
la temperatura ambiente, se afiadieron a cada tubo 250 pl de una sus-
pension de carbdn activo (Norit GSX, 50 mg/ml). Después de una centri-
fugacién a 12000xg durante 5 minutos a 4 °C, se extrajeron de cada
tubo 250 pl de sobrenadante que se afiadieron a miniviales para éon—
taje. Los miniviales contenian 5 ml de liquido de centeileo (600 ml de
xileno, 257 ml de tritén X-100, 106 ml de etanol, 37 ml de propilen-

glicol y 3 g/1 de PPO).

2.6.2. TIROSINA HIDROXILASA

La actividad Tirosina hidroxilasa fue medida segin el método de
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Levine vy col., (1984). Las muestras de tejido se homogeneizaron me-
diante pulsos de ultrasonido en 10 volimenes de tampén acetato sédico
0,5 M pH 6, con Tritén X-100 al 0,1% . E1 homogeneizado se centrifugd
a 40000xg durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para
la determinacién de la actividad. La mezcla de ensayo contenia tampén
fosfato 50 mM pH 6, acido ascérbico 1 mM, sulfato amdénico ferroso 2
mM, B-mercaptoetanol 40 mM, 6-MPHy; 1 mM y L—(3,5~3H)—tirosina 10 mM (2
mCi/mmol) en un volumen final de 200 ul que contenian aproximadamente
0,3 wg de proteina. La reaccidon se inicié mediante la adicién de la
tirosina. Despdés de una incubacién de 15 minutos a 37 9C, la reaccién
se detuvo por la adicién a cada tubo de 50 pl de carbonato sédico 3 M
(pH 11,6). La mezcla de reaccidn se afiadié a miniviales de centelleo
liquido que contenian 5 ml de liquido de centelleo (tolueno:alcohol
isocamilico 3:1, 4g/1 de PPO), sgiténdose vigorosamente antes de su

contaje.

2.6.3. MAD-A Y MAD-B

El método para la determinacién de la activided MAO se bas6 en los
descritos por Vaccari (1983) y Tipton (1885), con algunas modifica-
ciones. Las muestras de tejido se homogeneizaron mediante pulsos de
ultrasonido en 15 volumenes de tampén fosfato sédico potédsico pH _7,4,
y se centrifugaron a 1000xg durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante
se utiliz6 para la determinacién de la actividad. La mezcla de ensayo
contenia tampdén fosfato sédico 80 mM, pH 7,4, 5-HT 1,5 mM
(1 mCi/mmol) para la MAO-A y B-PEA 50 uM (0,5 mCi/mmol) para la MAO-B,
en un volumen final de 200 pl que contenian sproximadamente 0,2 mg de

proteina por tubo. La reaccidn se inicidé mediantée 1la adicién del
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sustrato. Los tubos se incubaron a 37 °C duraﬁte 30 minutos. La
reaccidén se detuvo por la adicidn de 125 pl de acido perclérico 3 N.
El producto de la reaccién se extrajo mediante la adicidén de solvente
de extraccion (benceno:etilacetato 1:1 para MAO-A y tolueno:etilaceta-
to 1:1 para MAO-B). La mezcla se centrifugé a 12000xg durante 5
minutos. Para su contaje, se afladieron alicuotas de 0,5 ml de la fase
orgdnica’ (sobrenadante) a miniviales de centelleo liquido que conte-
nian 5 ml de ligquido de centelleo (tolueno:tritén X-100 2:1, 5 g/1 de

PPO).

2.7. MEDIDA DE PROTEINAS
La cuantificacidon de la concentracidn de proteinas en los dife-
rentes extractos ensayados se hizo segin el método descrito por Lowry

y col. (1951).

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

Las pendientes de las rectas de regresién splicadas al turnover
se calcularon por el método de los minimos cuadrados. La comparacidn
entre dos medias se hizo mediante el test t de Student. Las compara-
ciones entre varias medias simulténeamente se hizo mediante andlisis
de 1la varianza (ANOVA) seguido del test t de Tukey (Steel y col.,

1880).
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3. RESULTADOS



¥ 3.1. VIA GENICULADA
3.1.1. GENICULADO LATERAL
3.1.1.1. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXTLASA
La actividad Tirosina hidroxilasa aumenta durante el desarrollo
postnatal, con incrementos significativos entre los dias 15 y 30

(38,3%, p< 0,05) vy los dias 30 y 90 (26,4%, p< 0,05; fig. 5 A).

3.1.1.2. ACTIVIDAD TRIPTOFANO HIDROXILASA

La actividad Triptéfano hidroxilasa no muestra un aumento global
durante el desarrollo, observéandose un descenso de actividad entre los
dias 30 y 90 (-32,1%, p< 0,01), y un aumento entre los dias 80 y 180
(49,4%, p< 0,01; fig. 6 A).

3.1.1.3. ACTIVIDADES MAO A, MAD B Y RAZON MAO A/MAO B

La actividad MAO A se mantiene sin cambios significativos durante
los primeros 90 dias de desarrollo postnatal. Desde este momento, se
observa un decrecimiento de la actividad, con descensos significativos
entre los dias 90 y 180 (-26,4%, p< 0,01), v entre el dia 180 y los 2
aflos de edad (-15,0%, p< 0,01; fig. 7 A).

La actividad MAO B se mantiene sin cambios significativos dursnte
los primeros 80 dias de desarrollo postnatél, observandose un aumento
significativo entre los dias 90 y 180 (37,4%, p< 0,01), y entre este
altimo punto y los 2 afios de edad (24,0%, p< 0,01; fig. 8 A).

La razdn MAO A/MAO B se mantiene sin cambios significativos entre
los dias 15 y 90. A partir del dia 80, la razdén disminuye hasta los 2

afios, con descensos significativos entre los dias 90 y 180 (-45,6%,
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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(tridngulos rellenos) (A), y en el coliculo superior
(circulos vacios) y el tdlamo posterior (circulos relle-
nos) (B) durante el desarrollo postnatal de 1la rata. Los
puntos son la media * desviacidon estandar de cuatro
experimentos independientes.
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p< 0,01), vy entre 1los 180 diass y los 2 affos (-32,4%, p< 0,01;
fig. 9 A).

3.1.1.4. TASA DE ACUMULACION DE DA

Las concentréciones de DA en estado estacionario descienden en los
animales viejos un 24,3% con respecto al valor adulto (p< 0,01). Tras
el tratamiento con pargilina, la DA muestra una acumulacién lineal en
ambos grupos (fig. 10 A). La tasa de acumulacién desciende en los
animales viejos un 40,5% con respecto al wvalor ‘adulto (p< .0,01;

tabla I).

3.1.1.5. TURNOVER DE DOPAC

Las concentraciones basales de DOPAC no muestran cambios signifi-
cativos entre los animales adultos y los viejos. La declinacidén de
DOPAC es exponencial en ambos grupos tras la administracién de pargi-
lina (fig. 10 B). La tasa fraccional de turnover es significativamente
menor  en ‘los animales viejos (-18,7%, p< 0,01) que en los adultos,
mientras que la tasa de declinacién no muestra cambios significativos
entre ambos grupos (tabla II). Tras el tratamiento con probenecid, el
DOPAC se acumula linealmente (fig. 10 C). La tasa de acumulacidon de
los animales viejos es significativamente menor que la de los animales

adultos (-22,2%, p< 0,05)(tabla III).

3.1.1.6. TASSL DE ACUMULACION DE NA Y NMN

Las conceﬁtracién basal de NA de los animales viejos muestran un
descenso significativo con respecto a la de los gnimales adultos
(-15,8%, p< 0,05). La acumulacién de NA es lineal en ambos grupos tras

el tratamiento con pargilina (fig. 11 A). La tasa de acumulacién no

43



muestra cambios significativos entre los animales adultos y los vie-
Jjos. La acumulacién de NMN también fue lineal tras el tratamiento con
pargilina (fié. 11 B). Las concentraciones en estado estacionario no
muestran diférencias entre los animales adultos y los viejos, pero la
tasa de acumulacidén de los animales viejos es un 66,7% mayor que la

tasa de los adultos (p< 0,01)(tabla II).

3.1.1.7. TURNOVER DE MHPG

Las concentraciones basales de MHPG disminuyen significativamente
en los animales viejos con respecto a los valores adultos (-10,4%,
p< 0,01). Tras el tratamiento con pargilina, la declinacion de MHPG es
exponencial en ambos grupos (fig. 12 A). Los animales viejos muestran
una disminucidén en la tasa fraccional de turnover (-37,8%, p< 0,01) vy
en la tasa de declinacién (—-44,2%, p< 0,01) con respecto a los valores
adultos (tabla II). Tras el tratamiento con probenecid, la acumulacidén
de MHPG es lineal en ambos grupos de animales (fig. 12 B). La tasa de
acumulacidon de los animales viejos disminuye un 31,1% con respecto a

los valores adultos (p< 0,01) (tabla III).

3.1.1.8. TASA DE ACUMULACION DE 5-HTP

La tabla IV muestra las concentraciones basales y la tasa de
acumulacidén del 5-HTP después del tratamiento con NSD-1015. La concen-
tracién en estado estacionario de los animales viejos disminuye un
80,0% con respecto a la de los animales adultos (p< 0,01), en tanto

que la tasa de scumulscidén permanece sin cambios significativos.
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FIGURA 10
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FIGURA 13
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3.1.1.9. TASA DE ACUMULACION DE S-HT

La acumulacién de 5-HT es lineal en los animales adultos y ;n los
viejos tras el tratamiento con pargilina (fig. 13 A). No hay cambios
significativos entre los concentraciones en estado estacionario ni
entre las tasas de acumulacién de los animales adultos y los viejos

(tabla I).

3.1.1.10. TURNOVER DE 5-HIAA

La concentracién basal de 5-HIAA de los animales viejos disminuye
un ~7,5% con respecto a la de los adultos (p< 0,05). La declinacién de
5-HIAA es exponencial en ambos grupos tras el tratamiento con pargili-
na (fig; 13 B)} La tasa fraccional de turnover y la tasa de declina-
cién no muestran cambios entre los animales adultos y 1los viejos
(tabla II). Tras el tratamiento con probenecid, 1la acumulacién de
5-HIAA es lineal en los animales adultos y los viejos (fig. 13 Cj. La
tasa de declinacién de los animales viejos disminuye un -10,6% con

respecto a la de los animales adultos (p< 0,01) (tabla III).

3.1.1.11. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015

Tras la administracién de NSD-1015, la concentracién de DA dismi-
nuye en los animales adultos un 13,5% (p< 0,05) con respecto a sus
controles, pero no se observan cambios significativos en los animales
viejos. La concentracién de DOPAC muestra cambios similares a los
observados en la DA, ya que los snimales sdultos tratados muestran una
disminucidn del 34,8% (p< 0,01) con respecto a los adultos controles,
mientras que los animales viejos tratados no muestran cambios signifi-

cativos con respecto a los animales viejos controles (tabla V).
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3.1.1.12. CONCENTRACION DE NA Y NMN TRAS EL TRATAMIENTO CON NSb—lUlS
La concentracién de NA aumenta tanto en los animales adultos
(30,7%, p< 0,01) como en los viejos (59,6%, p< 0,01) tratados con
NSD-1015. Sin embsrgo, la concentracién de NMN no muestra cambios
significativos tras el tratamiento con NSD-1015 ni en los animales

adultos ni en los viejos (tabla VI).

3.1.1.13 CONCENTRACION DE 5-HT Y 5-HIAA TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015

Tras lé ‘édministracién de NSD-1015, la concentracién de S-HT
aumenta en los animales adultos (33,68%, p< 0,01) vy en 1los viejos
(52,0%, p< 0,01) con respecto a los animales controles. La concentra-
cién de 5-HIAA en los animales tratados muestra una disminucién con
respectoc a los valores controles, siendo esta disminucién del 47,6%
(p< 0,01) en los animales adultos y del 33,5% (p< 0,01) en los ani-

males viejos (tabla VII).

3.1.2. CORTEZA VISUAL
3.1.2.1. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA

La actividad Tirosina hidroxilasa asumenta durante el desarrollo
postnatal, siendo este aumento significativo entre los dias 30 y 90

(44,2%, p< 0,01) y los dias 90 y 180 (26,3%, p< 0,05; fig.5 A).

3.1.2.2. ACTIVIDAD TRIPTOFARO HIDROXILASA
La actividad Triptéfano hidroxilasa aumenta durante el desarrollo
postnatal, siendo este aumento significativo entre todos 1las edades

estudiadas (fig. 6 A).
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TABLA I. TURNOVER DE DA, NA, NMN Y 5-HT EN EL GENICULADO
LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON PARGILINA.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Metab. Adulto Viejo Adulto ' Viejo
DA - 0,37 £ 0,03 0,28 + 0,03 1,37 £ 0,12 0,22 £ 0,06
‘ K (10) (10) *k
NA 1,79 + 0,16 1,51 + 0,04 3,48 * 0,50 4,06 * 0,74
* (10) (10)
NMN 0,24 £ 0,01 0,26 + 0,02 0,21 + 0,086 0,35 + 0,06
(10) (10) %k
S5-HT 2,83 £ 0,27 2,73 £ 0,10 3,26 = 0,56 3,45 * 0,28
(12) (10)

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacién
estandar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado
en un Gnico intervalo (0-10-20 minutos) para la DA (ver fig. 10 A),
la NA (ver fig. 11 A), la NMN (ver fig. 11 B) y la 5-HT (ver fig.
13 A). Las tasas de turnover son la pendiente * desviacién estandar
de 1la recta de regresién calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Signif-
jcacién estadistica (test t de Student): x p< 0,05; %k p< 0,01
cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA II. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL GENICULADO
LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
PARGILINA.

Conc. basal (nmol/qg) Tasa fraccional (h'l) Turnover (naol/g/h)

Hetab. Adulte Viejo fdulte Viejo Adulte Viejo

DOPAC 0,23 £ 0,05 0,25 * 0,06 2,62 % 0,30 2,13 0,17 0,60 £ 0,14 0,53 £ 0,17
~ (11) (10) 3 (11) (10)

HHPG 0,48 £ 0,00 0,43 £ 0,0 1,60 £ 0,17 1,00 £ 0,15 0,77 £ 0,10 0,43 £ 0,08
t (10) (10) (10) (10) 3

S-HIAA 3,07 £ 0,16 2,84 30,08 1,0940,12 1,07%0,13 3,33 £0,5 3,05 0,80
' (12) (12) (12) {12)

Las concentraciones basales (nmol/g) son la medis * desviscidén estan-
dar de 4 animales independientes. El1 turnover se ha calculado en un
unico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 10 B), el
MHPG (ver fig. 12 A)_y el 5-HIAA (ver fig. 13 B). Las tasas fraccio-
nales de turnover (h’l) son la pendiente * la desviacidén estandar de
la recta de regresién de los logaritmos naturales de la concentracidn
de los metabolitos, calculadas para el nimero de puntos que figura
entre paréntesis. Las tasas de turnover (nmol/g/h) se calculan multi-
plicando 1los valores de las concentraciones basales por las tasas
fraccionales. de turnover, y son la media * la desviacidén estandar.
Cada punto representa a un animal. Significacidén estadistica (test t
de Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas vy
viejas. '
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TABLA III. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL GENICU-
LADO LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIEN-
TO CON PROBENECID.

Conc. basal (nmol/g)

Turnover (nmol/g/h)

Metab. - | Adulto Viejo Adulto Viejo
DOPAC 0,23 + 0,03 0,25 £ 0,08 0,54 * 0,07 0,42 + 0,17
(10) (10) *
MHPG 0,48 = 0,01 0,43 * 0,01 0,61 + 0,13 0,42 + 0,10
_ *K (10) (10) *x
5-HIAA 3,07 £+ 0,16 2,84 + 0,04 3,21 + 0,25 2,87 £ 0,14
‘ HoK (10) (10) *x

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media t desviacién estan-
dar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado en un
tnico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 10 C), el
MHPG (ver fig. 12 B), y el 5-HIAA (ver fig. 13 C). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacién estandar de la
recta de regresién calculada para el nimero de puntos que figura
entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Significacién
estadistica (test t de Student): X p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se
comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA 1IV. CONCENTRACIONES BASALES Y TASA DE ACUMU-
LACION DE 5-HTP EN EL GENICULADO LATERAL DE RATAS
ADULTAS Y. VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)

Adulto Viejo Adulto Viejo
0,15 * 0,01 0,06 + 0,01 2,44 *+ 0,11 2,80 £ 0,24
X (8) (10)

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desvia-
cidon estandar de 4 animales independientes. E1 turnover se ha
calculado en un tinico intervalo (0-30 minutos). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacién estandar de
la recta de regresion calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal.
Significacién estadistica (test t de Student): * p< 0,05;
%k p< 0,01 cuando se comparsn ratas adultas y viejas.



TABLA ‘V; CONCENTRACION DE DA Y DOPAC EN EL GENICULADO
LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015. = .

DA DOPAC
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 0,37 + 0,03 0,28 + 0,03 0,23 + 0,03 0,25 % 0,06
*
Tratado 0,32 £ 0,02 0,32 £+ 0,04 0,15 + 0,03 0,22 £ 0,03
£ (5) 4) £8 (5) (7) *k

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina y
sacrificado a 1los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). E1 nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de Stu-
dent): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan sdultos y viejos.
£ p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA VI. CONCENTRACION DE NA Y NMN EN EL GENICULADO
LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON NSD-1015.

NA NMN
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 1,799+ 0,16 1,51 £ 0,04 0,26 £ 0,07 0,26 + 0,02
*
Tratado 2,34 + 0,07 2,41 * 0,12 0,19+0,02 0,21 £ 0,04
£8 (5 £8 (5) 5 (6)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minmutos. El1 grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * 1la
desviacion estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): % p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
Jjos. & p< 0,05; £¢2 p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA VII. CONCENTRACION DE 5-HT Y 5-HIAA EN EL GENICU-
LADO LATERAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMI-
ENTO CON NSD-1015.

5-HT 5-HIAA

Adulto Viejo Adulto Viejo

Control 2,83 * 0,27 2,73 % 0,10 3,07 £ 0,18 2,84 £ 0,04
' X

Tratado 3,7 + 0,34 4,15% 0,71 1,61 £ 0,06 1,89 * 0,27
££ (D) £L (8) ££ (5) &L (4

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) v sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media % la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. E1 nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacidn estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
jos. & p< 0,05; £¢£ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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© 3.1.2.3. ACTIVIDADES MAD A, MAO B Y RAZON MAO A/MAD
La actividad MAO A aumenta hasta el dia 80, en el que se alcan-
za el maximo de actividad registrado. Después del dia 80, la actividad
desciende significativamente (-21,6%, p< 0,01 entre los dias 90 vy
180), hasta alcanzar el minimo valor observado a los 2 afios de edad
(fig. 7 A).

La actividad MAO B no presenta cambios significativos durante los
primeros 80 dias del desarrollo. A partir de este punto, hay un aumen-
to significativo de actividad que alcanza el méximo observado a los 2
afios de edad de la rata (fig. 8 A).

La razén MAO A/MAD B se mantiene sin cambios significativos entre
los dias 15 y 90, momento este en el que alcanza su maximo. Posterior-
mente, la razon desciende significativamente, alcanzando el minimo

valor observado a los 2 afios de edad (fig. 9 A).

3.1.2.4. TASA DE ACUMULACION DE DA

| La concentracién basal de los animales viejos aumenta un 71,4% con
respecto a la deilos animales adultos (p< 0,01). La acumulacién de DA
es lineal en los animales adultos y los viejos tras el tratamiento con
pargilina (fig 14 A). La tasa de acumulacidén disminuye en los animales

viejos un 53,8% con respecto al valor adulto (p< 0,01; tabla VIII).

3.1.2.5. TURNOVER DE DOPAC
La concentracién basal de los animales viejos disminuye un 20,8%
con respecto a la de los animales adultos. El declinamiento de DOPAC

es exponencial en los animales adultos y los viejos tras la adminis-
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tracién de pargilina (fig. 14 B). Los animales viejos muestran un
aumento de la tasa fraccional (107,4%, p< 0,01) y de la tasa de decli-
nacién (63,6%, p< 0,01) con respecto a los mismos parametros de los
animales adultos (tabla IX). Tras el tratamiento con probenecid, 1la
acumulacién de DOPAC fue lineal en ambos grupos (fig. 14 C). La tasa
de acumulacidén de los animales viejos triplica el valor obtenido para

los adultos (p< 0,01; tabla X).

3.1.2.6. TASA DE ACUMULACION DE NA Y NMN

La acumulacién de NA es lineal en los animales adultos y los
viejos tras el tratamiento con pargilina (fig. 15 A). Ni la concentra-
cidén en estado estacionario ni la tasa de acumulacién muestran cambios
significativos entre ambos grupos (tabla VIII). La concentracién
basal de NMN no muestra cambios entre los animales adultos y los
viejos. La acumulacién de NMN es lineal en ambos grupos tras el trata-
miento con pargilina (fig. 15 B). La tasa de acumulacién de los ani-
males viejbs disminuye un 68,7% (p< 0,01) con respecto a la de los

animales adultos (tabla VIII).

3.1.2.7. TURNOVER DE MHPG

Las concentraciones basales de MHPG son iguales en los animales
adultos y los viejos. El declinamiento de MHPG es exponencial en ambos
grupos tras la administracién de pargilina (fig. 16 A). Los animales
viejos muestran un incremento en ls tasa fraccional (159,8%,
p< 0,01) y en 1a tasa de declinacién (153,8%, p< 0,01) con respecto a
los valores adultos (tabla IX). Tras el tratamiento con probenecid, la
acumulacion de MHPG es lineal en ambos grupos (fig. 16 B). La tasa de

acumilacién de los animales viejos aumenta un 80,0% con respecto al
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valor adulto (p< 0,05; tabla X).

3.1.2.8. TASA DE. ACUMULACION DE 5-HTP

La conceﬁtracién basal de 5-HIP no es detectable ni en los ani-
males adultos ni en los viejos. Tras la administracién NSD-1015, la
tasa de acumulacidon de los animales viejos (tabla XI) es un 27,3%

mayor que la de los adultos (p< 0,01).

3.1.2.9. TASA DE ACUMULACION DE 5-HT

La concentracidén basal de 5-HT aumenta en los animales viejos un
42,6% con respecto a la de los animales adultos (p< 0,01). La acumla-
cién de 5-HT es lineal en ambos grupos tras la administracién de
pargilina (fig. 17 A). La tasa de acumulacidn de los animales viejos

desciende un 53,1% con respecto al valor adulto (p<0,01; tabla VIII).

3.1.2.10. TURNOVER DE 5-HIAA

La concentracién de 5-HIAA en estado estacionario no experi-
menta cambios significativos entre los animales adultos y los viejos.
Tras 1la administracién de pargilina, el declinamiento de 5-HIAA es
exponencial en ambos grupos (fig. 17 B). Los animales viejos muestran
una disminucién en la tasa fraccional (25,5%, p< 0,01) y en la tasa de
declinacidn (33,8%, p< 0,01) con respecto a los valores adultos (tabla
IX). Tras la administracién de probenecid (fig. 17 C), la tasa de
acumulacién de los animales viejos disminuye un 13, 4% (p< 0,01) con

respecto a la de los adultos (tabla X).
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3.1.2.11. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015

La concentracidn de DA no muestra cambios significativos ni en los
animales adultos ni en los viejos con respecto a los animales con-
troles. Por el contrario, la concentracién de DOPAC en los animalés
tratados disminuye significativemente con respecto a 1los controles,
siendo esta disminucidén del 29,2% (p< 0,01) en los adultos y del 26,3%

(p< 0,01) en los viejos (tabla XII).

3.1.2.12. CONCENTRACION DE NA Y NMN TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015
Tras el trastamiento con NSD-1015, no se observan cambios - signifi-
cativos en la concentracién de NA ni en los animales adultos ni en los
viejos. La concentracién de NMN no muestra cambios en los animales
adultos tratados, pero si sufre un incremento del 23,1% (p< 0,05) en

los animales viejos tratados con respecto a sus controles (tabla

XIII).

3.1.2.13. CONCENTRACION DE 5-HT y 5-HIAA TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015

Tras 1a administracién de NSD—1015,'1a concentracién de 5-HT
aumenta un 33,8% (p< 0,01) en los animales adultos tratados, pero no
muestra cambios significativos en los animales viejos tratados con
respecto a sus controles. La concentracién de 5-HIAA disminuye en
ambos grupos de edad tras el tratamiento con NSD-1015, siendo esta
disminucién del 48,7% (p< 0,01) y del 34,0% (p< 0,01) en los sanimales

adultos y viejos respectivamente (tabla X1v).
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TABLA VIII .TURNOVER DE DA, NA, NMN Y 5-HT EN LA CORTRZ2

VISUAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON._ >~

PARGILINA.
Cone. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo
DA 0,07 + 0,01 0,12 £ 0,01 0,13 + 0,02 0,06 * 0,02
KK (11) (10) *x
NA 1,00 + 0,13 1,15 + 0,16 1,50 = 0,29 1,57 £ 0,31
(12) (12)
NMN 0,13 £ 0,02 0,13 + 0,03 0,12 £ 0,04 0,04 * 0,03
(10) (10) %k
5-HT 0,68 + 0,04 0,97 £ 0,11 0,96 £+ 0,07 0,45 * 0,19
*K - (12) (12) %k

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidn
estandar de ‘4 animales independientes. El turnover se ha calculado
~ en un Gnico intervalo (0-10-20 minutos) para la DA (ver fig. 14 A),
.1la NA (ver fig. 15 A), la NMN (ver fig. 15 B) y la 5-HT (ver fig.
17 A). Las tasas de turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desvia-
cién estandar de la recta de regresién calculada para el nimero de
puntos que figura entre paréntesis. Cada punto representa a un
animal. Significacidn estadistica (test t de Student): ¥ p< 0,05;
¥k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA IX. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN LA CORTEZA
VISUAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
PARGILINA.

Conc. basal (nmol/g) Tasa fraccional (h'l) Turnover (nmol/g/h}

Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo fidulto Viejo

DOPAC 0,24 0,02 0,19 + 0,01 0,94 0,08 1,95 +0,00 0,22 % 0,05 0,36 t 0,01
1 (10) (11) & i

HHPE 0,18 £ 0,02 0,18 + 0,01 0,82 t0,10 2,13%0,24 0,13t 0,03 0,38 10,05
{11) {10} 1t 4]

J-HIAA 0,60 % 0,08 0,33 t 0,05 2,35 £ 0,20 1,75 % 0,13 LA 2 0,31 0,93 10,16
i {12) {12) 1% 1}

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidn estan-

dar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado en un
tinico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 14 B), el
MHPG (ver fig. 16 A) y el 5-HIAA (ver fig. 17 B). Las tasas fraccion-
ales de turnover (h™*) son la pendiente t la desviacién estandar de la
recta de regresién de los logaritmos naturales de la concentracién de
los metabolitos, calculadas para el nimero de puntos que figura entre
paréntesis. Las tasas de turnover (nmol/g/h) se calculan multiplicando
los valores de las concentraciones basales por las tasas fraccionales
de turnover, y son la media * la desviacién estandar. Cada punto
representa a un snimal. Significacién estadistica (test t de Student):
* p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA X. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN LA COﬁTEZA
VISUAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
PROBENECID.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)

Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo
DOPAC 0,24 + 0,02 0,19 £ 0,01 0,03 * 0,02 0,10 + 0,03
*K (10) (10) *xx
MHPG 0,18 £ 0,02 0,18 + 0,01 0,15 + 0,02 0,27 £ 0,02
. (11) (12)
5-HIAA 0,80 + 0,08 0,53 = 0,05 1,34 + 0,19 1,16 + 0,12

a (1z) (12) *

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacién estan-
dar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado en un
inico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 14 C), el
MHPG (ver fig. 16 B), y el 5-HIAA (ver fig. 17 C). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacién estandar de 1la
recta de regresién calculada para el mimero de puntos que figura
entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Significacién
estadistica (test t de Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se
comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA XI. CONCENTRACIONES BASALES Y TASA DE ACUMU-

LACION DE 5-HTP EN LA CORTEZA VISUAL DE RATAS
ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Adulto Viejo Adulto Viejo
N.D N.D 0,88 + 0,08 1,12 £+ 0,12
(8) (10) *xk

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media £ desvia-
cidn estandar de 4 animales independientes. El turnover se ha
calculado en un Gnico intervalo (0-30 minutos). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacién estandar de
la recta de regresién calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal.
Significacién estadistica (test t de Student): * p< 0,05;
** p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.

N.D: No detectado.
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TABLA XII. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC EN LA CORTEZA
VISUAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015.

DA DOPAC

Adulto Viejo Adulto Viejo

Control 6,07 £ 0,01 0,12 £ 0,01 0,24 £+ 0,02 0,19 £ 0,01
: ok ok

Tratado 0,08 + 0,01 0,14 * 0,02 0,17 + 0,02 0,14 = 0,01
(6) (9) % £ (D £8 (4) %

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El namero de
animales controles usado fue 4. El1 nimero de animales tratados
figura entre psréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
jos. £ p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA XIII. CONCENTRACION DE NA Y NMN EN LA CORTEZA VISUAL
DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-
1015.

NA NMN
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control“ 1,00 £ 0,13 1,15+ 0,18 0,13 + 0,02 0,13 * 0,03
Tratado 0,85 + 0,12 1,07 = 0,17 0,15 £ 0,01 0,16 * 0,01
(6) (4) % (6) £ (8)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. E1 grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de sanimales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
jos. £ p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA XIV. CONCENTRACION DE 5-HT Y 5-HIAA EN LA CORTEZA

VISUAL DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS
NSD-1015.

TRAS EL TRATAMIENTO CON

- Adulto Viejo

Control 0,68 + 0,04 0,97 + 0,11
HK

Tratado 0,91+ 0,08 1,01 % 0,08
££8 (8) (8) x

5-HIAA

Adulto Viejo

0,60 £ 0,08 0,53 = 0,05

0,32 +0,04 0,35%0,04
££ (8) £8 (8)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacidn estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %% p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
Jjos. & p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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3.2. VIA EXTRAGENICULADA
3.2.1. COLICULO SUPERIOR
3.2.1.1. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA
La Lactiyiéad Tirosina hidroxilasa aumenta durante desarrollo
postnatal, con un incremento méximo entre los dias 15y 30 (91,3%,

p< 0,01; fig. 5 B).

3.2.1.2. ACTIVIDAD TRIPTOFANO HIDROXILASA
La fig. 6 B muestra el aumento de la actividad Triptéfano hidroxi-
lasa durante el desarrollo postanatal. El1 sumento méximo se da entre

los dias 90 y 180 (30,5%, p< 0,01).

3.2.1.3. ACTIVIDADES MAO A, MAO B Y RAZON MAO A/MAO B
La actividad MAO A se mantiene sin cambios significativos durante

el periodo comprendido entre los dias 15 y 90, produciéndose a partir
de este momento un descenso de actividad que es significativo entre
los dias 90 y 180 (-22.8%, p< 0,01) y desde este momento hasta los 2
afos (16%, p< 0,01; fig. 7 B). |

La actividad MAO B experimenta un aumento continuo desde el dia
15 hasta el dia 180, con incrementos significativos entre los dias 30
y 90 (14,5%, p< 0,01) vy los dias 90 y 180 (9,8%, p< 0,01). Entre el
dia 180 vy los 2 afios de edad, tiene lugar un descenso de actividad
(-12,0%, p< 0,01; fig. 8 B).

La razon MAO A/MAOC B no experimenta cambios significatiyos entre
los dias 15 y 90, pero sufre un descenso entre los dias 80 y 180
(-30.14%, p< 0,01), no habiendo cambios significativos entre los 180

diss vy los 2 afios (fig. 9 B).
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3.2.1.4. TASA DE ACUMULACION DE DA

| La DA muestra una acumulacién no lineal a lo largo del intervalo
de tiempo,esiﬁéiado tras el tratamiento con pargilina (fig. 18 A). Por
ello, hemos calculado dos tasas de acumulacién diferentes correspon-
dientes a los intervalos de tiempo 0-10 minutos v 10-20 minutos. En
ambos intervalos, las tasas de acumulacidén de DA son mayores en los
animales adultos que en los viejos (p< 0,01), aungue no hay diferen-
cias en las concentraciones en estado estacionario entre ambos grupos

(Tabla XV).

3.2.1.5. TURNOVER DE DOPAC

La declinacién de DOPAC es exponencial en los animales
adultos y en los viejos tras la administracién de pargilina (fig. 18
B). Las concgntraciones en estado estacionario aumentan en los ani-
males viejos un 37,5% con respecto a los adultos (p< 0,01), en tanto
que la tasa fraccional disminuye en los animales viejos un 33,3% con
respecto a los adultos (p< 0,05). Las tasas de declinacién son simi-
lares en los animales adultos y en los viejos (Tabla II). Tras la
administracién de probenecid, la acumulacidén de DOPAC es 1lineal en
ambos grupos (fig. 18 C), no encontréndose diferencias entre las tasas

de declinacién de los animales adultos y los viejos (Tabla XVII).

3.2.1.6. TASA DE ACUMULACION DE NA Y NMN

La NA muesﬁra una acumulacién lineal en los animales adultos y los
viejos tras la administracidn de pargilina (fig. 19 A). Las concentra-
ciones en estado estacionario no muestran cambios entre los animales

adultos y los viejos, pero la tasa de acumulacién de los animales
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viejos fdismiﬁﬁée- un 58,5% con respecto al valor de los adultos
(p< 0,01). La acumulacidén de NMN, como la de NA, es lineal en los dos
grupos a lo largo del tiempo (fig 19 B). Las concentraciones en estado
estacionario no muestran diferencias entre los animales adultos y los
viejos, aungue la tasa de acumulacién de los animales viejos disminuyé
un 33,9% con respecto al valor de los snimales adultos (p< 0,01; tabla

XV).

3.2.1.7. TURNOVER DE MHPG

La declinacién de MHPG es bifdsica en ambos grupos después del
tratamiento con pargilina (fig. 20 A). La concentracién en estado
estacionario de’los animales viejos disminuye un 24,3% con respecto a
la de los adultos (p< 0,01). Hemos calculado dos intervalos de tiempo
diferentes: 0-10 minutos y 10-20 minutos. En el primero, la compara-
cion entre ambos grupos muestra una disminucién en los animales
viejos de la tasa fraccional (81,4%, p< 0,01) y de la tasa de declina-
cién (85,4%, p<0,01). En el segundo intervalo, la comparacidn de estos
mismos parametros no mostré diferencias entre los animales adultos y
los viejos (Tabla XVI)..Tras la administracién de probenecid, 1la
acumulacién de MHPG es lineal en ambos grupos (fig. 20 B), disminuyen-
do la tasa de acumulacién de los animales viejos un 28,7% con respecto

a la tasa de los animales adultos (p< 0,01; tabla XVII).

3.2.1.8. TASA DE ACUMULACION DE 5-HTP
La concentracién basal de 5-HTP no es detectsble en los animales
viejos. Tras la administracién de NSD-1015, la tasa de acumulacién no

miestra diferencias significativas entre los animales adultos y los
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viejos (tabla XIX).

3.2.1.9. TASA DE ACUMULACION DE 5-HT
La acumulacién de 5-HT es lineal en ambos grupos después del
tratamiento con pargilina (fig. 21 A). La concentracion en estado |
estacionario de los animales viejos disminuye un 32,2% con respecto a
los adultos (p<:0,01), pero no hay diferencias significativas entre

las tasas de acumulacidén de ambos grupos (Tabla XV).

3.2.1.10. TURNOVER DE 5-HIAA

La acumulacién de 5-HIAA tras la administracién de pargilna mues-
tra diferencias entre los animales adultos y los viejos (fig. 21 B).
La acumulacién es bifasica en los animales adultos, en tanto que es
lineal en los animales viejos. Hemos calculado dos intervalos de
acumulacién para los animales adultos: 0-10 minutos y 10-20 minutos.
En el primero, la tasa fraccional y la tasa de declinacién son simi-
lares a las calculadas para el intervalo Unico de los animales viejos.
‘En el segundo intervalo, la tasa fraccional y la tasa de declinacién
SOn unas cinco veces mayores que las calculadas para el primer inter-
valo (Tabla XVI). Las concentraciones en estado estacionario son en
los animales viejos un 24,9% menores que en los animales adultos
(p< 0,01). Tras la administracidn de probenecid, la acumulacién de
5-HIAA es lineal en smbos grupos (fig. 21 C), siendo la tasa de acumu-
lacién de los animales viejos un 41,8% menor que la de los animales

adultos (p< 0,01; tabla XVII).
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3.2.1.11. CONCENTRACION DA Y DOPAC TRAS EL TRATAMIENIO CON
NSD-1015

Tras la administracién de NSD-1015, la concentracién de DA en 1los
adultos tratados aumenta un 27.8% (p< 0,01) con respecto a los adultos
controles, y no muestra cambios entre los animales viejos tratados y
controles. El tratamiento con NSD-1015 produce sobre las concentra-
ciones de DOPAC un efecto opuesto al observado para DA, ya que 1los
animales adultos tratados no muestran cambios con respecto a los
adultos controles, y la concentracién de DOPAC en los animales viejos

tratados disminuye un 40,9% con respecto a la de los viejos controles

(Tabla XIX).

3.2.1.12. CONCENTRACION DE NA Y NMN TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015
Después de la administracién de NSD-1015, la concentracién de NA
no experimenta cambios en los animales tratados, tanto adultos como
viejos, con‘respeoto a los animales controles. La concentracién de NMN
experimenta cambios en los animales tratados de las dos edades, aumen-
tando en los animales adultos y viejos tratados un 43,8% (p< 0,01) vy

un 35,7% (p< 0,01) respectivamente (tabla XX).

3.2.1.13. CONCENTRACION DE 5-HT Y 5-HIAA TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015

La admiristracidn de NSD-1015 producerun aumento en la concentra-
cién de 5-HT en los animales adultos (37,9%, p< 0,01) y viejos (83,0%,
p< 0,01) con respecto a los controles. La concentracién de 5-HIAA
disminuye en los animales tratados, observéndose un descenso del 54,3%

(p< 0,01) y 35,3% (p< 0,01) en los animales adultos y viejos respecti-
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TABLA XV. TURNOVER DE DA, NA, NMN Y 5-HT EN EL COLICULO
SUPERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON PARGILINA.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo
DA 0,36 * 0,03 0,37 £ 0,02 1,27 + 0,16 0,76 = 0,01
(7 (10) *x
0,48 + 0,19 0,02 + 0,01
¢5)) (10) *x
NA 1,24 + 0,14 1,39 £ 0,11 5,98 + 0,42 2,48 t+ 0,37
' (11) (12) *x
NMN 0,16 + 0,02 0,14 + 0,01 0,82 + 0,07 0,41 = 0,01
(9) (9) *»x
S5-HT 3,14 £ 0,23 2,13+ 0,26 8,04 + 0,51 5,62 + 0,61
, *K (15) (13

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidn
estandar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado
en dos intervalos para la DA (0-10 minutos y 10-20 minutos; ver
fig. 18 A) y en un unico intervalo (0-10-20 minutos) para la NA
(ver fig. 19 A), 1la NMN (ver fig. 19 B) y la 5-HT (ver fig. 21 A).
Las tasas de turnover son la pendiente * desviacién estandar de 1la
recta de regresién calculada para el nimero de puntos que figura
entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Significacidn
estadistica (test t de Student): % p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se
comparan ratas adultas y viejas. '
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TABLA XVI. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL COLICULO

SUPERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
PARGILINA.

Conc. basal (naol/g) Tasa fraccional (h’l) Turnover (nacl/g/h)

Hetab. Adulto Viejo Adulto Viejo Adulto Viejo

HOPAC 0,16 £ 0,03 0,22 0,01 0,69 * 0,24 0,46 ¥ 0,01 0,11 £ 0,053 0,10 ¥ 0,01
n {10) (9 %

MHPE 0,37 £0,02 0,28+ 0,00 1,29 % 0,25 0,24 £ 0,08 0,88 £ 0,12 0,07 # 0,01
(7) (7) 8 ]

3,724 0,44 4,03 40,84 1,38 %0,24 1,13 40,28
(7 (7)

S-HIRA 3,13 %0,27 2,35+ 0,26 0,95+ 0,24 1,19 £0,20 2,98 £ 0,70 2,80 £ 0,78
(14) (14) 1

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacién estan-
dar de 4 animcles independientes. El turnover se ha calculado en dos
intervalos para el MHPG (0-10 minutos y 10-20 minutos; ver fig. 20 A)
Yy en un Gnico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 18
B),, y el 5-HIAA (ver fig. 21 B). Las tasas fraccionales de turnover
(h'l) son la pendiente * la desviacidén estandar de la recta de regre-
sidn de los logaritmos naturales de la concentracién de los metaboli-
tos, calculadas para el nimero de puntos que figura entre parénte-
sis. Las tasas de turnover (nmol/g/h) se calculan multiplicando los
valores de las concentraciones basales por las tasas fraccionales de
turnover, y son la media * la desviacién estandar. Cada punto repre-
senta a un animal. Significacién estadistica (test t de Student): *
p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA XVII. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL COLICU-
LO SUPERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON PROBENECID.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)

Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo
DOPAC 0,18 £ 0,03 0,22 * 0,01 0,27 £ 0,02 0,28 + 0,01
%K (8) ¢
MHPG 0,37 + 0,02 0,28 £ 0,01 0,74 = 0,09 0,52 £ 0,02
*ok (8) (8) %k
5-HIAA 3,13 + 0,27 2,35 £ 0,28 3,88 + 0,41 2,26 £ 0,24
*K (12) (12) *xk

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidén estan-
dar de 4 animales independientes. El1 turnover se ha calculado en un
Unico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 18 C), el
MHPG (ver fig. 20 B), y el 5-HIAA (ver fig. 21 C). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente t desviscién estandar de 1la
recta de regresién calculada para el nimero de puntos que figura
entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Significacidn
estadistica (test t de Student): * p< 0,05; *x p< 0,01 cuando se
comparan ratas adultas y viejas.



TABLA XVIII. CONCENTRACIONES BASALES Y TASA DE
ACUMULACION DE 5-HTP EN COLICULO SUPERIOR DE RATAS
ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
AdultO Viejo Adulto Viejo
0,12 = 0,01 N.D 3,80 £ 0,62 3,56 + 0,24

(8) (10)

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desvia-
cién estandar de 4 animales independientes. El turnover se ha
calculado en un Unico intervalo (0-30 minutos). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacién estandar de
la recta de regresidn calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal.
Significacién estadistica (test t de Student): ¥ p< 0,05;
¥k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.

N.D: No detectado.

85



TABLA XIX. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC EN EL COLICULO
SUPERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON NSD-1015.

DA DOPAC
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 0,36 * 0,03 0,37 £ 0,02 0,16 £ 0,03 0,22 = 0,01
%K
Tratado 0,46 * 0,03 0,37 * 0,03 0,15 + 0,02 0,13 * 0,02
££ (10) (10) *x (8) £8 (8) %

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) v sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina y
sacrificado s . los 30 minutos. Los resultados son la media * 1la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). E1 namero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de Stu-
dent): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y viejos.
£ p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA XX. CONCENTRACION DE NA Y NMN EN EL COLICULO SUPE-
RIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015.

NA NMN

Adulto Viejo Adulto Viejo

Control 1,24 £ 0,14 1,81 = 0,27 0,16 £ 0,02 0,14 £ 0,02
*XK

Tratado 1,26 + 0,07 1,75 + 0,28 0,23 + 0,02 0,18 £ 0,02
' - (8) (8) %k ££ (8) £5£ (10) *x

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrifica-
do a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién
salina y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media
* la desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). E1l
nimero de animales controles usado fue 4. El nimero de animales
tratados figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test
t de Student): * p< 0,05; ¥k p< 0,01 cuando se comparan adultos y
viejos. £ p< 0,05; £¢£ p< 0,01 cuando se comparan controles y
-tratados.
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TABLA XXI. CONCENTRACION DE 5-HT Y 5-HIAA EN EL COLICULO
SUPERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON NSD-1015.

5-HT 5-HIAA
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 3,14+ 0,23 2,13+ 0,26 3,13+ 0,27 2,35 0,26
*oK kK
Tratado’; 4,33 + 0,26 4,11 * 0,25 1,43 + 0,12 1,52 + 0,18
£5 (10) £8 (11) £8 (12) ££ (8)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucidén salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
jos. & p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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vamente (tabla XXI).

3.2.2. TALAMO POSTERIOR
3.2.2.1. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA

La actividad Tirosina hidroxilasa muestra un sumento durante el
désarrollo postnatal, alcanzando el méximo observado a los 2 afios de
edad de la rata. Hay aumentos significativos entre los dias 15 y 30
(63,5%, p< 0,01) y entre los 90 y los 180 dias (25,5%, p< 0,01;
fig 5 B).

3.2.2.2. ACTIVIDAD TRIPTOFANO HIDROXILASA

La actividad Triptéfano hidroxilasa permanece sin cambios durante
los primeros 90 dias del desarrollo postnatal, observéndose posterior-
mente un aumento significativo hasta los 180 dias (55,5%, p< 0,01;

fig. 6B).

3.2.2.3. ACTIVIDADES MAD A, MAD B Y RAZON MAD A/MAD B

La actividad MAO A permanece sin cambios significativos durante
los primeros 90 dias de.desarrollo postnatal. Posteriormente, hay
descensos significativos entre los dias 90 y 180 (-20,2%, p< 0,05), y
entre el dia 180 y los 2 afios (-15,0%, p< 0,01; fig. 7B).

La actividad MAO B muestra un incremento a partir del dia 80, con
cambios significativos entre los dias 30 y 90 (14,9%, p< 0,05), SO y
180 (18,3%, p< 0,01) y 180 y 2 afios (11,0%, p< 0,01; fig. 8B).

La razén MAQO A/MAO B permanece sin cambios significativos hasta
el dia 90. A partir de este momento hay un descenso significativo de

la razén MAO A/MAO B, que alcanza el minimo observado a los 2 aflos de
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edad (fig. 9 B).

3.2.2.4. TASA DE ACUMULACION DE DA

| Las concentraciones basales de DA se mantienen sin cambios sig-
nificativos,entre los animales adultos v los viejos. La acumulacidén de
DA eé lineal en ambos grupos después del tratamiento con pargilina
(fig. 22 A). La tasa de acumulacidn de los animales viejos disminuye
un 13,2% con respecto a la de los animales adultos (p< 0,05; tabla

XXII).

3.2.2.5. TURNOVER DE DOPAC

La concentracién en estado estacionario de los animales viejos
disminuye un 25,0% con respecto a la de los adultos. Tras el trata-
miento con pargilina, el declinamiento de DOPAC es exponencial en los
animales adultos y los viejos (fig. 22 B), mostrando 1los animales
viejos un decregimiento significativo en su tasa fraccional de tur-
nover (-14,5%, p< 0,01) y en su tasa de declinacién (-37,0%, p< 0,0D)
con respecto a los valores adultos (tabla II). Tras el tratamiento con
probenecid, la acumulacién de DOPAC es lineal en ambos grupos (fig. 22
C), observéndose una disminucién del 10,0% en la tasa de acumulacidn
de 1los animales viejos con respecto a la de los controles adultos

(p< 0,05; tabla XXIV).

3.2.2.6. TASA DE ACUMULACION DE NA Y NMN

Las concentraciones basales de NA son un 12,2% menores en los
animales viejos que en los adultos (p< 0,01). La acumulacién de NA es
lineal en ambos grupos tras el tratamiento con pargilina (fig. 23 A),

observiandose en los animales viejos una disminucidn del 15,24 en 1la
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FIGURA 23
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tasa de acumulacidén con respecto al valor adulto kp< 0,01; tabla
XXI1). La concentracién basal de NMN en los animales viejos es un
23,3% menor que la de los animales adultos (p< 0,01). La acumilacién
de NMN es lineal en ambos grupos tras el tratamiento con pargilina
(fig. 23 B), observandose una disminucién del 15,2% en 1la tasa de
acumilacion de los animales viejos con respecto al valor de los ani-

males adultos (p< 0,01; tabla XXII).

3.2.2.7. TURNOVER DE MHPG

Las concentraciones de MHPG en estado estacionario son similares en
los animales-adultos ¥ los viejos. Tras el tratamiento con pargilina,
el declinamiento de MHPG es exponencial en ambos grupos (fig. 24 A).
Los animales viejos muestran una disminucidén en ia tasa fraccional
(-28,4%, p< 0,01) y en la tasa de acumulacién (-31,7%) con respecto a
los valores de los animales adultos (tabla XXIII). Tras la administra-
cion de probenecid, la acumulacién de MHPG es lineal en ambos grupos
‘(fig. 24 B) no observandose diferencias significativas entre las tasas

de acumulacidn de los animales adultos y los vigjos (tabla XXIV).

3.2.2.8. TASA DE ACUMULACION DE 5-HTP

La concentracién basal de 5-HTP es menor en los animales viejos que
en los adultos (-60,0%, p< 0,01). Tras el tratamineto con NSD-1015,
la tasa de acumulacidén de los animales viejos disminuye un 37,4% con

respecto a la de los animales adultos (p< 0,01; tabla XXV).

3.2.2.9. TASA DE ACUMULACION DE 5-HT

Las concentraciones de 5-HT en estado estacionario no muestran
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diferencias significativas entre los animales adultoS vy los viejos.
Tras el tratamiento con pargilina, la acumulacidén de 5-HT es lineal en
ambos grupos (fig. 25 A), observandose un aumento de la tasa de acumu-

lacidén en los animales viejos con respecto a los valores adultos

(20,6%, p< 0,01; tabla XXII).

13.2.2.10. TURNOVER DE 5-HIAA

Las concentraciones de 5-HIAA en estado estacionario no muestran
diferencias significativas entre los animales adultos y los viejos.
Tras el tratgmiento con pargilina, el declinamiento de 5-HIAA es
exponencial en ambos grupos (fig. 25 B), mostrando los animales viejos
un aumento en la tasa fraccional de turnover (25,4%, p< 0,01) y en la
tasa de declinacién (21,1%, p< 0,01) con respecto a los valores adul-
tos (tabla XXIII). Tras el tratamiento con probenecid, la acumulacidn
de 5-HIAA es lineal en ambos grupos (fig. 25 C) observéndose un 41,1%
de aumento en la tasa de acumulacidén de 1los animales viejos con

‘respecto a la de los adultos (tabla XXIV).

3.2.2.11. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015

La concentracién de DA disminuye en los animales adultos (-48,5%,
p< 0,01) y en los viejos (34,6%, p< 0,01) tras la administracién de
NSD-1015. La concentracién de DOPAC disminuye en los animales adultos
tratados (29,2%, p< 0,01), pero no sufre cambios significativos en los

animales viejos con respecto a los controles no tratados (tabla

XXVD).
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3.2.2.12. CONCENTRACION DE NA Y NMN TRAS EL TRATAMIENTO CON N

La concentracién de NA aumenta en los animales adultos (12,377
p< 0,01) vy en los viejos (45,4%, p< 0,01) tras la administracion de
NSD-1015. La concentracion de NMN disminuye en los animales adultos
(12,1%, p< 0,05) y aumenta en los animales viejos (29,2%, p< 0,01)

tras el tratamiento con NSD-1015 (tabla XXVII).

3.2.2.13. CxﬁKﬂﬂTPRACION DE 5-HT Y 5-HIAA TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015

Tras la administracién de NSD-1015, la concentracién de 5-HT aumen-
to en los animales adultos (44,7%, p< 0,01) y en los animales viejos
(23,3%, p< 0,01) con respecto a los controles no tratados. Por el
contrario, 1la concentracién de 5-HIAA disminuye en ambas edades,
siendo esta disminucién de un 47,3% (p< 0,01) en los animales adultos

y de un 46,2% (p< 0,01) en los animales viejos (tabla XXVIII).
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TABLA XXII. TURNOVER DE DA, NA, NMN Y 5-HT EN EL TALAMO
POSTERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON PARGILINA.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Metab. Adulto Viejo Adulto Yiejo
DA 0,33 + 0,03 0,30 £ 0,02 0,38 + 0,07 0,33 £ 0,04
(12) (12) *
NA 4,46 + 0,10 3,92 + 0,14 3,61 + 0,40 3,06 + 0,39
*K (12> (11) *x
NMN 0,33 + 0,02 0,24 + 0,02 0,43 * 0,06 0,33 £ 0,05
*K (11) (10) *xxk
5-HT 2,82 + 0,44 2,40 £ 0,24 2,91 + 0,35 3,51 + 0,30
(12) (12) %k

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidn
estandar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado
en un Onico intervalo (0-10-20 minutos) para la DA (ver fig. 22 A),
la NA (ver fig. 23 A), la NMN (ver fig. 23 B) y la 5-HT (ver fig.
25 A). Las tasas de turnover son la pendiente * desviacién estandar
de la recta de regresidén calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Signi-
ficacién estadistica (test t de Student): * p< 0,05; %k p< 0,01
cuando se comparan ratas adultas y viejss.
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TABLA XXIII. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL TALAMO
. POSTERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
PARGILINA.

Conc. basal {nepl/qg) Tasa fraccional (h’i) Turnover {napl/g/h}

Hetab, Adulto Viejo Adulto Viejo Adulto Viejo

DOPAC 0,24 + 0,03 0,18 * 0,01 2,20 £ 0,26 1,88 t 0,20 0,54 £ 0,43 0,34 0,05
H {10) (10) ¢ (10) (10) ¥4

HHPG 0,34 2 0,02 0,33 £ 0,02 1,76 £ 0,17 1,26 % 0,14 0,60 £ 0,09 0,41 £ 0,07
(10) (1) {10) (11)

S-HIRA 2,75 % 0,23 2,6b + 0,2 1,69 ¢ 0,08 2,12 ¢ 0,09 4,65+ 0,62 5,63 % 0,74
(12) (12) 3 (12) (12)

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media * desviacidén estan-
dar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado en un
unico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 22 B), el
MHPG ( ver fig. 24 Az v el 5-HIAA (ver fig. 25 B). Las tasas fraccion-
ales de turnover (h™*) son la pendiente * la desviacidn estandar de 1la
recta de regresién de los logaritmos naturales de la concentracién de
los metsbolitos, calculadas para el nimero de puntos que figura entre
paréntesis. Las tasas de turnover (nmol/g/h) se calculan maltiplicando
los vulores de las concentraciones basales por las tasas fraccionales
de turnover, y son la media * la desviacién estandar. Cada punto
representa a un animal. Significacidén estadistica (test t de Student):
X p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA XXIV. TURNOVER DE DOPAC, MHPG Y 5-HIAA EN EL TALAMO
POSTERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO
CON PROBENECID.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)

Metab. Adulto Viejo Adulto Viejo
DOPAC 0,24 + 0,03 0,18 + 0,01 0,30 + 0,03 0,27 £ 0,03
K (10) (11) %
MHPG 0,34 * 0,02 0,33 £ 0,02 0,38 + 0,03 0,39 £+ 0,04
(11) (11)
5-HIAA 2,75+ 0,23 2,66 + 0,24 3,60 £ 0,39 5,08 + 0,42
(12) (12) *x

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media t desviacién estan-
dar de 4 animales independientes. El turnover se ha calculado en un
unico intervalo (0-10-20 minutos) para el DOPAC (ver fig. 22 C), el
MHPG (ver fig. 24 B), y el 5-HIAA (ver fig. 256 C). Las tasas de
turnover (rmel/g/h) son la pendiente * desviacidén estandar de la
recta de regresidén calculada para el nimero de puntos que figura
entre paréntesis. Cada punto representa a un animal. Significacién
estadistica (test t de Student): x p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se
comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA XXV. CONCENTRACIONES BASALES Y TASA DE ACUMU-
LACION DE 5-HTP EN EL TALAMO POSTERIOR DE RATAS
ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON NSD-1015.

Conc. basal (nmol/g) Turnover (nmol/g/h)
Adulto Viejo Adulto Viejo
0,15 + 0,01 0,06 £ 0,01 1,46 * 0,13 0,88 t 0,12

* (D) (6) %k

Las concentraciones basales (nmol/g) son la media t* desvia-
cién estandar de 4 animales independientes. El1 turnover se ha
calculado en un unico intervalo (0-30 minutos). Las tasas de
turnover (nmol/g/h) son la pendiente * desviacidn estandar de
la recta de regresidn calculada para el nimero de puntos que
figura entre paréntesis. Cada punto representa a un animal.
Significacién estadistica (test t de Student): X p< 0,05;
*k p< 0,01 cuando se comparan ratas adultas y viejas.
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TABLA XXVI. CONCENTRACION DE DA Y DOPAC EN EL TALAMO POSTE-
RIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015.

DA DOPAC
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 0,33 +£0,03 0,26 % 0,02 0,24 + 0,03 0,18 + 0,01
%K %K
Tratado 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,17 + 0,03 0,17 = 0,02

&2 (6) &L (5 & (7 (5)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucidén salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media + la
desviacion estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
Jjos. £ p< 0,05; £& p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA XXVII. CONCENTRACION DE NA Y NMN EN EL TALAMO POSTERI-
OR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL TRATAMIENTO CON
NSD-1015.

NA NMN
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 4,46 £ 0,10 3,92 * 0,04 0,33 £ 0,02 0,24 £ 0,02
*K KK
TfatadoA 5,01 £ 0,41 5,70 £ 0,95 0,28 £+ 0,03 0,31 0,02

£ (10) ££ (4 £ (8) &8 (8)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) y sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucidén salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media * la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
Jjos. & p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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TABLA XXVIII. CONCENTRACION DE 5-HT Y O5-HIAA EN EL
TALAMO POSTERIOR DE RATAS ADULTAS Y VIEJAS TRAS EL
TRATAMIENTO CON NSD-1015

5-HT 5-HIAA
Adulto Viejo Adulto Viejo
Control 2,82 0,44 2,40 + 0,24 2,7+ 0,23 2,66 £ 0,24
. *
Tratado 4,08 0,16 2,96 + 0,41 1,45+ 0,10 1,43 * 0,12
£8 (B) £ (B) %Xk &L (7) £2 (4)

El grupo problema fue tratado con NSD-1015 (75 mg/Kg) vy sacrificado
a los 30 minutos. El grupo control fue tratado con solucién salina
y sacrificado a los 30 minutos. Los resultados son la media *  1la
desviacién estandar de las concentraciones (nmol/g). El nimero de
animales controles usado fue 4. El1 nimero de animales tratados
figura entre paréntesis. Significacién estadistica (test t de
Student): * p< 0,05; %k p< 0,01 cuando se comparan adultos y vie-
Jjos. £ p< 0,05; ££ p< 0,01 cuando se comparan controles y tratados.
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4. DISCUSION



4.1. ACTIVIDADES ENZIMATICAS
4.1.1. TRJPTOFANO HIDROXILASA

La 1transformaci6n de Trp en 5-HTP es considerada el paso limi-
tante én, iéféintesis de 5-HT. Esta reaccién estd catalizada por 1la
enzima TPH. Hemos medido la actividad TPH en las dreas de la via
visual durante el desarrollo postnatal de la rata. En general, todas
las areas muestran un mantenimiento o un aumento de la actividad a 1lo
largo del desarrollo postnatal. Asi, el geniculado lateral no presenta
cambios significativos de actividad entre 1 y 6 meses de edad de la
rata, mientras que el resto de las estructuras visuales muestra un
incremento de actividad entre estas edades. Santiago y col., (1987)
encontraron qQue los niveles de 5-HT aumentaban en el geniculado late-
ral vy el coliculo superior, pero no en el talamo posterior ni en la
corteza visual. Esta discordancia entre los niveles de 1la actividad
TPH y las copcentraciones de la 5-HT no es extrafia en tanto que la TPH
~In vivo ho_esté saturada por su sustrato, y la cantidad de enzima no
parece ser, en principio, el factor limitante de la sintesis de &-HT
(Boadle-Biber, 1982). Teniendo en cuenta estos datos, podemos apuntar
hacia una regulacidn in vivo de la actividad TPH independientemente de
factores tales como la cantidad total de enzima disponible, como ha
sido sugerido por varios sutores (Hamon y col., 1978; Kuhn y col.,

1978; Kuhn y col., 1880; Hamon y col., 1981).

4.1.2. TIROSINA HIDROXILASA
La tirosina hidroxilasa es propuesta habitualmente como enzima
limitante de la sintesis de catecolaminas (Levitt y col., 1865). En

las estructuras de la via visual, la TH muestra un perfil de actividad
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muy claro, con un aumento continuo durante todo el desarrolloc -postna-
tal. Los valores de actividad son muy similares en las cuatro estruc-
turasw éstudiaaas. Este aumento de actividad durante el desarrollo
coincide ‘con un aumento de los niveles de DA in vivo en el coliculo
superior y en el tdlamo posterior, pero no en el geniculado lateral ni
en la corteza visual (Santisgo y col., 1989). La literatura existente
sobre la actividad TH muestra datos opuestos, ya que se ha informado
de aumento, mantenimiento y descenso de la actividad en diferentes
dreas cerebrales (McGeer y McGeer, 1976; Reis, 1977; Algeri y col.,
1977). Esta diversidad en los datos puede ser un reflejo de las dife-
rentes condiciones de ensayo utilizadas por los distintos autores (Joh
y col., 1988), 1lo que significaria que la medida de 1la actividad
enzimatica in vitro no seria un buen parametro para la valoracién de
su actividad fn vivo. Por otra parte, existen diferentes mecanismos de
regulacion dé la actividad TH, tanto a corto (Atkinson y col., 1987)
como & largé plazo (Lewis y col., 1987) que pueden estar modificando

1la actividad de la enzima.

4.1.3. MONOAMINO OXIDASA

La degradacién de serotonina y catecolaminas es catalizada por la
MAO. Se asume que la enzima MAO existe en varias formas (Collins y
col., 1970; ang y Neff, 1973). Las que adquieren mayor interés para
nosotros son las formas A y B, ya que la primera parece catalizar
preferentemente la desaminacién de 5-HT y NA (Yang y Neff, 1974; Yu,
1986) en tanto que la segunda cataliza la degraddcién de DA (Yu,
1986). E1 perfil de desarrollo y los valores de la actividad MAO A son

muy similares en las cuatro estructuras de la via visual. A los 15
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dias de‘gdad de la rata, la enzimavpresenta ya sué valores adultos, vy
se mantienétsin cambios hasta los tres meses de edad. La actividad
MAO A disminuye desde este momento, observéndose su actividad minima a
los dos afios de edad. La actividad es significativamente menor en el
animal viejo que en el adulto en todas las estructuras estudiadas.
Estas observaciones estén de acuerdo con las de otros autores (Mackay
1’4 col.,.1878). El descenso generalizado de la actividad MAO A encon-
trado en las estructuras de la via visual no muestra una buena corre-
lacidén con las concentraciones de los productos de su catalisis. Asi,
los niveles de 5-HIAA descienden durante el desarrollo y el envejeci-
miento en el tdlamo posterior y en la corteza visual, y se mantienen
sin cambios significativos en el coliculo superior y en el geniculgdo
lateral, mientras que 1los niveles de MHPG permanecen sin cambios
significativos durante el desarrollo postnatal y el envejecimiento en
todas las estructuras de la via visual (Santiago y col., 1983). La
actividad MAO A en el cerebro es fundamentalmente intraneuronal
(Jarrott é Iversen, 1971), y su descenso puede ser un indice de 1la
pérdida de actividad neuronal. Sin embargo, la actividad MACO A no
parece ser limitante en el cerebro, por lo cual este descenso de la
actividad durante el envejecimiento puede qQue no tenga repercusiones
sobre la degradacidén de las monoaminas.

La actividad MAO B muestra un aumento constante durante todo el
desarrollo postnatal & el envejecimiento en todas las estructuras de
la via visual excepto en el coliculo superior, en el que desciende
entre los B meses y los 2 afios de edad. Este aumento de la actividad
ha sido descrito en otras areas cerebrales (Gottfries‘y col., 1974;
Venero y col., 1983). Como se ha discutido previamente para la MAO A,

el perfil de la actividad MAO B no coincide en todas las dreas de la
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via visual con 1la evolucidén de la concentracién de los productos
derivados de su actividad, ya que el DOPAC sélo muestra aumentos en su
concentracién en la corteza visual y en el coliculo superior, en tanto
que en el tdlamo posterior y en el geniculado lateral permanece sin
cambios (Santiago, 1989).

La actividad MAO B, al contrario que la MAO A, parece estar situada
en la glia (Yu, 1986). Es sabido que la glia aumenta durante todo el
desarrollo y el envejecimiento, lo cual podrias explicar el sumento de
la actividad MAO B encontrado por nosotros y otros autores (Robinson y
col., 1877; Venero y col., 1989).

El indicevenfre las actividades MAO A y MAO B muestra que la sac-
tividad MAO predominante en las estructuras de la via visual es la MAO
A. Este indice se mantiene sin cambios significaticvos hasta los tres
meses de desarrollo postnatal, y desciende posteriormente hasta el
envejecimiento. La disminucidén de este indice se debe al descenso de
la actividad MAO A junto con un aumento de la actividad MAO B. Estos
datos estdn de acuerdo con el ya mencionado aumento de la glia durante
él envejecimiento y la pérdida de capacidad metabélica en algunos de
los sistemas neuronales. Como ya se ha discutido previamente, parece
que ninguna de las dos formas de actividad MAO es limitante in vivo,
con lo que el descenso de este indice puede no tener unas repercu-
siones importantes en el metabolismo de las monoaminas. No obstante,
hay que tener en cuenta que algunas sustancias inhibidoras de la
actividad MAO se han empleado como farmacos en el tratamiento de
desérdenes depresivos. Estos farmacos se administran en principio como
inhibidores de 1la actividad MAO A con el objetivo de aumentar las

concentraciones endégenas de 5-HT. La alteracidn de la actividad MAO
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durante el envejecimiento, con el ya mencionado/descenso del indice
MAO A/MAO B, puede alterar la sensibilidad de los sistemss ne&ronalas
hacia estos compuestos. Es ya conocido que los individuos viejos
muestran una alteracidén en la respuesta hacia los farmacos (Bender,
1970; Kent, 1976; Beck, 1978). Este conjunto de datos apunta hacia la
necesidad de una correcta evaluacidén en los individuos de edad avanza-
da de la situacidén metabdélica de los sistemas neuronales implicados en

estos desdrdenes y sometidos a este tipo de tratamientos.

4.2. TURNOVEﬁ DE AMINAS BIOGENAS
4.2.1. VIA GENICULADA

Nuestro estudio muestra cambios relacionados con la edad de las
momoaminas en las estructuras de la via visual geniculada (geniculado
lateral y corteza visual). Se dispone de pocos datos sobre los cambios
de las monoaminas relacionados con la edad en estas estructuras. Es
necesario recordar que al menos el 50% de las células ganglionares
v(células de la retina cuyos axones conforman el nervio d6ptico) emiten
proyecciones que alcanzan al micleo geniculado (Linden y Perry, 1983).
Ademds, ha sido puesta de manifiesto la existencia de una degeneracidn
retiniana en el envejecimiento (Cano y col., 1986). Por 1lo tanto,
durante el envejecimiento cabria esperar cambios en los circuitos del
geniculado. Algunos trabajos previos realizados en nuestro departamen-
to (Santiago y col., 1987; Santiago y col., 1988) mostraron que estos
cambios son relativamente escasos. Esto puede deberse al hecho de que
la transmisién en el nucleo geniculado estd fuertemente modulada.
Ademsds, el nicleo geniculado recibe una serie de aferencias que en
conjunto superan largamente en nimero a las terminales procedentes de

la retina (Guillery, 1967). No se conoce bien la funcién de las pro-
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yvecciones masivas desde la corteza visual al geniculado. La capa VI de
la corteza visual envia proyecciones al geniculado lateral que superan
en nimero total de fibras a las proyecciones de geniculado a corteza.
Ademds, los campos visuales de las neuronas del geniculado difieren
poco de las correspondientes retinianas. De hecho, no sélo el genicu-
lado lateral sino el resto de las estructuras de la via visual presen-
tan una organizacién retinotdépica. Ya que la funcién de estas proyec—
ciones corticofugales no estd clara, se ha propuesto que el geniculado
actia sé6lo como una estacidén de relevo entre la retina y la corteza
visual. Por el contrario, se ha propuesto también que la complejidad
de los circuitos neuronales del geniculado puede ser una prueba de que
esta estructura lleva a cabo un complejo procesado de la informacién
visual procedente de la retina (Koch, 1887).

El envejecimiento no parece tener un efecto uniforme sobre las
estructuras de 1a via geniculada, ya que los niveles de las aminas
bidgenas muestran mds cambios en la corteza visual que en el nacleo
geniculado. Asi, los niveles basales de DA son bajos en ambas estruc-
turas, siendo mds bajos en la corteza visual que en el geniculado.
Nosotros encontramos unos valores de la razén NA/DA en ambas estructu-
ras (4.8 en geniculado y 14.3 en corteza visual) que son compatibles
con la presencia de la DA como precursor de la NA. Sin embargo, los
cambios observados en la DA y la NA durante el envejecimiento no son
paralelos. Esto parece indicar que la DA, a parte de ser el precursor
de la NA, podria tener por si misma algin papel fisioldgico en la via
visual, tal y como ha sido sugerido por otros autores (Reader y col.,
1976; 5Saldate y Orrego, 1977; Phillipson y col., 1987). Ademds, la

formacién de DOPAC en la corteza visual podria ser reflejo de una

111



sas en nomero podria otorgar a la DA un papel mds modulatorio que de

verdadero neurotransmisor, como se ha sugerido en la retina. En esta
estructura, la DA actua controlando la transmisién entre las células
horizontales. Las sinapsis que tienen lugar entre estas células son de
tipo eléctriéo. La accidén moduladora de la DA sobre este tipo de
sinapsis perﬁite a 15 retina realizar un procesado previc de la infor-
macién visual antes de que las células ganglionares la envién al
nicleo geniculado. Existe un cuerpo de datos bastante s6lido que
sugiere gque en la corteza visual la DA podria participar en las fun-
ciones visuales formando parte de un circuito de retroinhibicién que
regularia 1la actividad aferente del geniculado (Nauta y col., 19%4;
Lund y col., 1975; Updyke, 1977; Sefton y col., 1981; Gilbert, 1883).
En la corteza visual de los animsles viejos, la concentracion de DA
llega casi a duplicar la que se encuentra en los animales adultos. Sin
embargo, las medidas del turnover de DA tras el tratamiento con pargi-
lina muestran que este es menor en el animal viejo que en el adulto.
El DOPAC muestra un comportamiento opuesto, ya que si bien la concen-
tracién basal es mayor en los adultos, tanto la tasa fraccional como
la tasa de turnover son significativamente mayores en los viejos tras
el tratamiento con pargilina. Como ya hemos comentado, nuestros datos
muestran también un aumento de la actividad MAO B en esta estructura a
lo largo del envejecimiento. Este conjunto de datos parece sugerir un
aumento de lé degradacién de DA a través de DOPAC. El1 turnover de
DOPAC medido tras la administracidén de probenecid parece apuntar
también en este sentido. Asi, la tasa de acumulacién de DOPAC es mayor

en la corteza visual de los animales viejos que en la de los animales
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adultos, 1lo que sugeriria una mayor eliminacién direéta de DOPAC, es
decir, sin ser degradado hasta HVA.

El geniculado lateral muestra un comportamiento opuesto al de la
corteza visual, con una disminucién significativa en la tasa de acumu-
lacién de DOPAC de los animales viejos tras el tratamiento con probe-
necid. En este nicleo, la tasa fraccional de turnover del DOPAC tras
la administracién de pargilina es menor en los animales viejos que en
los adultos, aunque la tasa de turnover no experimenta cambios signi-
ficativos. De esto y de los datos de turnover de DA, puede deducirse
un clilerto enlentecimiento de la via dopaminérgica en el nmicleo genicu-
lado. Este comportamiento opuesto de la via dopaminérgica en dos
estructuras tan interrelacionadas funcionalmente parece estar de
acuerdo con la participacién de la DA en un circuito de retroinhibi-
cién que controlaria la actividad de estas dos estructuras, principal-
mente del nicleo geniculado lateral. Esta alteracidn del turnover de
DA en 1los animales viejos éuede tener repercusiones sobre las fun-
ciones en las cuales la DA parece tener participaién. Asi, el circuito
de retroinhibicién antes mencionado podria verse afectado en los
animales viejos por un flujo menor de DA. Este descenso en el turnover
de DA no tiene paralelismo con el de la NA, lo cual puede apoyar 1la
idea de que 1la DA tiene, al menos en la corteza visual, un ‘papel
fisiolégico independiente de su utilizacién como precursor de la NA.

En contraste con las bajas concentraciones de la DA, la NA mues-
tra altas concentraciones en ambas estructuras. En el nacleo genicula-
do, 1la concentracién basal de NA es inferior en los animales viejos
que en los adultos. En la corteza visual, las concentraciones basales

son similares en ambos grupos. El turnover de NA tampoco muestra
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diferencias entre los animales adultos y los viéjos- en ninguna de
estas dos estructuras. Sin embargo, durante el envejecimiento éanto el
turnover del MHPG (el principal metabolito de la NA) como la razén
MHPG/NA dismﬁnu&en en el micleo geniculado y aumentan en 1la corteza
visual, lo cual podria indicar una alteracién relacionada con la ' edad
del metabolismo de la NA. La NA juega un papel importante en la plas-
ticidad de la corteza visual (Sillito, 1986), y ha sido propuesta como
neuromodulador cortical (Reader, 1978; Woodward y col., 1978). Es
sabido que la corteza estriada proyecta hacia el geniculado esencial-
mente a través de las células piramidales (Lund y col., 1875). Asi
mismo, las células piramidales son la disna principal del sistema
noradrenérgico en la corteza visual. Por lo tanto, en el geniculado
hay una influencia noradrenérgica a través de la corteza visual. Los
cambios plasticos en la corteza visual en los que interviene la NA
podrian influir sobre los neurotransmisores que se encuentran en el
nicleo geniculado. Ademés, la NA ejerce un papel modulatorio, modifi-
cando la respuesta de las células diana a otros impulsos (Rogawski vy
Aghajanian, 1980a). La transmisién nerviosa del geniculado recibe una
poderosa influencia moduladora por parte de la inervacidn noeadrenér—
gica procedente del locus coeruleus. La NA parece tener un efecto
inhibidor sobre las interneuronas, debido fundamentalmentev a una
modificacién en la capacidad de respuesta de estas células. Por tanto,
estos cambios en el metabolismo de la NA pueden modificar el control
ejercido por esta monoamina. Como se ha mencionado previamente para la
DA, las dos éstructuras de la via visual muestran un comportamiento
opuesto en las modificaciones relacionadas con la edad del turnover de
NA vy sus metabolitos, lo que apoyaris el papel de molécula moduladora

que se atribuye a la NA en estas estructuras.
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La 5-HT sé encuentra en concentraciones altas ianto en el geni-
culado como en la corteza visual. En los animales viejos, el metabo-
lismo de la 5-HT muestra mds cambios en la corteza visual que en el
geniculado. En la corteza visual, el nivel basal de 5-HT es superior
en los animales viejos que eﬁ los adultos, pero el turnover de S-HT
muestra el comportamiento opuesto, siendo superior en los animales
adultos que en los viejos. Este comportamiento opuesto entre los
cambios en el nivel basal el nivel basal y el turnover de 5-HT que se
observa en la corteza visual de los animales viejos al compararlos con
el de los adultos, parece deberse al aumento de la sintesis de 5-HT
Junto con un descenso de su degradacién. El aumento de la sintesis de
5-HT se confirma siguiendo el perfil de la actividad TPH durante el
desarrollo postnatal. Como ya se ha discutido previamente, la activi-
dad de esta enzima aumenta durante todo el periodo de tiempo estudia-
do. En edades posteriores (2 afios), la tasa de sintesis de 5-HT se
mide mediante 1la tasa de acumulacién del 5-HTP tras el uso de NSD-
' 1015, encontrandose que la tasa de acumulacidén de los animales viejos
.es significativamente mayor que la de los adultos. El descenso de la
degradacién puede encontrar apoyo experimental en la medida de la
actividad 1AD A. Esta enzima, clave en la degradacién de la 5-HT,
muestra un descenso en su actividad a lo largo del desarrollo postna-

tal, con el minimo de actividad observado a los 2 afios. Este punto
se ve confirmédo por el comportamiento del 5-HIAA, ya que aunque sus
concentraciones basales no presentan cambios entre adultos y viejos,
su turnover si es inferior en estos 1ltimos, ya que descienden tanto
la tasa fraccional como la tasa de turnover tras el tratamiento con

pargilina como su tasa de turnover tras el tratamiento con probenecid.
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En el nacleo geniculado, la concentracidén basal de 5-HT no -muestra
cambios con el envejecimiento, y tampoco lo hace su turhover. El
mantenimiento de la sintesis de 5-HT se ve reflejado en el perfil de
desarrollo de la TPH, la cual, como se ha discutido anteriormente, no
muestra un aumento significativo a lo largo del desarrollo. Tampoco la
tasa de acumulacidén de 5-HTP tras el tratamiento con NSD-1015 presenta
cambios significativos durante el envejecimiento. Este mantenimiento
del metabolismo de 5-HT se ve confirmado al analizar el comportamiento
del 5-HIAA. Asi, s6lo la concentracién basal de este compuesto muestra
cambios (concretamente una disminucidén) en los animales viejos. El
turnover de 5-HIAA no presenta cambios entre ambos grupos. Como hemos
discutido previamente, esto parece entrar en contradiccién con 1la
observada disminucidén de la actividad MAO A en esta estructura. Sin
embargo, esta contradicecidén puede ser tan s6lo aparente, ya que como
hemos mencionado anteriormente, la actividad MAO A no parece ser un
paso limitante en la degradacidén de la 5-HT. De este conjunto de
détos puede deducirse que el sistema serotoninérgico se encuentra mas
afectado por el envejecimiento en la corteza visual que en el nicleo
geniculado, estructura esta 1dltima en la que no hemos encontrado
cambios significativos.

De Lima vy 'Singer (1987) observaron que en el geniculado, unos
pequerios perfileé dendriticos que son la diana prioritaria de las
sinapsis serotoninérgicas estaban inervados principalmente por proyec-
ciones corticofugales. Por 1lo tanto, sugirieron que las sinapsis
serotoninérgicas modulaban preferencialmente la eficacia de este
sistema de retroalimentacién. Tebecis y DiMaria, y kemp y col., con-

cluyen que la 5-HT actua postsindpticamente en el geniculado, facili-
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tando a neuronas que se identifican como interneuronas (Satinsky,
1867; Rinaldi y col., 1975). La funcién de estas interneuronas parece
ser critica para el procesado en el nicleo geniculado de la informa-
cién procedente de la retina. Como se ha mencionado antes, la via
noradrenérgica coeruleogeniculada ejerce una fuerte influencia modula-
dora sobre la transmisidén en el geniculado, influencia que en muchos
casos es opuesta a la ejercida por la 5-HT. Se ha propuesto (Pasik vy
col., 1988) que en el geniculasdo, la 5-HT se libera ante todo de
varicosidades no sindpticas, actuando sobre las membranas de las
neuronas de proyeccién probablemente a través de receptores 5-HT1,
resultando en una disminucién de la excitabilidad de estas neuronas.
Ademds, 1la 5-HT liberada sindpticamente excitaria 1las interneuronas
via receptores 5-HT,. Estas interneuronas inhiben a las' neuronas de
proyeccién a través de un mecanismo mediado por GABA, con lo cual el
control ejercido por la 5-HT sobre la actividad de las neuronas de
proyeccion dei‘geniculado lateral es doble. Por el contrario, 1la NA
tiene un efecto excitador sobre las células de proyeccién y un efecto
inhibidor sobre las interneuronas. Este efecto parece ser debido a una
inhibicién de las interneuronas, lo que conlleva una desinhibicidén de
las neuronas de proyeccién (Satinski, 1967).

Nuestros resultados muestran que la razén entre las tasas de
turnover de 5-HT y NA desciende en ambas estructuras cuando se compa-
ran los animales viejos con los adultos, aunque los términos de esta
razén varian de forms diferente en ambas estructuras. En el geniculado
lateral, la disminucién de la razdn 5-HT/NA se debe a un aumento del
turnover de NA, en tanto que en la corteza visual la disminucién de la
razén 5-HT/NA se debe al descenso en el turnover de 5-HT frente al

mantenimiento del turnover de NA. De este modo, el decrecimiento de
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esta razdn podria conducir a una perturbaciéon del equilibrio funcional
entre los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico, con la consi-
guiente alteracidn en la funcién del geniculado lateral.

Parece probable que los grupos de células laterales del nucleo
dorsal del rafe contengan una subpoblacién neuronal gque proyecta
especifica y conjuntamente al niicleo geniculado lateral y al coliculo
superior, y quizas también a otras &reas visuales, como por ejemplo la
retina. |

El significado funcional de las proyecciones serotoninérgicas del
nucleo dorsal del rafe al geniculado lateral y al coliculo superior
esta por clarificar. Otros factores deben considerarse. Por ejemplo,
se ha mostrado que hay diferentes receptores para la 5-HT en el nicleo
geniculado lateral y en el coliculo siperior, y que estén heterogé-
neamente distribuidos (Marcinkiewicz y col., 1984; Pazos y Palacios,
1985; Pazqs y:cOl., 1985). Por lo tanto, la serotonina puede ejercer
diferentes efectos en estas regiones. Seria también interesante esta-
blecer si 1las neuronas serotoninérgicas en las zonas laterales del
nicleo dorsal del rafe contienen o no otros neurotransmisores. Otro
asunto es el papel de las proyecciones no serotoninérgicas gque se
originan en el nicleo dorsal del rafe. De hecho, .las proyecciones
serotoninérgicas y las no serotoninérgicas pueden actuar de una forma
integrada mediando los mecanismos de control en el geniculado lateral
y en el coliculo_superior, y esta integracidén puede involucrar a las
dos estructuras médiante las ramificaciones de las neuronas del nicleo
dorsal del rafe que proyectan a estas dos estructuras.

La serotonina también ha sido estudiada en la corteza visual y en

la retina. Asi, en la rata se han descrito fibras 5-HT-immunoreactivas
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en el neocortex (Lidov, 1980) y se ha informado que estan presentes en
todas 1las capas de la corteza visual (Parnavelss , col., 1987). Ade-
mas, en la rata se han demostrado proyecciones desde el nicleo lateral

del rafe hasta la corteza visual (Castaneyra-Perdomo, 1884).

4.2.2.VIA EXTRAGENICULADA
4.2.2.1. COLICULO SUPERIOR

Los niveles basales de 5-HT en esta estructura son menores en los
animales viejos que en los adultos. Esta diferencia de concentracién
podria significar que ha habido una disminucidén del numero de neuronas
o una pérdida de la capacidad de almacenamiento de 5-HT por parte de
1és neurocnas. La razén entre la concentracién basal de 5-HT y 1la
tasa de hidroxilacién del triptéfano in vivo es un buen indicativo de
la capacidad de almacenamiento de 5-HT por parte de las neuronas
serotoninérgicas (Hamon y Bourgoin, 1982). El valor de esta razdn es
de 0,87 en los animales adultos y 0,60 en los viejos. Este dato parece
indicar que existe una pérdida real de la capacidad de almacenamiento
de 5-HT en el coliculo superior de los viejos.

La tasa de sintesis de 5-HT, medida como acumilacién de 5-HTP tras
el blogqueo de 1la AADC con NSD-1015, no muestra cambios entre 1los
animales adultos y los viejos. Este hecho se confirma con la medida de
la acumulacién de 5-HT tras el uso de pargilina, ya que los valores de
turnover no muestran diferencias entre los animales adultos y los
viejos. La degradacién de 5-HT tampoco parece estar afectada por el
envejecimiento, ya que la tasa fraccional de turnover medida tras el
blogqueo de la MAO mediante pargilina es mayor en los animales viejos
que en los adultos, y la tasa de turnover es similar en ambos grupos.

Podemos utilizar la razén tasa de desaparicion de 5-HIAA/concentracion
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basal de 5-HT como indicativo de una tasa fraccioﬁal general del
sistema serotoninérgico (Nissbrandt y Carlsson, 1987). El cdlculo de
esta razdén muestra unos valores de 0,95 h~1 para los animales adultos
v 1,31 h1 para los animales viejos. Estos valores son similares a los
va comentados de la tasa fraccional de turnover de 5-HIAA. Este aumen-
to se debe a la disminucidén de la concentracién basal de 5-HT y no a
un aumento del turnover. La tasa de turnover del 5-HIAA medida tras la
administracion de probenecid es menor en los animales viejos que en
}os adultos. Esta discrepancia entre los valores del turnover de
5-HIAA calculados tras los tratamientos con pargilina y probenecid
puede déberSefa modificaciones en el proceso de conjugacién inducidas
por el probenecid. E1 probenecid puede alterar también la captacidn de
triptéfano por parte de las neuronas, lo que modificaria las tasas de
sintesis y degradacidén de la 5-HT.

En general, podemos concluir que el sistema serotoninérgico no se
ve afectado durante el envejecimiento en su capacidad funcional,
‘aunque si parece estar disminuida la capacidad de almacenamiento. Se
ha observado que la 5-HT incrementa la glucogenolisis en el cerebro
(Magistretti, 1988), que puede interactuar con factores de crecimiento
nervioso (Patel y Lewis, 1988) y que actua en el control de la activi-
dad fisiolégica.@el tectum (Segu y col., 1886).

En principio,‘no se debe esperar ninguna alteracidn de estas fun-
ciones dependientes de la 5-HT durante el envejecimiento, ya que si
bien la conéentracién basal de 5-HT e incluso la cspacidad de almace-
namiento es menor en los viejos, estos no muestran Ainguna disminucién
en el turnover de 5-HT, manteniéndose la capacidad de sintesis vy

utilizacién de la 5-HT por parte de las neuronas serotoninérgicas a
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unos niveles similares a los del animal adulto. Por otra parte, la
5-HT puede estar ejerciendo funciones tréficas en el coliculo superior
de 1la rata. Estas funciones tampoco deben verse afectadas durante el
envejecimiento, ya que el sistema serotoninérgico en el coliculo
superior muestra unos niveles de actividad similares en los animales
adultos y los viejos.

El coliculo superior recibe una clara inervacidn catecolaminérgica
desde el tronco cerebral. La razén NA/DA tiene unos valores de 3,4 ¥y
3,8 para los animales adultos y los viejos respectivamente, lo cual
parece indicathue esta estructura es fundamentalmente noradrenérgica,
actuando 1a DA simplemente como precursor de la NA. Esto estd de
acuerdo con las observaciones de otros autores, ya que el coliculo
superior es una estructura que no se asocia generalmente con la iner-
vacién dopaminérgica (Weller y col., 1987). Sin embargo, los trata-
mientos con pargilina y probenecid muestran gue los valores del turn-
over de DA y NA no son paralelos, como se esperaria en el caso de que
“la DA actuara simplemente como precursor de la NA.

Los niveles'de DA son bajos en el coliculo superior comparados con
los observados en otras estructuras no visuvales (Santiago y col.,
1987b; Venero y col., 19839), v no presentan diferencias entre los
animales adultos y los viejos. Tras la administracidén de pargilina, la
acumulacién - de DA se produce en dos intervalos tanto en los animales
adultos como en los viejos. En el primer intervalo, se observa una
acumulacién répida, mayor en los animales adultos que en los viejos;
en el segundo, la acumulacidn es menor que en el primer intervalo, y
en el caso de los viejos practicamente inexistente. Estos resultados
apoyan la existencia de dos compartimentos diferentes de DA en el

coliculo superior, tal y como se ha descrito previamente en estructu-
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ras dopaminérgicas (Glowinski, 1975). En los animales viejos "no se
observa una acumulacién significativa de DA a partir del minuto 10, lo
que parece indicar que este segundo compartimento estd modificado en
los animales viejos, pudiendo llegar incluso a no ser funcional.

Los niveles basales de NA no muestran cambios entre los animales
adultos y los viejos, aunque la tasa de acumulacién de NA calculada
tras la- administracién de pargilina es mucho menor en los animales
viejos que enﬂlos adultos. Ademds, la razén MHPG/NA es menor en los
animales viejos que en los adultos, lo que parece indicar una dismi-
nucién en la utilizacién de la NA. El turnover de todos los metaboli-
tos de la NA es menor en los animales viejos que en los adultos. Este
conjunto de datos muestra que los sistemas catecolaminérgicos se
encuentran afectados por el envejecimiento, observdndose una clara
disminucién de su actividad. No obstante, el comportamiento de la DA
y sus metabolitos no es paralelo al de la NA y sus metabolitos, lo que
puede estar indicando que la DA, a parte de ser el precursor de la NA,
puede tener por si misma algin papel fisioldgico en el coliculo supe-
fior, como también hemos discutido previamente para la corteza visual.

Al igual que ocurre con otras estructuras (Hassler y Bak, 1969),
el funcionamiento correcto del coliculo superior puede depender entre
otros faotoreé de la interaccidn de los sistema catecolaminérgicos ¥y
serotoninérgico. La interaccidn 5-HT-NA puede ser importante (como Vya
se discutid en el geniculado), va que es bien conocida la modificacidn
que in vivo ejerce la estimulacién serotoninérgica sobre la actividad

del locus coeruleus.
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.4.2.2.2. TALAMO POSTERIOR

El talamo Juega un importante papel como estructura de relevo
entre las aferencias sensoriales y la corteza cerebral (Jones, 1985).
Esta estrhcturalmuestra una gran dependencia de las aferencias reti-
nianas;.~cerca;dé1 80% de las células ganglionares proyectan sobre el
tdlamo medisnte colaterales que también alcanzan al coliculo superior.
Asi mismo, hay conexiones corticotaldmicas y talamocorticales que son
muy importantes en el control del funcionsmiento de ambss estructuras.
Las monoaminas estdn implicadas en el control de las funciones talami-
cas y en las interconexiones corticotalamicas y talamocorticales.

El tédlamo muestra comportamientos opuestos a los de la corteza
visual cuando se comparan las concentraciones basales y las tasas de
turnover de las diferentes sustancias estudiadas. Asi, las concentra-
ciones basales delserotonina no muestran cambios significativos cunando
se comparan adultos y viejos. El cdlculo de la razén concentracién
basal de 5-HI/tasa de hidroxilacién de triptofano, 'utilizada como
indice de la capacidad de almacenamiento de las neuronas serotoninér-
gicas (Hamon vy Boﬁrgoin,v1982), da unos valores de 1,93 hy 2,73 h
para los animales adultos y los viejos respectivamente. La tasa de
sintesis de 5-HT, calculada como acumulacién de 5-HTP tras la adminis-
tracién de NSD-1015, es significativamente menor en los animales
viejos que en los adultos. Sin embargo, la tasa de acumulacién de S5-HT
tras el tratamiento con pargilina es significativamente mayor en los
animales viejos que en los adultos, al igual que la tasa fraccional y
la tasa de turnovér del 5-HIAA. La razén tasa de desaparicién de
5-HIAA/concentracion basal de 5-HT es’indicativa de una tasa frac-

cional general del sistema serotoninérgico (Nissbrandt y Carlsson,
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1987). Esta razdn da unos valores de 1,65 h™! para el animal aduiu”’
2135 h“; para el animal viejo respectivamente. Este conjunto de datos
es céntrédigtgrio, va que resulta dificil establecer una condicién
fisiolégica que permita explicar que la tasa de sintesis de 5-HT en
los animales viejos es menor que en los adultos al mismo tiempo que la
concentracién basal de 5-HT permanece sin cambios y las tasas de
turnover de 5-HT y 5-HIAA (que tomadas en conjunto son un indice de la
utilizacidn y degradacion de la 5-HT) aumentan en los animales viejos
con respecto a los controles adultos. Una posible explicacidn a estos
datos seria que el tratamiento con NSD-1015 tuviera efectos distintos
en los animales adultos vy en los viejos. Diferencias en el porcentaje
de inhibicién de la AADC o del tiempo que tarda en alcanzarse una
inhibicién total, conllevarian una medida alterada de la tasa de
sintesis. De esta forma, podriamos estar subvalorando la tasa real de
sintesis de '1a 5-HT en esta estructura, como ya se mencioné en la
introduccidén de este estudio. Asi, una tasa de sintesis de 5-HT igual
o superiors en los animales viejos a las registradas en los animales
adultos nos llevarian a la conclusidén de que el sistema serotoninérgi-
co no se ve afectado durante el envejecimiento es esta estructura,
llegando incluso & mostrar una cierta aceleracidén, como ya se ha’
discutido para otras estructuras, y estando de acuerdo con observa-
ciones previas que indican que el sistema serotoninérgico se ve poco
alterado durante el envejecimiento. Es necesario recordar que algunas
sustancias inhibidoras de la AADC (como el carbidopa) se utilizan como
coadyuvantes en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. En el
caso de que existiera un verdadero efecto diferencial de estas sustan-

cias inhibidoras de la AADC entre los individuos adultos y los vie-
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‘
j;s, los tratamientos antiparkinsonianos podrianvtener un - resultado
diferénte‘aljdgseado. Se hace por tanto necesario un estudio profundo
de la compleja farmacodinamia de estos compuestos en los individuos
viejos antes de su uso en el tratamiento de seres humanos.

La DA no muestra cambios significativos entre los animales adultos
vy los viejos ni en la concentracién basal ni en la tasa de acumulacidn
tras el tratamiento con pargilina. Sin embargo, la concentracidn basal
de DOPAC, asi como su tasa fraccional y su tasa de turnover tras el
tratamiento con pargilina descienden en los animales viejos. Sin
embargo, el tdlamo no es un drea a la que se considere generalmente
asociada a la inervacién dopaminérgica, como lo demuestran las bajas
concentraciones de DA y DOPAC encontrados, y los bajos indices de
turnover calculados. Por tanto, esta bajada en la tasa se turnover de
DOPAC en los animales viejos puede no ser representativa de un tur-
nover alterado de DA, en tanto que esta sustancia, al contrario de 1lo
discutido para otras estructuras, parece actuar en el télamo como
simple precursor en la sintesis de NA.

El télamo posterior presenta una clara inervacién noradrenérgica
procedente del locus coeruleus. Esta estructura es 15 que presenta uns
mayor concentracién basal de NA, asi como las tasas de turnover mas
altas de las estructuras visuales estudiadas. La razén NA/DA alcanza
unos valores de 13,5 en los animales adultos y de 13,1 en los animales
viejos respectivamente. La NA muestra una bajada de su concentracién y
de su turnover en los animales viejos. La NMN muestra también descen-
sos en su concentracidén basal y en su turnover durante el envejeci-
miento. El MHPG,.principal metabolito de la NA, no muestra variaciones
en su concentracién basal, aunque tras el tratamiento con pargilina la

tasa fraccional y 1la tasa de turnover disminuyen en los animales
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viejOS"con~rés;écto a los adultos. De este conjunto de datos puede
deducirse que el sistema noradrenérgico se encuentra ralentizado en el
tdlamo posterior durante el envejecimiento.

Al discutir los resultados obtenidos en otras estructuras, hemos
puesto de manifiesto la existencia de una clara interaccién, previa-
mente sugerida por otros autores entre los sistemas serotoninérgico y
catecolaminérgico, interaccién que generalmente es de tipo antagdénico.
Esto nos permite reforzar la hipdtesis anteriormente propuesta de que
la contradiccién entre la tasa de sintesis de 5-HT y su tasa de turn-
over se debe a una alteracién inducida por el envejecimiento del

efecto del NSD-1015 scobre el tdlamo.

4.3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON NSD-1015 SOBRE LAS MONOAMINAS

El NSD-1015 actua inhibiendo a la enzima L-aminodcido aromético
descarboxilasa. El efecto esperado tras el uso de este inhibidor es
una acumulacién del sustrato previo a la descarboxilacién (L-DOPA vy
5-HTP), y una bajada de los productos correspondientes (DA y 5-HIP).
Sin embargo, estos resultados esperados discrepan de los que hemos
obtenido. Si bien hemos observado la acumulacién del sustrato previo,
no hemos encontrado la esperada bajsda de los productos posteriores a
la descarboxilacién, si no que hemos registrado acumulaciones. Hemos
observado que las respuestas iguales se agrupan mejor por vias meta-
bélicas que por estructuras. También existen diferencias entre las
respuestas de los animales adultos y de los viejos.

La DA muestra comportamientos distintos segiin la edad y la estruc-
tura estudiada. Mientras que en los animales viejos no suele haber

cambios de DA entre los animales tratados y los no tratados, en los
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animales adﬁltos*encontramos fuertes bajadas, fuertes subidas y pante—
nimiento de la concentracion de DA al comparar los animales tratados
con los no tratados.

La NA muestra mantenimiento de la concentracion tras el tratamiento
en el coliculo y en la corteza de los animales adultos y los viejos, y
aumento en ambos grupos de edad en geniculado y talamo.

La 5-HT muestra un comportamiento muy homogéneo, con aumento de su
concentracién tras el tratamiento con NSD-1015 en todas las estructu-
ras y edades estudiadas, excepto en la corteza visual de los animales
viejos, en los que no se registran cambios. |

Asi pues, podehos establecer una diferencia clara en el comporta-
miento de los sistemas catecolaminérgicos y serotoninérgico tras el
tratamiento con NSD-1015. La 5-HT presenta un comportamientc mas
homogéneo, acumulandose en las estructuras visuales estudiadas de los
animales adultos y viejos, en tanto que las catecolaminas muestran
mantenimiento, acumulaciones y descensos. Estos datos parecen apoyar a
los encontrados por otros autores, quienes sugieren la existencia de
al menos dos fofmas enzimgticas que catalizan la descarboxilacidén de
los amincécidos aromiticos (Kuntzman y col., 1962; Sims y col., 1973;
Rahman y Nagatéu, 1982). Ademds, se ha propuesto que la mayor parte de
la actividad 5-HTP descarboxilasa es sinaptosomal, en tanto que 1la
mayor parte de la actividad L-DOPA descarboxilasa estd en forma solu-
ble (Sims y col., 1973). |

E1 NSD-1015 actua como inhibidor especifico de la AADC. Su accidn
deberia ocasionar una disminucién de las concentraciones de DA y 5-HT.
En el caso de que hubiera errores en el tratamiento, o si la inhibi-
cién de la descarboxilasa no fuese total, se esperarian pequerias

bajadas en la concentracién de DA y 5-HT, o un mantenimiento de las
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mismas. Sin embargo, hemos. observado acumulaciones de 5-HT, DA ¥ NA en
los animales tratados, y este hecho no puede explicarse exclusiamente
con un comportamiento extrafio de la AADC. La acumulacién de 5-HT y DA
requiere que la inhibicidn de la AADC sea menor que una posible inhi-
bicién de la MAD, o bien que la inhibicién de esta sea més ripida que
la inhibicidn de la AADC.

La disminucion de las concentraciones de 5-HIAA y DOPAC no son
determinantes para probar la hipdtesis de la inhibicién de la MAQO por
el NSD-1015 barajada por algunos autores (Nissbrandt y Carlsson,
1987), ya que‘hna‘inhibicién de la AADC sin ninguna otra interferencia
mostraria el‘ mismo efecto. Esta hipétesis de la inhibicidén se ve
reforzada por la acumulacidén de NMN que encontramos tras el tratamien-
to con NSD-1015.

El comportamiento de la DA se acerca més a una actuacién normal del
NSD-1015 (es decir, inhibiendo exclusivamente a la AADC) que el obser-
vado en la 5-HT y la NA. Es necesario recordar que la 5-HT y la NA se
consideran sustratos de la MAO A, mientras que la DA seria metaboliza-
da por la MAO B o por ambas formas de MAO (Yang y Neff, 1974; Yu,
1986). Estos datos parecen sugerir que el efecto inhibidor del NSD-
1015 sobre la actividad MAO es mayor sobre la MAO A que sobre la MAO
B. La MAO A presenta una localizacidén fundamentalmente neuronal
(Jarrot e Iversen, 1971), en tanto que la MAO B ess fundamentalmente
glial (Yu, 1986). El supuesto efecto diferencial del NSD-1015 sobre
las actividades MAO A y MAO B puede ererse a una diferencia en el

acceso de este compuesto a la neurona y la glia.
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5. CONCLUSIONES



Cada una de las estructuras estudiadas parece tener un patrén de
envejecimiento propio con respecto al metabolismo de las monoami-

nas.

En general, los cambios relacionados con la edad de las concentra-
ciones basales de las diferentes sustancias estudiadas no coinciden

en su sentido con los cambios observados en las tasas de turnover.

En 1las estructuras estudiadas, los sistemas serotoninérgico y
noradrenérgico muestran comportamientos opuestos, especialmente en
el geniculado lateral, estructura en la que estos sistemas ejercen

efectos antagdnicos.

En las estructuras estudiadas, el sistema serotoninérgico esté
menos afectado por el envejecimiento que los sistemas catecolami-
nérgicos, y dentro de estos, el sistema noradrendrgico lo estd

menos que el dopaminérgico.

Las estructuras de 1la via geniculada muestran comportamientos
diferentes, observandose més cambios en la corteza visual que en el
geniculado durante el envejecimiento. El metabolismo de 1la NA
parece disminuir en el geniculado y aumentar en la corteza visual.
El sistema serotoninérgico se muestra mds afectado en la corteza

visual que en el geniculado lateral.

130



B.

7.

10.

En el coliculo superior, la DA parece estar distribuida en dos
compartimentos diferentes, uno de utilizacidn répida y otro lento,

estando éste Gltimo muy disminuido en los animales viejos.

El télamo posterior muestra un comportamiento opuesto al de la
corteza visual cuando se comparan los cambios de la concentracidn
basal ¥ el turnover de los diferentes metabolitos entre los ani-

males adultos y los viejos.

. La razdén NA/DA sugiere que las estructuras visuales son fundamen-

talmente noradrenérgicas, aunque en el coliculo superior y en la
corteza visnal 1la dopamina parece tener slguna funcidén indepen-
diente de su papel como precursor de la noradrenalina, como lo
indica el hecho de que en estas estructuras el turnover de la

dopamina no es paralelo al de la noradrenalina.

. E1 tratamiento con NSD-1015 produce una acumulscién inesperada de

5-HT, HNA, NMN vy en menor grado de DA. La 5-HT se acumula en todas
las estructuras estudiadas, pero el comportsmiento de las catecola-
minas no es homogéneo. E1 NSD-1015 puede estar inhibiendo a 1la
monoamino oxidasa, aungue las actividades MAO Ay MAO B pueden

estar afectadas de forma diferente.

Las actividades TH, TPH y MAO B muestran un aumento general a lo
largo del desarrollo, pero no asi la actividad MAD A, gque muestra
un descenso generalizado durante el envejecimiento en las estructu-

ras estudiadas.
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