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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

1 1 EL OXIDO NiTRICO (NO)

El 6xido nitrico (NO) es un gas toxico, incoloro, que puede artificialmente generarse
desde nitrdgeno y oxigeno por la accion de una descarga eléctrica a alta temperatura.
Fue el primer producto obtenido en el procedimiento del arco eléctrico de fijacion del
nitrégeno del aire y fue preparado por primera vez en 1620 por el cientifico belga Jan
Baptist van Helmont (considerado el padre de la Bioquimica). Posteriormente, el
quimico inglés Joseph Priestley, que entre sus multiples aportaciones a la ciencia tiene
la de introducir la palabra gas, estudidé esta sustancia a la que llamoé “aire nitroso”. Hoy

se obtiene industrialmente por la oxidacién catalitica del amoniaco.

El interés actual como una molécula importante en la fisiopatologia del organismo
humano es muy reciente, aunque su uso se conoce desde la época de los sumerios
que curaban las carnes con sales de nitratos (que produce NO con accién bactericida),
y mas proximamente en los trabajos de Willian Murrell en 1879 sobre el efecto de la
nitroglicerina en el tratamiento del “angor pectoris” aun sin vincular estos hechos

especificamente al NO.

Quimicamente, el oxido nitrico es una molécula pequefia (30,01 g/mol de masa
molecular) y contiene un numero impar de electrones por lo que se puede considerar

mas correctamente las formas en resonancia:

—ee Can o oo -+ T

tN:2:2O: :N::0O: :N::0:
Esta estructura electrénica de radical libre le confiere una alta reactividad e
inestabilidad, debido a que un orbital molecular antienlazante esta ocupado por un solo
electrén que le proporciona propiedades paramagnéticas y la caracteristica estructural
de radical libre, lo que en determina que en ciertos medios tenga una vida media muy

corta.

Su punto de ebullicion es —151,74 °C y su punto de congelacion es —163,61 °C, siendo
ambos estados (liquido y soélido) de color azulado. Su temperatura critica es —94°C y su

presion critica es 64,85 bar, por lo que licda con dificultad.

ElI NO es moderadamente soluble en el agua: 0,074 vol/vol (a 1,013 bary 0 °C (32 °F)).
En un supuesto tedrico de ausencia de reactividad, la concentracion estimada en una
solucidon saturada a una atmosfera de presion y a 22-25 °C tiene valores muy
diferentes para distintos autores: 1,4 mM [Lantoine F. et al., 1995]; 1,8 mM 1,9 mM
[Gerrard, 1980; Maskus et al., 1996], 2,0 [Friedemann et al., 1996], 3,0 [Rivot et al.,

1997]. Es sin embargo, mucho mas soluble en solventes apolares tal como el N-
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hexano. Este caracter lipofilico [Anggard et al., 1994; Austin et al., 1967] le permite
disolverse de manera selectiva en las membranas y en las fases lipidicas de las células
[Griffith et al., 1984]. Usando microsensores selectivos para NO, se han demostrado
altas concentraciones de NO en zonas adyacentes a la membrana plasmatica de una
célula endotelial productora de NO [Malinski et al., 1993]. En las membranas
plasmaticas el coeficiente de difusion del NO determinado a 20 °C varia desde 1,3 x
10° cm¥s en liposomas hasta 0,4 x 107 cm?/s en eritrocitos [Denicola et al., 1996],
valor que se incrementa significativamente con la temperatura. Basandonos en estos
calculos, podemos sefialar, en procesos de difusion simulada del NO, que esta
molécula puede perfundir sorprendentemente a distancia desde las células que la
produce hasta el punto de interaccion con las células dianas [Lancaster, 1994],
afectando de esta manera a células, procesos neuronales o efectores aunque estos no

se encuentren en intimo contacto con la célula que lo sintetiza [Bredt et al, 1992]

Como hemos dicho, la molécula tiene una muy alta inestabilidad fundamentalmente en
presencia de O,. De esta manera, en un medio acuoso salino en condiciones
fisiolégicas de tension de oxigeno, pH y temperatura, se produce la formacion de
nitritos (NOz_) y nitratos (N03_).

En las células de los mamiferos la vida media del NO es relativamente corta (5 - 10
seq) [Ignarro et al., 1987; Ignarro, 1993; Palmer et al, 1987] y la maxima concentracion
del NO se supone que esta en rangos micromolares [Rivot et al., 1997]. Por ello la
formacion de oxidos de nitrdgeno mas altos a partir de la reaccién de NO con el O,
puede resultar mas dafina para las células dianas que el propio NO. El éxido nitrico es
inactivado por la hemoglobina y aniones superdxidos, y esta alta afinidad por la

hemoglobina condiciona que el NO solo actie de manera local.

En condiciones aerdbicas, el NO se oxida espontaneamente y da lugar a sus formas
inactivas, estables y definitivas: los nitritos y los nitratos. Esta propiedad explica la
particularidad ya descrita de los mamiferos, que excretan mas nitratos de los que

ingieren, especialmente si existe inflamacion.

Esta breve vida media del NO limita su campo de accién por lo que no puede actuar a
distancia y solo lo hace a nivel local (accién paracrina). A su vez, actua sobre la propia
célula endotelial generadora (accidon autocrina), autolimitando de esta manera su
formacion en un tipico mecanismo regulador de feed-back. Sin embargo, la longevidad
y el rango de sus efectos fisioldgicos pueden extenderse mediante la formacion de
productos estables biolégicamente activos cuando reaccionan con proteinas y otras

moléculas.
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Cuantitativamente, la reaccion mas importante del NO en los mamiferos es la reaccién
con la oxihemoglobina. Esta reaccion es una transferencia de O, mas un electron al
NO, formando el anién nitrato y metahemoglobina. Ademas, clasicamente se ha
descrito que esta reaccidon ocurre con deoxiferro y oxiferrohnemoglobina formando
nitrosilhemoglobina (1) o metahemoglobina (2), y produccion de un complejo de
peroxinitrito (ONOO "), una especie molecular estable y altamente reactiva [Kelm et al.,
1997; Patel, 2000; Gonzalez-Mora et al., 2002]

Hb(Fe?*)+ «NO — Hb(Fe?*)NO (1)
Hb(Fe’")0, + *NO —  Hb(Fe*")+ NO; (2)

1 2 BIOSINTESIS DEL OXIDO NiTRICO

En 1977 Deguchi describié en el cerebro una sustancia de bajo peso molecular que
activaba la guanilato ciclasa soluble (GCs) y que este efecto era inhibido por la

hemoglobina.

En 1987, por distintos caminos, dos grupos de investigadores (Ignarro, Buga y Wood
de una parte y Palmer, Ferrige y Moncada por otra), demostraron que en el endotelio
vascular se libera NO y ademas su accién era semejante a la que en 1980 describieron
Furhgott y Zawadski que era producida por el endotelio vascular y que era necesario
para promover la vasodilatacion al afadir acetilcolina a un fragmento de aorta de
conejo constrenida previamente con fenilefrina. En 1982, Cherry, Furhgott y Zawadski,
lo denominaron “Endothelium Derived Relaxing Factor” (EDRF). Al mismo tiempo, el
conocimiento de que algunos derivados nitrados liberadores de NO como el
nitroprusiato sédico y la trinitroglicerina, podian producir la relajacién del musculo liso
sin la participacion de células del endotelio vascular, apoya la propuesta de que el
denominado EDRF es el NO.

En 1988, Garthwaite J. y colaboradores, publicaron que tras la activacion de los
receptores NMDA (N-Metil-D aspartato), se libera una sustancia con accion sobre los
capilares sanguineos similar a la que producia el NO y que ademas inducia un

incremento del (3',5") guanosin-monofosfato (GMPc).

El mecanismo de produccion de NO a nivel celular esta subordinado a la accién de
tres isoformas de la enzima NO sintasa (NOS). Estas han tenido en el transcurso del
tiempo diferentes denominaciones. Clasicamente, se han definido dos grupos
atendiendo a su modo de formarse (constitutiva e inducible) y a su vez, la forma

constitutiva se ha clasificado segun su localizacion en neuronal (nNOS) y endotelial
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(eNOS). Sin embargo, a medida que avanza el conocimiento se ha podido comprobar

que tales diferenciaciones no tienen limites tan claros.

Si atendemos a la division de la enzima NOS segun su proceso de formacion en
constitutiva e inducible, se ha observado que por ejemplo la isoforma eNOS
(constitutiva) puede ser inducida en ciertas situaciones tales como el ejercicio
continuado o durante la gestacion [Sessa et al., 1993]. También, la isoforma nNOS
puede ser inducida en ciertas situaciones desencadenadas por una intensa actividad
fisiologica o por procesos fisiopatoldgicos; como ocurre durante la gestacion, ya sea en
los primeros dias del desarrollo embrionario [Giuili et al., 1994; Santacana et al., 1998],
durante los primeros dias del desarrollo postnatal cerebral en animales normales o en
aquellos que sufrieron un periodo de hipoxia durante el parto [Rodrigo et al., 1998a] o
durante el periodo de reperfusion que sigue a una isquemia cerebral de 30 minutos en
cerebros de ratas adultas [Rodrigo et al., 2001]. Por otra parte la isoforma iNOS parece
estar presente constitutivamente en algunos tejidos como son el epitelio bronquial

humano [Kobzik et al., 1993] y en rifdn de gato [Mohaupt et al., 1994 ].

Desde el punto de vista de su localizacion, la isoforma nNOS (neuronal) ha sido
localizada fundamentalmente en las células nerviosas, donde medidas bioquimicas de
su actividad, llevadas a cabo en diferentes regiones del cerebro, han demostrado altas
concentraciones de nNOS en el cerebelo, en el hipotalamo, en el cerebro medio, en el
estriado e hipocampo, y baja actividad en la medula oblongada [Forstermann et al.,
1990], tiene ademas, una ligera expresion en las células de los tubulos colectores
distales del rindbn de rata [Fernandez et al.,, 2003]. Asi mismo, esta isoforma se
encuentra en el musculo esquelético [Kobzik et al., 1994], en los neutrofilos, en los
islotes pancreaticos, en los endotelios y epitelios del aparato respiratorio [Kobzik et al.,
1993], y en las visceras del tracto gastrointestinal. La isoforma endotelial (eNOS) que
fue purificada y clonada en las células endoteliales también puede encontrarse en
ciertas poblaciones neuronales del cerebro [Dinerman et al., 1994] y en las plaquetas
[Radomski et al., 1990]. En cuanto a su localizacién en las células que las contienen,
esta es también distinta, siendo citosdlica para la isoforma nNOS y asociada a
membrana para la isoforma eNOS [Forstermann et al., 1991; Mitchell et al, 1991]. La
enzima constitutiva endotelial (eNOS) tiene un sitio de miristilacién, capaz de unirse a
un acido graso. Esto le permite asociarse a la membrana lipidica de las células, a
diferencia de las otras isoformas, que no tienen este brazo lipidico, y en consecuencia,
son hidrosolubles y se encuentran libres en el citoplasma. Se cree que la asociacion de

la eNOS a la membrana facilita que el NO formado esté mas cercano al exterior celular
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y en consecuencia difunda mas rapidamente hacia la sangre y hacia el musculo liso

adyacente [Gosgnach et al., 2000].

Por ultimo, en cuanto a la isoforma inducible (iNOS), fue aislada por primera vez en el
citosol de macrofagos purificados y activados de ratén [Hevel et al., 1991; Yui et al.,
1991; Lyons et al., 1992], mostrando una conformacion dimérica y masa molecular de
135 kDa. Se ha descrito una isoforma de iINOS en plaguetas humanas de 200 kDa
[Chen et al., 1996]. La iNOS también ha sido localizada en hepatocitos, células
tumorales, neutrdfilos, células plasmaticas, linfocitos, células mesangiales, células
endoteliales y células musculares lisas de la pared vascular [Moncada et al., 1991;
Wright et al., 1989], en el hilio del hipocampo, en el cerebelo, corteza y otras areas del
sistema nervioso central de ratas adultas normales, teniendo ademas esta isoforma
caracteristicas diferentes entre las expresadas por diferentes tejidos de una misma

especie [Mohaupt et al., 1994].

La XIV Reunién Internacional sobre la nomenclatura farmacolégica del NO vy
compuestos relacionados trat6 de poner un poco de orden adoptando una

nomenclatura desde el punto de vista académico [Moncada et al., 1997].

En definitiva, se ha clasificado las NOS en dos isoformas: la constitutiva (cNOS) y la
otra inducible (iNOS). Con la denominacion cNOS identificamos a la vez a dos
isoformas; una denominada endotelial (eNOS), por estar mayoritariamente presente en
las células endoteliales de la pared de los vasos. A esta isoforma también se la
reconoce, en diversos trabajos previos, bajo las abreviaturas (NOS tipo Ill, NOS-3,
ecNOS). La otra NOS constitutiva ha sido denominada neuronal (nNOS) por
encontrarse preferentemente en el cerebro, medula espinal y sistema nervioso
periférico, reconociéndose también en otros trabajos con las abreviaturas (NOS tipo |,
NOS-1, bNOS, ncNOS). Finalmente, la isoforma de la NOS inducida por estimulos
inmunologicos o inflamatorios se la conoce como iINOS y también como en el caso de
las anteriores en muchos trabajos se la identifica con las abreviaturas (NOS tipo II,
NOS-2, macNOS, hepNOS) [Collard, 1995; Forstermann et al., 1991; Knowles et al.,
1994; Marletta, 1993; Moncada et al., 1991; Myers et al., 1990; Sessa, 1994; Stuehr et
al., 1992].

En cuanto a la localizacion cromosémica de los genes implicados en las diferentes
isoformas de la NOS, ha sido determinada por “Southern blotting”, usando el cDNA
especifico de cada isoenzima e hibridando lineas celulares humanas, de rata y de
raton. Estos genes forman una familia que se encuentra dispersa en tres cromosomas.

El gen de la isoforma nNOS (160 Kb, 29 exones, 1.433 aminoéacidos) aparece
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localizado en el cromosoma humano numero 12 (12q 24.2) [Kishimoto et al., 1992; Xu
et al., 1993]. El gen de la isoforma de la eNOS (21-22 Kb, 26 exones, 1203
aminoacidos) corresponde al cromosoma 7 (7q35-36) [Xu et al., 1994] y finalmente, el
gen de la isoforma iNOS (37 Kb, 26 exones, 1153 aminoacidos) se localiza en el
cromosoma 17, estando situados en este caso los genes a cada lado del centrdmero
(17cen-17q 11.2) [Xu et al., 1994].

Caracteristica Tipo | | Tipo Il Tipo lll
Designacion nNOS iINOS eNOS
Expresion Constitutiva Inducible Constitutiva
Ca™y L Ca’'y
Regulada calmodulina citoquinas calmodulina
_Ublcaclon Citosdlica Citosdlica Membrana
intracelular
Produccién de NO picomoles nanomoles picomoles
F ‘s Senalizacion Citotoxicas, citostaticas, Sefalizacion
uncion )
celular citoprotectoras celular
Cromosoma 12q24.2 17cen-q12 7935-36

Tabla 1. Caracteristicas de las isoformas NOS

Las formas constitutivas de la sintasa del 6xido nitrico (NOS), estan implicadas en la
oxidacion del aminoacido L-arginina para producir NG-hidroxi-L-arginina que es
rapidamente oxidado para producir 6xido nitrico y el aminoacido L-citrulina [Palmer et
al., 1988a].

Estas isoformas de la enzima cNOS, tienen zonas de reconocimiento para el
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), para el flavin adenin dinucleétido
(FAD), el flavin mononucleétido (FMN), la calmodulina y el grupo hemo (hierro
protoporfirina 1X) [Bredt et al., 1991a; Stuehr et al., 1992]. Todo ello hace que estas
isoformas tengan semejanza con la familia de las hemoproteinas monooxigenasas y
con las enzimas que actuan en el citocromo P450 [Griffith et al., 1995; Marletta, 1993].
Las isoformas cNOS son por tanto, totalmente dependientes de Ca* y calmodulina,
actuando sobre la L-arginina, NADPH y el oxigeno molecular como substratos y
utilizando como cofactores los FAD y FMN [Bredt et al., 1989; Bredt et al., 1990;
Garthwaite, 1991; Knowles et al.,, 1990; Santacana et al.,, 1998]. Su actividad
enzimatica puede estar también controlada por fosforilizacion [Nakane et al., 1991] e
incrementada por otro cofactor, la tetrahidrobiopterina (H4B) [Giovanelli et al., 1991;
Alderton et al., 2001].
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La forma inducible de este enzima (iINOS), cuya expresion en las células ocurre tras la
estimulacién con citoquinas, no requiere calmodulina activada por calcio como cofactor.
Hasta la fecha, las citoquinas y ciertos productos bacterianos son considerados los
principales reguladores de la actividad iINOS, siendo por tanto, su expresién
dependiente de lipopolisacaridos (endotoxinas) y citoquinas proinflamatorias [Salter et
al., 1991]. La enzima para su completa actividad requiere NADPH, FAD y FMN y en
cierta medida H4B y glutation [Hevel et al., 1991].
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Figura 1. Esquema de la sintesis de 6xido nitrico

El 6xido nitrico puede atravesar con facilidad la membrana plasmatica de las células
donde se une al enzima guanilato ciclasa [Arnold, 1977; Bredt, 1989], produciendo un
cambio conformacional en la molécula que aumenta su actividad. La activacién de la
guanilato ciclasa estimula la conversiéon del guanosin-5-trifosfato (GTP) a (3, 5')
guanosin-monofosfato ciclico (GMPc). La acumulacion de GMPc en la célula lleva a
una cascada de sucesos a nivel intracelular cuyo resultado final es la disminucién del

calcio libre [Bruhwyler et al., 1993; Gross et al., 1995].

| 3 METABOLISMO Y ELIMINACION DEL NO

La vida media del NO en la circulacion es, como se ha descrito anteriormente, muy
corta puesto que es rapidamente inactivado por su unién a diferentes moléculas. EI NO
por sus caracteristicas paramagnéticas interacciona basicamente con metales de

transicion, oxigeno y radicales libres.

De las metaloproteinas portadoras de metales de transicién ya hemos mencionado su

accién sobre la guanilato ciclasa soluble y también es conocida su reaccién con otros
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enzimas con grupos Fe”" -hemo como las citocromos P450 [Oguro et al., 1997], sin
embargo, la via principal de eliminacién es mediante la uniéon con el grupo ferro-
porfirina de la hemoglobina [Stamler et al., 1992], convirtiéndose de esta forma en
nitrosilhemoglobina (NOHb). En presencia de O, el grupo hemo de Ila
nitrosilhemoglobina (Fe2+) es rapidamente oxidado (Fe3+), dando Ilugar a
metahemoglobina (MetaHb) y nitratos y nitritos residuales [Kerwin, 1995]. La mayor
parte de estos nitratos son eliminados por la orina, mientras que la MetaHb es

regenerada a Hb principalmente por la metahemoglobina reductasa en los hematies.

|1 4 PAPEL FISIOPATOLOGICO

Desde que en 1987 se demostrdé, como ya hemos manifestado, que en el endotelio
vascular se libera NO, se han producido numerosos estudios clinicos hasta el punto de
que en el afno 1992 fue nombrada molécula del afio por la revista Science [Koshland,
1992] y posteriormente en el afo 1998 Ignarro, Murad y Furchgott fueron galardonados

con el premio Nobel de Medicina y Fisiologia.

En los ultimos afios se han descrito una amplia gama de procesos bioldgicos en los
que el NO puede estar implicado. Estos procesos incluyen acciones en los sistemas
cardiovascular, nervioso, inmunoldgico y otros. Por otra parte, se han estudiado tanto

sus efectos adversos como su aplicabilidad terapéutica.

De todo ello tenemos que concluir que es imposible abarcar en toda su amplitud el
estado actual del conocimiento del Oxido Nitrico y no siendo este el objeto del presente
trabajo solamente de manera breve expondremos algunos de los estados
fisiopatoldgicos donde la intervenciéon del NO tiene un papel relevante, haciendo
especial hincapié en el papel del NO en el Sistema Nervioso Central, dado que en él se

centra el objetivo del presente trabajo.

14.1 NO EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO

La produccién del NO es un mecanismo citotoxico defensivo de la inmunidad celular
ante la infeccion de bacterias, hongos, parasitos y células tumorales [Marletta et al.,
1988; Billiar et al., 1989].

La generacion de NO es una caracteristica clave de muchas células del sistema
inmunitario, incluyendo las células dendriticas, células NK, mastocitos, macréfagos y
otras células fagociticas. Tanto INOS como eNOS se ha encontrado en todos estos
tipos de células, pero la evidencia permanece incierto en cuanto a si los linfocitos T o B

expresan las isoformas de NOS [Bogdan, 2001].
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La iINOS esta presente en las células del sistema reticuloendotelial, siendo la
encargada de sintetizar NO cuando dichas células son estimuladas por las citoquinas y
la endotoxina [Hibbs et al., 1988; Marletta et al., 1988; Stuehr et al., 1989]. En funcién
del microorganismo o del estimulo de citoquinas, por diferentes vias de sefalizacion se
favorece o inhibe la expresién de iNOS. ElI NF-kB (Factor Nuclear kappa B) esta
presente en una forma inactiva en el citosol como un complejo con la proteina
inhibidora IkB. Cuando un inductor, como el LPS, estimula la célula, el complejo IkB-
NF-kB se fosforila, permitiendo que el NF-kB se transloque al nucleo e induzca la
expresion del gen iNOS [Aktan, 2004].

En estudios llevados a cabo por Musial y Eissa [Musial et al., 2001] encontraron que
algunos compuestos también eran capaces de suprimir la induccion de iINOS mediante
el bloqueo de la degradacién de |kB. De esta manera, el mismo NO puede regular su
propia producciéon. Este feedback negativo podria ser un mecanismo para ayudar a

prevenir el exceso de produccién de NO y la patologia asociada a dicho exceso.

En algunos estudios, se ha utilizado una combinacién de LPS y de IFNy (Interferén
gamma) para estimular las células inmunes, como los macréfagos, para producir NO.
Esto se debe a que ciertas combinaciones de citoquinas o LPS con IFNy son capaces
de inducir sinérgicamente la expresion de iINOS. Se ha propuesto que seria a través
de la via Jak-STAT, donde STAT1 se activa y se transloca al nucleo, incrementando los
niveles IRF-1 (Factor 1 regulador de Interferén) y finalmente la induccién de iNOS
[Aktan, 2004].

Los elevados niveles de nitritos y nitratos en la enfermedad del huésped contra el
injerto o del injerto contra el huésped, se usan como marcadores de la aparicién de
dicha enfermedad cuando todavia no existen indicios clinicos. Ello sugiere que el NO

puede ser un intermediario en dicha situacion [Langrehr et al., 1992].

El NO inhibe la adhesion leucocitaria al endotelio vascular y su déficit puede dar lugar a
la adhesién y la migracién leucocitarias caracteristicas de los fendmenos de
inflamacion [Kubes et al., 1991]. En un estudio se demostré el potencial antiinflamatorio
del NO in vivo [Chollet-Martin et al., 1996]. En dicho estudio se administraba 18 ppm de
NO inhalado durante cuatro dias a un grupo de pacientes con Sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) y se evalu6 la expresion de (32-integrinas CDIIb/CD18, la
produccion de H,O, y los niveles de IL-6 e IL-8 en el lavado broncoalveolar,
comparandolo con pacientes con SDRA pero que no recibian NO inhalado. Se pudo

observar como a los cuatro dias, en el grupo tratado con la inhalacion de NO habia un

10



Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica

descenso de la expresion de [32-integrinas CD11b/CD18, de la produccion de H,O, y de

los niveles de IL-6 e IL-8, a diferencia del grupo no tratado. Ello confirma la capacidad
del NO de atenuar la capacidad de oxidacién y adhesion de los polimorfonucleares, asi

como la liberacién de citoquinas.

14.2 NO Y SEPSIS

El NO se ha relacionado con la patogénesis del estado hemodinamico de tipo
hipercinético del shock séptico [Petros et al., 1991]. Este estado vendria dado por un

exceso en la produccién enddégena de NO.

Existen diversos estudios que demuestran un aumento de la produccién de citoquinas
en el transcurso del shock séptico. Como se ha expresado anteriormente, una vez el
sistema inmune se pone en contacto con determinados componentes de las bacterias,
como el lipopolisacarido de la pared celular se desencadena la produccion de multiples
citoquinas como el TNF, la IL-1 e IL-6, el IFN-a e IFN-y [Calandra et al., 1990; Calandra
et al., 1991; Damas et al., 1989; Marks et al., 1990; Michie et al., 1988; Nussler et al.,
1992; Pinsky et al., 1993]. Algunas de ellas se han relacionado con la mortalidad o la
aparicion de complicaciones severas [Calandra et al., 1990; Calandra et al., 1991;
Marks et al., 1990]. Las citoquinas tienen la propiedad de favorecer la expresién de la
iINOS, que a diferencia de la cNOS es capaz de sintetizar gran cantidad de NO durante

largos periodos de tiempo.

El elevado nivel de NO enddgeno producido por la iNOS favoreceria, al actuar sobre la
pared vascular, el estado de vasodilatacion tipico de la sepsis y que suele tener una
escasa respuesta a los vasoconstrictores. Asimismo se ha demostrado que el efecto
del NO no sélo se limita a la pared vascular sino que también afecta a la pared
ventricular colaborando en la disfuncion cardiaca de la sepsis [Brady et al., 1993;
Schulz et al., 1992]. En un estudio se demostré cémo las arterias mesentéricas de
humanos en shock séptico presentan una hiporreactividad in vitro a la noradrenalina en
comparacion con humanos sanos, y que dicha hiporreactividad desaparecia cuando las
arterias del grupo séptico eran tratadas con un inhibidor de la sintesis de NO
[Tsuneyoshi et al., 1996]. Ello prueba el papel importante del NO en el estado de

vasodilatacién del shock séptico.

Diversos estudios en animales de experimentacion (ratas, perros, conejos y ovejas)
han demostrado cémo la administracion de inhibidores de la sintesis de NO son
capaces de revertir dicho estado de vasodilatacion y disfuncién cardiacas [Kilbourn et
al., 1990; Kilbourn et al., 1990a; Klabunde et al., 1991; Landin et al., 1994; Lorente et
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al., 1993; Lorente et al, 1993a; Moncada et al., 1991; Nava et al., 1991; Petros et al.,
1991; Wright et al., 1992; Hollenberg et al., 2000; Matejovic et al., 2004].

Los inhibidores de la sintesis de NO son analogos de la L-arginina, que compiten con
ella en la sintesis de NO. Los mas utilizados en la practica experimental son la L-NMMA
(N®-monometil-L-arginina) que inhibe indistintamente la cNOS [Palmer et al., 1988] y Ia
iINOS [Hibbs et al., 1987] y es considerado el menos téxico, la L-NAME (NG-nitro-L-
arginina metil ester) que inhibe la cNOS y la NG-amino-L-arginina, menos usado por la
posibilidad de aparicion de convulsiones [Kilbourn et al., 1992]. En un estudio
randomizado que comparaba pacientes con shock séptico tratados con L-NMMA vs
placebo [Petros et al., 1994], se observd que en los pacientes tratados con L-NMMA se
producia un aumento dosis dependiente de la presion arterial media, de la resistencia
vascular sistémica, resistencia vascular, con un descenso del gasto cardiaco y de la
frecuencia cardiaca. No se produjeron cambios en la funcién renal ni en los enzimas
hepaticos y no hubo cambios ni en la saturacion arterial, ni en los niveles de lactato.
Otros estudios aislados en humanos han demostrado cambios hemodinamicos

similares [Lin et al., 1994].

Un estudio reciente sugirié que nNOS juega un papel mas importante en la sepsis de lo
que se reconocia. En los ratones deficientes en nNOS habia déficit en la depuracion de
bacterias y disminucion de la supervivencia en un modelo produccién de sepsis de
‘ligadura y puncién cecal” (CLP). Los resultados fueron similares cuando los ratones de
tipo salvaje fueron tratados con un inhibidor selectivo de nNOS, lo que sugiere que
nNOS puede tener un papel protector en la sepsis [Cui et al., 2007], de igual modo que
la eNOS [Sundrani et al., 2000; Huttunen et al., 2009] y tiene la finalidad de producir
una pequefia cantidad de NO probablemente para favorecer la vasodilatacion
esplacnica y con ello contrarrestar el efecto danino de la endotoxina en el higado y en

el tubo digestivo en el transcurso de la sepsis.

Todo ello ha llevado a afirmar a algunos autores que la combinacion de los inhibidores
de la sintesis de NO junto con el aporte de NO exdgeno inhalado puede ser una
alternativa terapéutica valida, tanto para el estado hemodinamico de tipo hipercinético
observado en el shock séptico como para favorecer una vasodilatacion selectiva
pulmonar [Wright et al., 1992].

Los niveles de nitritos y nitratos en sangre se han considerado los principales
indicadores de la sintesis de NO, ya que son producidos en la via "L-arginina — NO”,
siendo eliminados por via renal, aunque existen otras vias de produccion de nitritos y

nitratos como es la propia fuente nutricional [Bryan, 2006]. En el shock séptico se
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produce un aumento de estos niveles y estos se correlacionan de forma directa con el
nivel de endotoxina en la sangre y el gasto cardiaco y de forma inversa con la presién
arterial sistélica [Gomez-Jimenez et al., 1995]. Este es pues otro dato que apunta al
NO como uno de los principales mediadores del estado hemodinamico caracteristico

del shock séptico.

Otro de los estudios que relaciona el NO con la sepsis ha podido comprobar cémo el
nivel de NO exhalado por ratas en un modelo de shock séptico es superior al nivel de
NO exhalado por ratas sin shock séptico, y que un determinado nivel es un indice
prondstico para desarrollar una lesién pulmonar aguda. Ello ha sugerido que dicho
nivel de NO exhalado serviria como marcador para decidir el uso de farmacos anti-

endotoxina en determinados subgrupos de pacientes [Stewart et al., 1995].

Se ha observado recientemente alta correlacion entre la mortalidad y el nivel de
produccion de intermediarios reactivos del oxigeno por las células endoteliales
cultivadas cuando se exponen a sueros de pacientes con sepsis grave [Huet et al.,
2007]. Ademas, se ha senalado que el estrés oxidativo contribuye al desacoplamiento
de la eNOS, aumentando la formacién de intermediarios reactivos del oxigeno

[Forstermann et al., 2006].

Asi pues, abordar tanto el estrés oxidativo y nitrosativo reduciendo la formacion de

peroxinitrito y otros intermedios toxicos, podria tener utilidad terapéutica.

14.3 NO EN EL APARATO DIGESTIVO

El metabolismo del NO se ha relacionado con la motilidad intestinal y la dilatacién
gastrica, al detectar produccion de NO en las neuronas no adrenérgicas no colinérgicas
(NANC) del tracto gastrointestinal [Mellion et al., 1981]. Tanto el exceso como el
defecto de sintesis de NO han sido relacionados con diversas patologias como los
trastornos hemodinamico tipicos de la cirrosis y de la hepatopatia crénica [Guarner et
al., 1993; Jimenez, 1995; Lépez-Talavera et al., 1995; Vallance et al., 1991], la acalasia
y la estenosis de piloro[Vanderwinden et al., 1992] y la colitis ulcerosa [Middleton et al.,
1993].Los tratamientos actuales para reducir el dolor y la inflamacién incluyen farmacos
antiinflamatorios no esteroides (AINES) y su uso altera los mecanismos
gastroprotectores en el tracto gastrointestinal, incluyendo la secrecion de moco y el
flujo de la sangre [Laine et al., 2008] lo que conlleva la aparicion de efectos adversos

como ulceracién de la mucosa y hemorragia gastrointestinal o incluso perforacion.

Es bien sabido que las prostaglandinas derivadas de las ciclooxigenasas (COX)

desempefian multiples funciones en el mantenimiento de la integridad de la mucosa
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gastrointestinal, incluyendo la estimulacién de la secrecion de moco y bicarbonato, la
resistencia de las células epiteliales a la lesion, la inhibicion de la incorporacién de
leucocitos en la mucosa, y la disminucidn de la liberacion de mediadores de la
inflamacion [Wallace et al., 1995]. El NO y las prostaglandinas, también presentan un
elevado grado de cooperacion y la supresién de uno de ellos puede conducir a una
elevacion compensatoria en los otros [Wallace et al., 2000; Morin et al., 2001; Wallace,
1997]. Parece por tanto que el NO es responsable de ayudar a mantener la integridad

del epitelio gastrico y la barrera mucosa.

NO es un vasodilatador y media en el flujo sanguineo gastrico. Los experimentos en
ratas revelaron que el inhibidor de la NOS, la NG-monometil-L-arginina (L-NMMA),
indujo un aumento dosis-dependiente de la presion arterial sistémica y una disminucién
en reposo del flujo sanguineo de la mucosa gastrica [Pique et al., 1989]. Hay pruebas
de que la adicion exégena de NO, similar a la proporcionada por un parche
transdérmico de nitroglicerina en los seres humanos, puede ayudar a proteger el dafio
gastrico de la mucosa gastrica de rata inducida por indometacina, tal vez porque el
parche de nitroglicerina mantiene el flujo adecuado de sangre e inhibe en la mucosa

interacciones celulares de los leucocitos en el endotelio [Calatayud et al., 1999].

Se sabe que el moco producido en la mucosa, contribuye a la defensa del tracto
digestivo actuando como una barrera fisica a los danos, asi como ayudar a proteger el
epitelio de los efectos causados por el acido clorhidrico y la pepsina [Wallace et al.,
2000; Allen et al., 1993]. La incubacién con el NO estimula la secrecién de moco en las
células de la mucosa gastrica de rata en una forma dosis-dependiente y que este

estimulo depende de cGMP [Brown et al.,1993].

En experimentos in vivo, se demostré que la administracion del dinitrato de isosorbide
(donante de NO) a la luz gastrica de la rata, conduce a un aumento dosis-dependiente
en el espesor de la capa mucosa, demostrando una vez mas que bajo ciertas
condiciones el NO ayuda a mediar la secrecién de moco para proteger el epitelio

gastrico [Brown et al., 1992].

La aplicacion intragastrica de donantes de NO, entre ellos FK409 (4 Etil-2-hidroximino-
5-nitro-3-hexenamida) y nitroprusiato de sodio, disminuyd significativamente Ila
secrecion basal y la secrecion estimulada por pentagastrina y YM-14673 (N alpha-((S)-
4-oxo-2-azetidinyl carbonyl)-L-histidyl-L-prolinamide dihydrate), un andlogo de la

hormona liberadora de tirotropina [Allen et al., 1993].
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Experimentos posteriores han demostrado que, cuando células de la glandula gastrica
humana aisladas se incubaron con donantes de NO como el S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP), la estimulacion con histamina produjo la disminucion de la
secrecién de acido clorhidrico en comparacion con los controles [Berg et al., 2005].
Debido a que la secrecién de acido se inhibié en presencia de un analogo de (3’, 5')
guanosin-monofosfato ciclico (GMPc) y la presencia de SNAP y un inhibidor de la
sintetasa de guanilato ciclasa no dio lugar a una disminucién en la secrecién de acido
gastrico, los autores concluyeron que el papel del NO en la secrecion de acido gastrico

es dependiente de GMPc.

A pesar de que las prostaglandinas y NO son necesarios para la funcion
gastrointestinal normal, también hay cierta evidencia de que un gran exceso de estos
compuestos podrian tener efectos nocivos en el tracto gastrointestinal. En el tracto
gastrointestinal, INOS se activa en la gastritis inducida por la infeccién por Helicobacter
pylori, enfermedades inflamatorias del intestino, y la ulcerogénesis inducidas por AINE
[Wallace et al., 2000; Mannick et al., 1996; Martin et al., 2001].

14.4 NO EN EL SISTEMA VASCULAR

El endotelio es un 6rgano ampliamente distribuido en el organismo, con un peso
aproximado de 1,5 kg, y que esta profundamente involucrado en mudltiples funciones,
sintetizando, metabolizando y liberando un nimero de substancias que ejercen efectos
de modo autocrino, paracrino, o epicrino [Bassenge, 1996]. Entre dichas substancias
se destaca el NO, por su papel central y fundamental en varias funciones endoteliales,
tales como la regulacion del tono vasomotor, la inhibicion de la actividad plaquetaria, el
mantenimiento del balance entre los procesos de trombosis y fibrinolisis y la regulacion
de la incorporacion de células inflamatorias dentro de la pared vascular [Vallance et al.,
1994; Court et al., 2002 ].

En 1981 aparecieron los primeros datos que relacionaban el descenso del c-GMP
plaquetaria con una mayor agregacion plaquetar y viceversa [Mellion et al., 1981]. En
1987 se pudo comprobar como el NO era capaz de inhibir la adhesién plaquetar al
endotelio [Radomski et al., 1987]. En 1988 se evidencio la inhibicion plaquetar in vivo
con la elevacion de c-GMP [Hogan et al, 1988]. Radomski y colaboradores
comprobaron la existencia de ¢c-NOS en las plaquetas humanas y que la via L-arginina-
NO regulaba la agregacion plaquetar en el hombre [Radomski et al.,1990]. A raiz de
esto se han realizado varios estudios para comprobar si el NO inhalado era capaz de

variar el tiempo de sangria. Si bien en un estudio se ha podido comprobar cémo los
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pacientes tratados con inhalacion de NO presentan un tiempo de sangria alargado
[Hogman et al., 1993]. En 1995, se confirmo la inhibicion de la agregacién plaquetar en
pacientes con Sindrome de dificultad respiratoria aguda tratados con NO inhalado,
aunque concluyeron que ello no comportaba cambios significativos en el tiempo de

sangria [Samama et al., 1995].

La alteracion del funcionamiento normal del endotelio se ha denominado “disfuncion
endotelial” y esta claramente presente en la hipertension arterial y en la
ateroesclerosis, y ha sido implicada en otras patologias como la isquemia miocardica
en pacientes con enfermedad coronaria estable, en el sindrome coronario inestable
[Lopez-Jaramillo et al., 1995], y en la diabetes mellitus [Wu et al, 1995]. También se ha
demostrado que, en ausencia de una funcién endotelial intacta, o inclusive durante el
proceso normal de envejecimiento, la capacidad de sintetizar y liberar NO y autacoides
endoteliales se ve disminuida, y en consecuencia la capacidad de dilatar las arterias se
reduce [Vanhoutte, 1991; Raij, 1991].

La funcién endotelial es clave para la homeostasis vascular y para la traduccion de
sefales de activacion de la circulacion. Una definicion ampliamente aceptada de la
disfuncién endotelial es la de una reduccién de 6xido nitrico endotelial, que se
manifiesta como una disminucion en la vasodilatacion dependiente del endotelio
inducido por los agonistas o debido al flujo. La disfuncién endotelial se ha observado
con anterioridad a cualquier otra evidencia de enfermedad cardiovascular en sujetos
con una historia familiar de hipertension esencial o de otros factores de riesgo de
aterosclerosis. También se ha asociado con el tabaquismo y en general su presencia
es un factor predictivo de enfermedad cardiovascular. La disminucion en la formacién
de NO puede resultar de la reduccién de la expresion de eNOS o de cambios en sus
sustratos o cofactores, como la L-arginina o tetrahidrobiopterina (H4B). Sin embargo, el
mecanismo mas probable de la disfuncion endotelial es el de una menor
biodisponibilidad de NO como consecuencia de sus interacciones con las especies
reactivas del oxigeno, en concreto el radical anidn superoxido (02_). La inactivacion del
NO por superoxido contribuye al estrés oxidativo, un término utilizado para describir
varios procesos nocivos derivados de un desequilibrio entre la formaciéon excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o los oxidantes derivados del NO y con

limitadas defensas antioxidantes [Vaziri et al., 2000]

La reaccion entre el NO y Oz_conduce a la formacién de peroxinitritos [Beckman et al.,

1990]. Esta especie oxidante de gran importancia ha sido implicada en el
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establecimiento de las condiciones clinicas tales como la hipercolesterolemia, la

diabetes y la enfermedad arterial coronaria [Greenacre et al., 2001].

Una potencial fuente de 02_ es la que ha sido descrita como "desacoplamiento de NO
sintasa”, una situacion en la que eNOS puede generar 02_ cuando las concentraciones
de H4B o L-arginina son bajas. El desacoplamiento de la eNOS se ha descrito en la
aparicion en varias patologias como la diabetes, la hipercolesterolemia y la
hipertension [Cai et al., 2000]. Sin embargo, el desacoplamiento de la eNOS debido a
la disminucion de L-arginina y H4B no es probable que sea un mecanismo temprano de
generacion de 02_, ya que la reduccién del sustrato o el cofactor a niveles criticos

probablemente requiere cambios drasticos en el sistema vascular.

Recientemente se ha demostrado que el NO, al favorecer la reduccion del citocromo-c
oxidasa, facilita la liberacién de O, de la mitocondria. Este se transforma
posteriormente en peréxido de hidrogeno (H2O3) con las consiguientes consecuencias
de senalizacion [Palacios-Callender et al., 2004]. Es probable que tal mecanismo, que
es una extension de la accion fisiolégica de NO en el citocromo ¢ oxidasa, podria
proporcionar pistas para la comprensién de los origenes del estrés oxidativo en el

sistema vascular.

La proteccion contra la disminucion de la generaciéon de NO constitutivos en la
vasculatura puede prevenir el desarrollo de enfermedad vascular. Esto puede lograrse
mediante el uso de antioxidantes y la transfeccion de eNOS. Cada uno de estas
intervenciones se han mostrado prometedoras en animales de experimentaciéon y en
humanos. Curiosamente, las estatinas se han demostrado recientemente como
incrementadoras de la produccion de 6xido nitrico endotelial en los cultivos de células
endoteliales. Los mecanismos propuestos para esta accion incluyen la reduccion del
estrés oxidativo por el aumento de la sintesis de H4B, aumentando el acoplamiento de

la eNOS o la reduccion de la activacion de la NADPH oxidasa [Laufs, 2003].

Una evidencia preliminar sugiere que la administracion de estradiol aumenta la
relajacion dependiente del endotelio y la aorta de hembra de conejos generando mas
NO que los de los machos. Esto, junto con el hecho de que NO podria estar
aumentado durante embarazo, llevo a estudiar el efecto de los estrogenos sobre las
diferentes isoformas de NOS. Los resultados indican que los estrégenos no solo
aumentan la actividad de eNOS, sino también su expresion [Weiner et al., 1994]. Estos
resultados han sido confirmados en muchos estudios y, de hecho se ha demostrado

que la ovaridectomia de ratas reduce drasticamente la cantidad y actividad de eNOS.
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Ademas de una accion a nivel de expresion de eNOS o actividad, se ha afirmado que
los estrogenos actuan reduciendo la generacion de O, en la pared del vaso, dando

lugar a una disminucion del desajuste del NO disponible [Khalil, 2005].

14.5 NO Y DIABETES

Otra patologia en la que el compromiso vascular es responsable de complicaciones
graves es la Diabetes mellitus (DM); dicha enfermedad produce deterioro de la funcién
endotelial, lo cual es determinante en la patogénesis de la enfermedad vascular
asociada [Durante et al., 1988; Yaqoob et al., 1993; Galajda et al., 1997]. El control
estricto de la glicemia a largo plazo parece ser el factor fundamental, aunque no el
unico, para evitar las complicaciones microvasculares en la DM tipo 1. Se ha postulado
que la alteracién del sistema de produccion del NO es una de las vias a través de la
cual podria iniciarse la enfermedad vascular en los pacientes que sufren DM [Durante
et al., 1988; Huszka et al., 1997].

La diabetes mellitus induce un defecto en la produccion de NO. Ello provoca una
reduccion de la capacidad de relajacion de las arterias de los pacientes con diabetes,
un aumento de la agregacion plaquetar, un aumento de la permeabilidad vascular y un
trastorno de la funcién nerviosa, todo ello es capaz de facilitar la aparicién de las

complicaciones tardias de la diabetes [Amado et al., 1995].

La falta de senalizacion de NO es un componente importante en la patogénesis de la
disfuncién endotelial en pacientes con diabetes, que conduce a la aterosclerosis
acelerada y eventos vasculares. La hiperglucemia puede inducir la produccion excesiva
de O, puede disminuir la produccion de NO, y danar las células endoteliales, lo que
sugiere un mecanismo por el cual la glucosa contribuye a la disfuncion endotelial en la
diabetes [Bermudez et al., 2008].

La resistencia a la insulina también desempefia un papel importante [Bermudez et al.,
2008]. Estudios recientes han demostrado que la disfuncién endotelial en la diabetes
también pueden estar relacionados con la produccion de dimetilarginina asimétrica
(ADMA), por inhibicion competitiva de la unidon de la arginina a NOS y el
desacoplamiento de la eNOS [Sud et al., 2008]. En dichos estudios han comenzado a
explorar el papel de Dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH), una enzima
principal responsable de la degradacion de ADMA. Los niveles de dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH) estan disminuidas en la diabetes, especialmente en el
rindn [Palm et al., 2007].
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Estrategias para mejorar la actividad dimethylaminohydrolase dimetilarginina puede
tener un potencial terapéutico para modular los niveles de ADMA en esta y otras

condiciones.

La diabetes también puede causar la induccién de iNOS, con el estrés nitrosativo
resultante. Un estudio reciente en la diabetes inducida por estreptozotocina en ratas
mostraron la sobreexpresion de la iINOS en el higado y el riidn diabético, lo que
sugiere un posible papel de la iINOS en la mediacion de una disfuncién organica
[Stadler et al., 2008].

La iNOS puede también mediar la resistencia a la insulina en los procesos
inflamatorios, perjudicando la sefializacién de la insulina y el empeoramiento de la

hiperglucemia.

1 4.6 NO EN LA ERECCION PENEANA

La sintesis de NO y su vinculacion con la adenilato ciclasa soluble es esencial para el
proceso de ereccion. La identificacion de NO como un neurotransmisor ha sido posible
mediante el uso de los inhibidores de la NOS en el cuerpo cavernoso del pene [Ignarro
et al., 1990].

Hasta la fecha, esta ampliamente aceptado que el NO es el neurotransmisor y principal
mediador de la ereccion del pene, que se libera durante la neurotransmisién del
sistema no adrenérgico-no colinérgico (NANC). Tras su liberacion, el NO difunde
localmente en las células adyacentes del musculo liso del cuerpo cavernoso y se une a
su receptor fisioldgico, Guanilato Ciclasa soluble (GCs) [Burnett, 1997]. La enzima es
activada con lo cual cataliza la conversion del trifosfato de guanosina (GTP) a (3, 5)
guanosin-monofosfato ciclico (GMPc). Este nucledtido ciclico a continuacién, sirve
como segundo mensajero mediante la activacion de la proteina kinasa G (PKG),
conocida como proteina dependiente de GMPc quinasa | (cGKI), que a su vez ejerce
acciones que implican canales de iones y proteinas contractiles que regulan el estado

contractil del musculo liso.

La consecuencia es la disminucion de la concentracion de calcio citosdlico y la
relajacion del musculo liso, lo que resulta en la dilatacién de las arterias y el aumento
del flujo sanguineo en los senos de la cuerpos cavernosos [Lue, 2000; Rajfer et al.,
1992]. Asi, en el inicio de la estimulacion sexual, el NO neuronal inducido por la
despolarizacion neuronal y el NO endotelial en gran medida generado en respuesta a
las fuerzas de apertura provocadas por el aumento del flujo sanguineo en el pene,

sirven respectivamente, como un neurotransmisor iniciador del proceso de ereccién y
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como un factor paracrino en el mantenimiento de la completa respuesta fisioldgica. Por
otra parte, la fosfodiesterasa 5 (PDE5) opera en esta via de transduccion de sefales
para contener el efecto eréctil. Esta enzima se expresa predominantemente en el
cuerpo cavernoso y funciona como una GMPc-fosfodiesterasa especifica, que cataliza
la hidrélisis de (3’,5') guanosin-monofosfato ciclico (GMPc) a GMP [Turko et al., 1999].

Tanto el endotelio y los nervios NANC del cuerpo cavernoso sirven como la fuente de
NO, y por lo tanto, mas de una isoforma de la NOS esta involucrada. Varios
investigadores han demostrado la presencia de nNOS en el nervio cavernoso y sus
terminaciones dentro del cuerpo cavernoso, asi como en las ramas dorsal de los
nervios del pene y los plexos nerviosos en la adventicia de las arterias cavernosas
profundas [Burnett et al.,, 1996; Burnett, 1997; Hedlund et al., 2000]. En el corpus
cavernoso humano, la nNOS esta presente en las fibras nerviosas que inervan el
cuerpo cavernoso y las arterias cavernosas, mientras que la eNOS en gran parte se
encuentra en las células endoteliales que cubren los espacios cavernosos y arterias

helicinas pero no en las células del musculo liso trabecular [Stanarius et al., 2001].

15 EL NO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Teniendo en cuenta que el objetivo de nuestro estudio es la valoracion de la
concentracion de Oxido nitrico en el Sistema Nervioso Central (SNC), nos centraremos
en esta revision en la fisiologia e implicaciones patolégicas del 6xido nitrico en la
regulacion de la actividad del SNC. Es ademas, en el SNC donde esta molécula esta

presente en todas sus estructuras y ademas de una manera muy regulada.

Dada la amplia gama de funciones del NO en el SNC, centramos nuestra atencién en
las funciones del 6xido nitrico como neuromodulador, neuroprotector y como agente

neurotoxico.

15.1 NO COMO NEUROTRANSMISOR

El hallazgo de neuronas capaces de sintetizar NO en el SNC implica la necesidad de
plantear el papel del NO como posible neurotransmisor. Efectivamente, las
propiedades fisico-quimicas de la molécula de NO se oponen a la consideraciéon de
esta como una sustancia neurotransmisora ya que no cumple algunos de los criterios
que definian hasta el momento los mecanismos de la neurotransmision. Los siguientes

argumentos pretenden explicar esta controversia.

El NO como molécula gaseosa liposoluble, reactiva y difusible, permite que penetre

libremente en las membranas bioldgicas, y por tanto, es poco probable su
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almacenamiento en vesiculas sinapticas. Por lo tanto a diferencia de otros
neurotransmisores, el 6xido nitrico no se almacena en el elemento presinaptico. Debe

ser producido “de novo” ante su requerimiento funcional y no se libera por exocitosis.

Por otra parte la liberacion del 6xido nitrico no se realiza exclusivamente en las
terminales sinapticas [Wiklund et al., 1997). Al existir NOS en el cuerpo neuronal y en

las dendritas éste podria ser sintetizado en estos elementos y difundir libremente.

Como ya hemos mencionado, en las células de los mamiferos la vida media del NO es
relativamente corta (5 - 10 seg) [Ignarro et al., 1987; Ignarro, 1993; Palmer, 1987] y su
distancia de difusion radial es de 540 uym mientras que en sangre, estos valores
disminuyen respectivamente a 1 segundo y 100 um [Kelm et al., 1988]. Estas
distancias son considerables si tenemos en cuenta las dimensiones de las neuronas y
elementos nerviosos del cerebro; de hecho, en un radio de 100 um se encontrarian
numerosas sinapsis y fibras. Por lo tanto, el NO es capaz de actuar, teéricamente,
sobre todas las estructuras que posean su receptor, contenidas en una esfera
hipotética que tiene como centro el sitio de producciéon del gas y cuyo volumen
depende del coeficiente de difusion del NO en el ambiente en que se encuentre. EI NO
alcanzaria un numero de blancos neuronales (terminales presinapticos y otros
elementos postsinapticos) mas o menos cercanos o lejanos dependiendo de las
reacciones quimicas producidas a medida que difunde y de la existencia de vasos
sanguineos cercanos, que contienen hemoglobina a la que se uniria el NO anulando su

accion como hemos referido anteriormente.

Es posible que el NO se mantenga mas tiempo en contacto con los elementos
neuronales que un neurotransmisor clasico porque: a) no es removido activamente del
espacio sinaptico y b) la vida media del NO en los sistemas bioldgicos es relativamente
prolongada, sobre todo si se compara con la duracion de la accion sinaptica mediada
por receptores ionotropicos que es del orden de las décimas de milisegundos. El cese
de las acciones del NO en sus células blanco estaria determinado, entre otras cosas,
por: a) la velocidad con la cual disminuye la concentracién de NO en el espacio
sinaptico por difusion desde su sitio de sintesis y por combinacion con grupos quimicos
afines (por ejemplo la oxihemoglobina circulante [Vincent, 1995], b) la velocidad de
degradacion del (3, 5') guanosin-monofosfato ciclico (GMPc) intracelular por las
fosfodiesterasas, y c) la velocidad de desfosforilacion de proteinas por fosfatasas
[Sanders et al., 1992].

Por lo tanto, es evidente que no todos los criterios para considerar a una molécula

como un neurotransmisor son cumplidos estrictamente por el NO, pero esto no invalida
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la nocibn de que esta sustancia es un neurotransmisor, sino que implica que la
transmision nitrérgica constituye una nueva y particular forma de neurotransmision. Es
asi que, para aceptar que en un determinado sistema la transmisidn es nitrérgica,
deberia tenerse en cuenta el cumulo de evidencias experimentales, en lugar de insistir
en el cumplimiento riguroso de un conjunto de criterios determinados a priori y que
excluirian a nuevos mecanismos y/o sustancias del proceso de neurotransmisién
[Vincent, 1995; Rand et al., 1995].

La primera evidencia de un papel del NO como un neurotransmisor en el SNC fue
manifestada por Garthwaite [Garthwaite et al.,1988], que mostré que la estimulacion
con glutamato de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) en el cerebelo causa la
liberacion de una molécula difusible con fuertes similitudes con el factor de relajacion
derivado del endotelio (EDRF). Poco antes de que este estudio fuera publicado, el NO
fue identificado como la molécula EDRF [Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987].
Posteriormente, se demostré que el NO actua como un neurotransmisor tanto en el
Sistema Nerviosos Central (SNC) como en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) por
mecanismos dependientes de GMP ciclico [Garthwaite et al., 1995; Sanders et al.,
1992]. En el sistema nervioso periférico se demostrd por primera vez su papel como
neurotransmisor en el musculo liso del intestino [Bult et al., 1990] en el estdbmago y en

los esfinteres del tracto digestivo [Desai et al., 1991].

Ademas, el NO regula la liberacion de neurotransmisores clasicos en muchas areas
cerebrales, de hecho, el NO se ha demostrado que estimula indirectamente la
liberacidn de acetilcolina en el ndcleo accumbens, estimulando neuronas
glutamatérgicas adyacentes [Prast et al, 1998]. Se ha demostrado que
concentraciones basales de NO reducen la liberacién de GABA (Acido y-aminobutirico)
de manera dependiente de Ca’™ y Na' [Getting et al., 1996; Ohkuma et al., 1996],

mientras que los altos niveles de NO aumentan la liberacién de GABA.

Los donantes de NO estimulan la liberacion de noradrenalina y el glutamato en el
hipocampo [Lonart et al., 1992], mientras que la hemoglobina, un secuestrador
endogeno de NO, inhibe la liberacidon de estas moléculas. En el area predptica medial
de la rata, el NO aumenta la liberacion de dopamina y serotonina por una via GCs-
GMPc dependiente [Kaehler et al., 1999a; Lorrain, 1993].

En el telencéfalo y el cerebelo, el NO tiene un papel importante en la regulacién de la

plasticidad sinaptica que esta implicada en procesos cognitivos, como la memoria.
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La potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD) de la
transmision sinaptica estan bien establecidas dentro de la plasticidad sinaptica [Bohme
et al., 1991; Shibuki et al., 1991], y hay evidencia demostrada de que el NO producido
presinapticamente o en las interneuronas, actua postsinapticamente durante la LTD
cerebelosa y estriatal, mientras que la generacion postsinaptica de esta molécula
gaseosa Yy su accion en los sitios presinapticos caracterizan al NO como un mensajero

difusible retrégrada en el LTP en el hipocampo y la corteza cerebral [Bon et al., 2003].

En cortes de hipocampo y amigdala de rata, el NO dependiente de la potenciacion a
largo plazo, es inhibido por el inhibidor de sGC el 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a]
quinoxalin-1-one (ODQ), pero reforzada por el activador de sGC la 3-(5-hidroximetil-2-
furyl)-1-bencil-indazole (YC-1), lo que demuestra que la modulacion mediada por NO
de la plasticidad sinaptica es un mecanismo dependiente de sGC-GMPc [Boulton et
al., 1995; Chien et al., 2003].

En el diencéfalo, el NO es un regulador importante de la actividad neurosecretora del
hipotalamo. En el mesencéfalo, el NO estad implicado en la regulacion de muchas
funciones, incluyendo el ciclo del sueno. La L-arginina, el precursor de NO, provocé un
aumento de ondas lentas en el suefio en ratas cuando se administré durante la fase de
luz en el tegmento pedunculopontino (un area del cerebro asignado al control del
sueno) [Hars, 1999]. Del mismo modo, la microinyeccion del donante de NO la S-
nitroso-acetil-penicilamina en el tegmento del pedunculopontino de gato, durante la
vigilia, aumenté tanto las ondas lentas del suefio como los movimientos oculares
rapidos de la fase REM [Datta et al., 1997]. Curiosamente, 3-bromo-7-nitroindazol, un
inhibidor especifico de la nNOS, se utiliz6 para mostrar que el NO producido
especificamente por esta isoforma NOS regula el proceso en el suefo ratas [Cavas et
al., 2006].

15.2 NO COMO NEUROSECRETOR

La NOS neuronal se localiza en el nucleo supradptico hipotalamico y el nucleo
paraventricular, ambos estan dedicados principalmente a la actividad neurosecretora
de esta area del cerebro [Stern, 2004]. De hecho, el nucleo paraventricular
hipotalamico (porciones parvicelular y magnocelular) y el nucleo supradptico (Porcion
magnocelular) contienen los cuerpos celulares de neuronas que emiten la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), la arginina vasopresina (AVP) y la oxitocina [Toni et

al., 2004], hormonas que participan en el estrés y la regulacion del suefio.
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CRH y AVP son los principales neuropéptidos que controlan el eje de la tension.
Cuando se activan en respuesta al estrés, las neuronas en el nucleo paraventricular
producen la liberacion tanto de CRH y AVP en la eminencia media; estos
neuropéptidos luego viajan a la hip&fisis anterior a través del sistema vaso portal [Toni
et al., 2004]. Una vez en la hipdfisis, CRH y AVP activan las células corticotropas que
liberan la hormona liberadora de adrenocorticotropina (ACTH) en la circulacidon general.
ACTH, a su vez, estimula la las glandulas suprarrenales para liberar glucocorticoides
[Tsigos et al., 2002]. AVP vy la oxitocina también puede ser liberado por las neuronas
del hipotalamo en la glandula pituitaria posterior (la neurohipéfisis), y desde alli
directamente a la circulacion sistémica, donde AVP regula la reabsorcién de agua por
el rifndn y la oxitocina participa en la contraccion uterina y regula la contraccién de las
células mioepiteliales que rodean alvéolos en la glandula mamaria [Toni et al., 2004;
Barberis et al., 1996].

15.3 NO COMO NEUROPROTECTOR

El NO tiene un efecto neuroprotector a través de multiples mecanismos. En células
granulares de cerebelo de ratas que han sido cultivados durante 7 dias, la inhibicion de
la sintesis NO produce un aumento significativo de la apoptosis mediante la activacion
de la caspasa 3. Esta Apoptosis por deprivacion de NO fue reproducida con el ODQ
(1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one) que es inhibidor de la GCs e invertido

el efecto con los donantes de NO o analogos de GMPc [Contestabile et al., 2004].

Usando este sistema experimental, se ha postulado que el NO ejerce efectos
neuroprotectores a través de las vias intracelulares. La quinasa Akt (fosfatidilinositol 3-
quinasa) y el factor de transcripcion CREB (cAMP elemento de respuesta a la proteina
de unién) se han demostrado que participan en el via de supervivencia que se produce
por el NO en células granulares del cerebelo; en particular, ambas proteinas son
importantes como transductores de sefal de supervivencia mediada por neurotrofinas y
para la defensa contra las diversas agresiones neurodegenerativas [Contestabile et al.,
2004; Riccio et al., 2006].

El NO también confiere neuroproteccion en el modelo de neurotoxicidad mediada por
NMDA en el que la estimulacion prolongada de los receptores NMDA causan muerte
celular excitotoxica [Guix et al., 2005]. EI NO protege frente a la excitotoxicidad con la
S-nitrosilacion de las subunidades NR1 y NR2 del receptor NMDA [Choi et al.,
2000;Jaffrey et al., 2001], reduciendo la afluencia de Ca'" intracelular que es el

responsable de la muerte neuronal [Lipton et al., 1994].
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El NO, por otra parte, puede conferir citoproteccion a través de la inhibicion de la
actividad de la caspasa por S-nitrosilacion de las cisteinas del area catalitica [Liu et al.,
1999; Melino et al.,, 1997]. La S-nitrosilacién se ha demostrado capaz de reducir la
actividad de las caspasas en varias lineas celulares, incluyendo las neuronas [Liu et al.,
1999; Mannick et al., 2001; Tenneti et al., 1997]. Estudios recientes han demostrado
que las neuronas corticales que habian sido tratados con varios donantes de NO como
los S-nitrosotioles, mostraron una significativa reduccion de actividad caspasa 3 y
caspasa 9 inducida por estaurosporina (STS), posiblemente debido a la mediacién de
NO en la S-nitrosilaciéon del residuo de cisteina en el sitio catalitico de estas caspasas.
Ademas, el tratamiento con NO inhibe la aparicidon de la imagen de apoptosis nuclear
clasica [Zhou et al., 2005].

1 5.4 NO EN LA NEURODEGENERACION

El incremento en la concentracidn de oxido nitrico en el sistema nervioso central se ha
correlacionado con diferentes enfermedades neurodegenerativas, asi como con infecciones virales.
En estos casos, la iNOS se expresa en la glia produciendo altas concentraciones de NO [Murphy,

2000].

Por otra parte, el NO es mucho mas perjudicial bajo condiciones patologicas, que
involucran la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), tales como aniones

superoéxido, y la formacién de peroxinitrito [Guix et al., 2005; Pacher et al., 2007].

La formacioén de nitrotirosina, un marcador de estrés nitrosativo, se ha documentado en
pacientes con enfermedad de Alzheimer y de Parkinson [Guix et al., 2005; Good et al.,
1998; Sultana et al.,, 2006]. La enfermedad de Parkinson se caracteriza por una
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, pudiendo el
estrés oxidativo contribuir a la muerte neuronal en esta. En los seres humanos se ha
observado al menos una relacion de causalidad entre la activacion de la microglia y
enfermedad de Parkinson. La activacion de la microglia es capaz de producir dano
neuronal a través de la produccion de moléculas bioactivas como son las citoquinas,
las especies reactivas del oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO) [Jenner, 1998; Pabon et
al., 2011].

En la enfermedad de Alzheimer es bien conocido que el péptido B amiloide es el
principal componente de la placa amiloide, la disminucién de la biodisponibilidad de NO
en la disfuncidon endotelial pueden contribuir al aumento del péptido $ amiloide y con
ello a la enfermedad [Chu et al., 2010].
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En otras patologias como son la esclerosis multiple y de la encefalomielitis autoinmune,
que se caracterizan por la pérdida de mielina de los axones, se produce dano en la
barrera hematoencefalica lo que permite la infiltracibn de monocitos y linfocitos, asi
como la activacion de la glia que contribuye a la produccion de citocinas y NO [Merrill et
al., 1996]. En la esclerosis multiple, también se ha propuesto la hipotesis mitocondrial
que implica a la citocromo-c oxidasa, de tal manera que el incremento de NO inhibe la

respiracion mitocondrial y reduce la sintesis de ATP [Brown et al.,2001].

El ictus cerebral es el trastorno cerebrovascular mas peligroso para la vida, la segunda
causa de muerte y la principal causa de discapacidad en el mundo. El resultado del
ictus es la interrupcién del flujo sanguineo cerebral que causa dano irreversible y fatal
para las neuronas afectadas. La interrupcion de la homeostasis conduce a la
despolarizacién rapida y a la gran afluencia de calcio y potasio. Como consecuencia de
la sobrecarga de calcio intracelular se produce la activacién de la transmision
glutamatérgica excito-toxica, el oxido nitrico (NO) sintasa, la caspasa, la xantina

oxidasa y la liberacidon de especies reactivas del oxigeno [Dirnagl et al., 1999]

La liberaciébn excesiva de glutamato conduce a la activacion de fosfolipasas, la
hidrolisis de fosfolipidos y la liberacion de acido araquidénico, y en ultima instancia

resulta en necrosis y muerte celular por apoptosis. [Phillis et al., 2003].

| 6 METODOS DE DETECCION DE OXIDO NiTRICO (NO)

Muchos métodos se han descrito para medir NO, y los problemas mas importantes que
hay que afrontar son la selectividad y la sensibilidad. Alguno de estos métodos los

resefiamos en la siguiente tabla [Feelisch et al., 1996]:

Métodos directos Emisién de luz: Quimioluminiscencia

Electrodo selectivo de NO: Electroquimica
Fijacion con hemoglobina: Espectrofotometria
Peroxidasa de rabano: Espectrofotometria
EPR: Espectroscopia de resonancia magnética

Métodos indirectos | Medida de NO,: Espectrofotométrico
Medida de otros productos: Citrulina, Ferrocianuro, ABTS...
Inhibidores de NOs: Isoformas de NOs

Tabla 2. Métodos de medicion de 6xido nitrico

Para la medida in vivo en el sistema nervioso central, hay que tener en cuenta que el

medio biolégico es un sistema complejo formado por soluciones de multiples
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sustancias encerradas en receptaculos formados por las barreras celulares. Desde un

punto de vista estructural podemos simplificar estos espacios en:

» Intracelular

» Extracelular

» Intravascular (como una forma especial del espacio extracelular)

De alguna manera, los procesos biolégicos se producen condicionados por las
necesidades propias de estos espacios, de tal manera que es el agua quien en
definitiva condiciona sus concentraciones y actividades. Posiblemente como
consecuencia ancestral del origen marino de la vida hace un millon de anos, el agua
que rodea las células de los vertebrados y del hombre, es decir, el agua extracelular,
posee una composicion electrolitica similar a la que tenia el mar en los tiempos mas
remotos. Esta composicién le confiere al liquido extracelular unas propiedades
electrénicas que son aprovechables para el uso de métodos electroquimicos en la

deteccion de sustancias disueltas en dicho compartimentos.

La deteccion directa in vivo requiere un método de medida en tiempo real no
destructiva. De todos los métodos enumerados en la tabla 2, las técnicas
electroquimicas tienen una especial importancia en el estudio in vivo de las
transformaciones quimicas del cerebro ya que pueden detectar cambios en un entorno
espacial reducido y en un plazo de tiempo corto, como son los procesos implicados en

la neurotransmision [Malinsky et al., 1992].

Por otra parte, las medidas no son destructivas del analito y el dafo tisular es minimo
ya que se trata de sondas que oscilan entre 0 — 500 um de largo por 4 — 30 um de

diametro.

Dentro de la electroquimica analitica, la voltametria comprende un grupo de técnicas
denominadas de potencial de electrodo controlado, en las cuales se aplica sobre el
electrodo de trabajo un determinado programa de potencial, que puede ser constante o

variar con el tiempo.

La célula electroquimica para medidas in vivo, esta constituido por un circuito de tres o
cuatro electrodos, siendo la mas comun la de tres que es la que hemos usado en
nuestro estudio (Esquema de la figura 2):

1. Electrodo de trabajo (ET): Sobre el que se efectuan las medidas.

2. Electrodo de referencia (ER): Para el control potenciostatico.

3. Electrodo auxiliar (EA).: Frente al que se establecen los programas de potencial.
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ER
+ N
P Y >
N
E i
Wi

Figura 2. Componentes de la Célula electroquimica
A: amperimetro o voltimetro E: Fuente variable de potencial P: amplificador operacional

La interfaz solucién electrodo se comporta como un condensador. A un potencial dado
existira una carga sobre la superficie del electrodo y una carga igual, pero de signo
contrario en la solucién. La carga en la superficie del electrodo es debida a un exceso
o un déficit de electrones. La carga de la solucién es aportada por un exceso de iones
de una u otra carga en la vecindad del electrodo. El conjunto de todas estas cargas

existentes en la interfaz metal-solucién se denomina doble capa eléctrica.

Los procedimientos voltamétricos suelen clasificarse en funcién de la velocidad de

muestreo en:

Répidos: Los mas usadas son la Amperometria Pulsada Diferencial (DPA), la
Voltametria Rapida Ciclica (FCV) y Amperometria Rapida Multipulsada Diferencial
(FDMA) que ha sido desarrollada en nuestro laboratorio y combina las caracteristicas
de DPA y DNPV. Tiene la ventaja de su alta velocidad de muestreo siendo su

selectividad igual a las técnicas lentas.

Lentos: Los procedimientos mas usados son: Voltametria Pulsada Diferencial (DPV),
Voltametria Pulsada Diferencial Normalizada (DNPV) y la Voltametria de Barrido Lineal
(LSV). Estas técnicas usan velocidades de barrido que oscilan entre 20 y 100

segundos.

En nuestro laboratorio, hemos desarrollado una variante: la Voltametria Pulsada Doble
Diferencial (DDPV) que permite registrar los analitos electroactivos de manera mas
sensible (2x) que la DNPV al extraer electrénicamente el fondo de oxidacién del
material analizado. En esta técnica, se reemplaza un pulso de medida por dos mas
pequenos de amplitud y duracioén igual. La corriente se mide al final del primer y del
segundo pulso respectivamente. La diferencia entre ambos, suprimen las corrientes
capacitivas generadas. En el grafico de la figura 3 se muestra en coordenadas de

Potencial/Tiempo el tratamiento DDPV.
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Potencial

B

i : Potencial inicial

T : Tiempo total de cada barrido en ms.
T, : Tiempo del pulso 1 en ms.

T, : Tiempo del pulso 2 en ms.

T;: Tiempo del pulso 3 en ms.

T, : Tiempo entrepulsos en ms.

AV : Incremento del pulso inicial en mV.

—> AV; : Incremento del pulso 1 en mV.

. AV, : Incremento del pulso 2 en mV.
Tiempo
N

Figura 3. Grafico de la variacion de los pulsos en DDPV

Para discriminar selectivamente entre los productos nitrogenados con capacidad
electroactiva, se fijan los potenciales de oxidacion de cada molécula, siempre que la

diferencia de sus potenciales de oxidacidn respectivos sean superiores a 10 mV.

0.6
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= 03 N NO
g I\ \/
8 02 \J
5 N\_ oA /

0.1
© v\ 5-HT

0 VI"!\
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-0.1
0 300 600 800

Potencial aplicado (mV)

Figura 4. Voltamograma originado por DDPV donde se muestran los picos DA, 5-
HT y NO

| 7 ANALISIS DEL PICO DE NO

El numero de sustancias cerebrales electroactivas es realmente limitado aunque muy
importante. En el esquema de la figura 5, se representan en funcion de sus potenciales
de oxidacion diferentes compuestos que clasicamente pueden ser medidos por

voltametria, mediante electrodo de fibra de carbono electroquimicamente tratado.
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Neuropéptido

Adrenalina Melatonina Tirosina
Ropdrensiii Metanefrmg Tf‘lptol’fano
DA Normetanefrina Tiramina
S=HT MHPG, DHPG, HVA Octopamina
DOPA 5-HTP 3-Metoxitiramina Triptamina
DOPA S5-HIAA ‘
640 mV 720 mV
e I % { | | Py
=300 mV 0mV 300 mV T 600 mV 1000 mV
Ac.ascorbico Ac.lrico Neurolépticos NO NO3_
Antidepresivos NO2

Inhibidores de la MAO
Beta-Bloqueantes

Figura 5. Moléculas potencialmente cuantificables por voltametria
Se representan sobre un eje de potencial aplicado en la voltametria las distintas moléculas
detectables segun su potencial de oxidacién

Por otra parte, varios factores han de ser considerados para la correcta localizacion de
dicho pico y su estandarizacion con los electrodos disefiados. Factores derivados de
los parametros voltamétricos tales como la amplitud y duraciéon de pulso y prepulso,
velocidad de barrido etc.., deben ser ajustados para preservar la estabilidad de la

medida y eliminar procesos indeseables como son las corrientes capacitivas.

Factores de la propia superficie activa del electrodo (tamafo, limpieza, tratamiento....)
pueden modificar ligeramente los potenciales. Finalmente, dependiendo del animal de
experimentacion, el factor mas importante es el pH y la temperatura ya que los estados
acidotico o alcalético pueden modificar los potenciales de oxidacion de los productos
analizados, fundamentalmente en los estudios agudos con animales anestesiados sin

control ventilatorio.
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Il OBJETIVOS
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El estudio in vivo de la deteccion de NO, ha presentado basicamente dos grandes
dificultades: Primero, la gran inestabilidad debida a su alta reactividad lo que dificulta
obtener muestras que puedan posteriormente ser analizadas y nos obliga por ello a la
medida directa del NO libre en el espacio intersticial, a diferencia de otras sustancias
como DA, 5-HT etc...que pueden ser extraidas y posteriormente analizadas. En
segundo lugar, la falta de un método directo, estable y reproducible que nos permita

medir en un area reducida como son los espacios intercelulares del SNC.

Las contribuciones mas extendidas sobre la valoracion de NO en el SNC se basan en
medidas indirectas por la presencia de actividad NOS, que no es equivalente a la
concentracion extracelular de NO y por tanto desconocemos la relacion real entre
ambas (NO y NOS) en cada area del SNC.

La medida de la concentracion extracelular de NO de forma fiable nos permitiria
plantear una posterior hipdtesis de trabajo sobre la relacién entre la distribucién de la

actividad NOS y concentracion de NO libre.

De forma general, y como objetivo global, el presente trabajo se propone crear un
mapa tridimensional de los niveles extracelulares de NO en el SNC de rata. Para ello,

hemos establecido los siguientes objetivos especificos:

1°. Diseno y fabricacion de un microsensor de NO con una metodologia directa y
sensible que nos permita la medida reproducible y fiable de los niveles de NO
en areas del orden de 100 um, que es el area media de difusion del NO
generado por una fuente bioldgica y que coincide con la distancia maxima a la

qgue una célula puede estar alejada de un capilar.

2°. Elaboracion de un calibrador estable, reproducible y de facil fabricacion que nos
permita valorar por un lado la calidad del sensor y por otro que nos dé una

concentracion fiable de NO en el espacio intersticial.
3°. Validacion del microsensor considerando:

a. Optimizacién del proceso de fabricacion con la validacion de los

componentes de la célula electroquimica.
b. Caracterizacion del pico de NO.

c. Validacion de selectividad frente a otras moléculas que pudiesen
interferir en la cuantificacion de NO, fundamentalmente de las
interferencias con otros productos nitrogenados (NO; , NO;, N3O,

etc...... ).
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d. Validacion farmacologica del microsensor.

4°, Medir los niveles basales de NO en diferentes regiones del SNC de rata
anestesiada, de tal manera que nos posibilite una reconstruccién en un atlas

tridimensional con dichos niveles basales.
5°. Comparacion de los niveles de NO con la localizacién histolégica de NOS.
6°. Evaluar su aplicabilidad en clinica humana.
Desde nuestro punto de vista todo ello tiene una gran importancia por varios aspectos:

1. Aportar una herramienta fiable y de facil implementacion para la medida de NO en
el SNC.

2. Generar un mapa 3D que permita disponer de las concentraciones de NO en

cualquier punto del SNC de rata, actualmente inexistentes.

3. Establecer la concordancia entre NO basal y la presencia de NOS en un entorno

comun y evaluar el posible grado de activacion de la NOS.

4. Conocer los efectos de la actuacion selectiva sobre las isoformas de NOS en la

variacion de la concentracion extracelular de NO.

5. Evaluar la aplicabilidad clinica de un sensor estable para la cuantificacién directa en
sangre de NO exclusivamente a diferencia de los métodos de cuantificacién de

nitritos y nitratos que incluyen estos analitos de origen no nitrérgicos.
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Il MATERIAL Y METODOS
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Il 1 CELULA ELECTROQUIMICA

l11.1. ELECTRODO DE TRABAJO SELECTIVO A NO

El electrodo de trabajo o microsensor surge desde el disefo clasico de biosensor
descrito por Clark [Clark et al., 1962] donde el NO es directamente oxidado en la
superficie del electrodo de trabajo. No se puede considerar un “biosensor” tipico dado
que la molécula que utilizamos, el tetraquis (3-methoxy-4-hidroxifenil) porfirina
(TMHPPNI), no es de origen bioldgico sino de sintesis y la diferencia con la porfirina de
origen biolégico es que contiene como metal central coordinado el Ni** (niquel) en vez
de el Fe™ (hierro), por lo que le llamaremos microsensor o microelectrodo selectivo. Por
lo tanto, para fabricar nuestro microelectrodo hemos realizado un recubrimiento por
electrodepositacion basado en el procedimiento descrito por Malinski y Taha [Malinski
et al.,1992] y posteriormente modificado por nuestro grupo, [Mendez et al. en 1997],
consistente en una fibra de carbono revestida de una pelicula polimérica de tetraquis
(3-methoxy-4-hidroxifenil) porfirina (TMHPPN:I) y recubierta con un poliacido perfluorado
con propiedades de intercambio catidnico (Nafion ®, Aldrich Chemical Co., Milwaukee,

USA).

EI TMHPPNi cataliza la oxidacién de NO a NO* por la capacidad electrocatalizadora del

atomo central de metal de la porfirina y por lo tanto, en gran medida influye en la

magnitud de la oxidacién obtenida de los electrodos [Malinski et al., 1992].

El Nafion® actia como membrana de intercambio catiénico; por una parte permite
penetrar al NO a través de la pelicula, mientras que simultdneamente las cargas
negativas del grupo SO; de la cobertura de Nafion® evitan que nitritos y nitratos
puedan acceder a la superficie activa de la porfirina, previniendo la sobreestimacion de
la respuesta NO [Malinski et al., 1992]. Este efecto selectivo de también se han
demostrado para el acido urico y acido ascorbico y ademas la pelicula de Nafion® no

afecta al pico de oxidacion del NO [lkeda et al., 2005].
Los distintos componentes del microelectrodo son:

Conductor eléctrico

Consiste en un cable de cobre de 0,25 mm de diametro que se une con un material

conductor (pintura de plata de RS, Northants, UK) a la fibra de carbon.
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Vidrio estirado
1,2cm
Soldadura

o .
Conector Pintura electroconductora
Pegamento

Alambre de cobre sélido 0,25 mm.

Fibra exteri
500 micras |
oY

PegamentoT

Figura 6. Electrodo de trabajo

El extremo distal del cable de cobre, se suelda a un conector que nos permitira

acoplarlo al sistema potenciostatico.

1. Funda de vidrio estirado de borosilicato

Capilares de borosilicato (Clark Electromedical Instruments. Whitchurch on Thames.
Reading UK: Ref.IB100-6) de 1,00 / 0,58 mm d.e./d.i. el cual es estirado en un
Estirador de Pipetas Kopf modelo 750 (Davies Kopf Instruments Tijunga, California,
USA). El extremo estirado es recortado en el extremo distal para permitir el paso de la

fibra de carbono.

Tras introducir la fibra de grafito unida al conductor eléctrico y dejar sobresalir una
longitud de fibra superior a 500 um, se obstruye con pegamento rapido Araldit (Ciba-
Geigy, Suiza) para evitar el paso de liquidos al interior del electrodo. Posteriormente se
recorta la fibra bajo microscopio, lo mas exactamente posible para dar la longitud de

trabajo de 500 um.

La parte anterior del capilar también es obstruida con pegamento para evitar que entre

liquido a la pipeta estirada y altere la funcionalidad del microsensor.

2. Superficie guimicamente activa

El electrodo de trabajo consiste por tanto, en una fibra de grafito pirolitico altamente
ordenado con diametros entre 12 um (Union Carbide) y 30 um (World Precission) de
diametro y 500 um de longitud,. La estructura de la fibra de grafito esta organizada en
una red cristalina hexagonal compacta con pocos defectos estructurales que lo
asemejan al cristal perfecto de grafito, lo que le confiere unas cualidades eléctricas y

mecanicas muy apropiadas para nuestros objetivos. La fibra es cubierta por electro-
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deposicion, utilizando voltamperometria pulsada diferencial (DPV), con una pelicula
polimérica de tetraquis (3-methoxy-4-hidroxifenil) porfirina (TMHPPNi) que contiene
niquel como nucleo metalico (Interchim, Montlugon, Francia) y posteriormente se
someten a bafios de inmersién en una solucion de Nafion ® (Aldrich Chemical Co.,

Milwaukee, W1, EE.UU.).

Los objetivos de estos tratamientos son respectivamente, hacer selectiva la fibra de
carbono al NO a potenciales de trabajo bajos y excluir la interferencia de aniones tales
como nitritos, obteniendo asi un electrodo que puede detectar los niveles de NO en el

rango nanomolar [Malinski et al., 1996; Méndez et al. 1997].

Previamente a la electrodepositacion se limpia la punta del electrodo con SO4H,
concentrado con introducciones instantaneas y alternativas entre SO,H, y H,O
destilada. El efecto final se observa porque el vidrio se pone blanco, efectuado 3

pases. Posteriormente es secado durante media hora en estufa a 60° C.

La Cobertura de Porfirina Niquel se realiza por electrodeposicion voltamétrica usando

como metodologia voltametria pulsada diferencia (DPV) en el polardégrafo Biopulse,
(Taccussel-Radiometer. Villeurbanne Francia). En el sistema de electrodos Auxiliar y
Referencia se conectan ambos electrodos por un hilo conductor para los tratamientos

de electrodeposicion.

La Porfirina es previamente desoxigenada burbujeando Nitrégeno en un tubo

eppendorf durante 5 minutos para eliminar el O, de la solucion.

La electrodepositacion se realiza con asa de platino conectada al electrodo de
referencia y trabajo. Para ello, colocamos una gota de porfirina en el asa conectada al

potenciostato de 3 electrodos con el protocolo siguiente:

= Corriente continua fondo de escala:12,5 nA.

= Tiempo: 95 segq.

= Potencial aplicado: de -240 mV a +1000 mV.
= Potencial de paso: 4 mV /0,4 seg.

Damos tratamientos hasta que la linea se hace plana, lo que indicara que se ha
agotado la capacidad de electrodeposicion (figura 7). Posteriormente se seca en estufa

durante 30 minutos.
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Corriente en nA

-240 70 380 690 1000
Potencial en mV

Figura 7. Voltamogramas del recubrimiento del microsensor de trabajo selectivo a
NO.

Obsérvese que el registro presenta un pico de oxidacion de la porfirina niquel cercano a 700 mV.
Este pico se va haciendo plano segun se deposita la porfirina niquel, momento en el cual se da

por finalizado el recubrimiento por electrodepositacion.

En un segundo paso se da una cobertura con Nafion® al 20% en propilenglicol. Para
ello lavamos el asa de platino antes de comenzar el tratamiento y colocamos una gota

de Nafion® en el asa y aplicamos el siguiente protocolo eléctrico:

=  Corriente continua fondo de escala: 12,5 nA

= Potencial aplicado: + 2,8 V

Realizamos 5 tratamientos consistentes en introducir 5 segundos en el Nafion® y
sacarlo durante 20 seg, pasados los cuales se repite el proceso. Posteriormente se

deja secar a temperatura ambiente durante 10 min.

El microelectrodo o microsensor asi modificado queda listo para ser usado in vitro o in

Vvivo.
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Q

Nitrdgeno 3 veces
J “
SO,H, H,O destilada

P | )

$ L olo O
Electrodo 1/2 hora en Estufa
de Trabajo - >

Auxiliar 8 fratamientos P

m 1
E Porfirina

Referencia 20 segundd porfirna

5 tfratamientos

5 segundos

Figura 8. Esquema del procedimiento explicado en el texto y empleado sobre
electrodo de trabajo para electrodepositar las coberturas de porfirina Niquel y de
Nafion®.

ll11.2 ELECTRODO DE REFERENCIA

Actua como control potenciostatico. Fabricamos un par Ag/AgCl utilizando hilo de plata
de 0,2 mm de diametro cubierto de teflén (Medwire Corp., Mt Vernon, NY), que se
despoja de dicha cubierta por ambos extremos. Uno de ellos se suelda a un conector
que se unira al potenciostato, y al otro extremo se le da tratamiento de cloruracién en
una cubeta con HCI 1N aplicando un potencial de 0,8 V hasta que la superficie

adquiere un tono marrén oscuro (AgCl).

ll11.3 ELECTRODO AUXILIAR

Se compone de un alambre de un material noble que no sufra oxidacion, se puede

utilizar platino oro o acero inoxidable.
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En nuestro caso se ha optado por acero inoxidable de 1 mm de diametro, soldado por

un extremos a un conector que se une al potenciostato.

Il 2 CALIBRADORES

Debido a la alta reactividad del NO en presencia de O, la inestabilidad del NO en
solucién acuosa propicia el que se produzca un fendmeno de conversion en NO,

desde el momento de la disolucion:
2NO" + 2H,0 <> 2NO, + 4H"

Esa alta inestabilidad del NO repercute posiblemente en la disparidad de valores de la
concentracion final para el NO, que en una solucion buffer acuosa a 22°C oscila como

hemos mencionado anteriormente segun autores entre 1,5y 3,0 mM.

Ademas, la preparacion de los calibradores en recipientes abiertos, y sin control de
volumen, temperatura y presién, no garantizan la homogeneidad de los distintos lotes
de calibradores preparados. Por ello, nos planteamos la preparacion de un calibrador
en solucion altamente desoxigenada y en unas condiciones de presion, volumen y
temperatura uniformes y con una metodologia reproducible. De esta manera, para
minimizar los efectos adversos, hay que definir y controlar previamente el maximo de

variables y las condiciones de preparacion tales como:

e Frasco contenedor de la solucion calibradora.
e Disolvente empleado.

e Temperatura de disolucién

¢ Grado de desoxigenacion.

e Tiempo de burbujeo.

e Concentracion final de la solucion de NO.

Por otra parte, es muy importante acortar el tiempo desde su preparacién y su
utilizacion, asi como, evitar al maximo la interposicion de oxigeno en el momento de

realizar las diluciones requeridas.

Il 2.1 PREPARACION DEL CALIBRADOR DE NO

En el proceso se requieren tres soluciones:

1. Solucién PBS desoxigenada (A)
2. Solucién madre de NO en PBS (B)
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3. Solucion de trabajo de NO (C).

El primer paso consiste en la desoxigenacion encaminada a disponer por una parte un
tubo (A) con una solucién de PBS vy por otra parte un tubo (B) vacio y ambos con la

minima cantidad posible de O,

Los recipientes (A) y (B) son de vidrio color topacio para minimizar los efectos externos
de la luz y el cierre se ha preparado con un tapén de goma libre de latex que permite la
penetracion de agujas manteniendo la estanqueidad del tapén. El cierre se asegura
mediante una tapa de plastico con rosca que deja libre el centro del tapdn por donde

se podran realizar las inyecciones para los distintos tratamientos.
Trabajamos a temperatura ambiente del laboratorio que oscila entre 23 y 25 °C

El primer frasco (A) con 6,5 cc de PBS (contenido maximo para minimizar la camara de
aire) se desoxigena con una bomba de vacio para eliminar al maximo el O, disuelto en
el PBS. Posteriormente se inyecta N, durante 5 minutos manteniendo una salida del
gas mediante una aguja con lo que se consigue renovar completamente la camara de
aire existente en el recipiente y desplazar el O, disuelto. Luego, tras eliminar la aguja
que sirve de conducto de salida, se mantiene durante 30 seg la inyeccién de N, a
presién, que producira una atmdésfera de N, desoxigenada. Estos recipientes con gas
NO de alta pureza, sin mas tratamiento se reservan para preparar posteriormente tanto

la solucién madre como la de trabajo.

El tubo (B) vacio, se somete a los mismos pasos de desoxigenacion que el tubo (A).
Una vez desoxigenado, el tubo se empleara para introducir NO gas en un ambiente
desoxigenado. El dispositivo por el cual inyectamos NO, se muestra en el esquema de
la figura 9 y consta de una botella de gas NO comprimido que mediante un conducto
metalico burbujea primero en un matraz con NaOH 5M, seguido por un segundo matraz
con agua destilada para purificar el gas eliminando de esta manera formas
nitrogenadas interferentes. El trabajo se realiza bajo campanas de seguridad con
extraccion de aire. Durante 5 minutos se gasea en el interior del tubo (B) a 0,3
atmosferas de presiéon controlado por un manorreductor colocado a la salida de la
botella de NO. El tubo (B) tiene un conducto de salida del gas mediante una aguja que
atraviesa el tapdn de goma, con lo que se consigue que el contenido final del recipiente
sea practicamente solo NO. Pasado este tiempo, se elimina la aguja de salida y se
continua gaseando NO durante 30” a 0,5 atmodsferas para obtener una atmosfera

saturada de NO. De esta manera, en estos recipientes tendremos un volumen de NO
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conocido en unas condiciones de presion y temperatura establecidas. Estos tubos al

igual que los tubos (A) son conservados en nevera (4°C) hasta el momento de uso.

Botella de NO

= PBS
bajo en Oxigeno

Figura 9. Esquema del dispositivo de fabricacion del calibrador de NO.
El dispositivo consta de una botella de gas NO comprimido que se burbujea en un primer matraz
erlenmeyer con NaOH 5M y un seqgundo matraz con agua destilada para posteriormente inyectar
el NO en los contenedores de vidrio para preparar la solucion madre de NO

En el momento de realizar la calibracién, se inyectan en el frasco (B) 2cc del frasco (A)
con solucion PBS. De esta manera obtenemos un recipiente con una solucién saturada

de NO con una concentracion entre 1,8 a 2 mM.

Las soluciones de trabajo (C) se preparan en un tubo eppendorf donde se coloca 1,5
cc del PBS desoxigenado (frasco A) y en el momento del estudio se inyecta con una
jeringa Hamilton de alta precision, un volumen determinado (segun la concentracion

deseada) de la solucién madre del frasco (B).

Il 3 METODOS DE COMPARACION IN VITRO

Los métodos indirectos de medida como el método de Griess descrito en 1879 se han
utilizado para medir nitritos y nitratos con un limite de deteccion que se encuentra en
un rango micromolar. Por tanto no consideramos util su utilizacion como método
comparativo ya que: 1) No mide directamente NO, 2) Su limite de deteccién es superior
a las concentraciones esperadas en el SNC de rata y 3) No se puede utilizar en tiempo

real.
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Hemos preferido recurrir a la reaccion de quimioluminiscencia dado que mide
exclusivamente NO sin interferencia de NO,, CO,, CO, C,H4, NH3, SO,, H,0..

1 3.1 QUIMIOLUMINISCENCIA: ANALIZADOR PARA NO

De la reaccion de NO con Oj; resulta la emisidbn de luz y estda se emite
proporcionalmente a la concentracion de NO, siendo esta la base para el método de
deteccion de NO mas exacto disponible. Esta reaccion fue descrita al principio de los

anos 60s.

El NO reacciona con el ozono produciendo NO,. Una fraccién del NO, se forma con

electrones en estado excitado, los cuales emiten un foton al caer al estado

fundamental, siendo detectados por un fotomultiplicador.

NO + 03 — NO3 + 02
NO2 — NO2 4+ hv

La cantidad de fotones producidos es directamente proporcional a la cantidad de NO
de la muestra. Para detectar el espectro de emisién se utiliza un tubo fotomultiplicador

sensible al rojo (barrido de 640-3.000 nm con pico de intensidad a 1.000 nm).

*

La molécula excitada NO, ’ puede tener una amortiguaciéon por interaccion con otras

moléculas de gas. Sin embargo, esta via se reduce a presién inferior a 0,3 atmésferas
en la camara de reaccion, siendo en este caso particularmente sensible la senal de

luminiscencia a la concentracién de NO.

En nuestro laboratorio se midié por un analizador de quimioluminiscencia (Modelo
2108; Dasibi Environmental Corp., Glendale, CA). El equipo tiene un limite minimo
detectable de 2 ppm, precision de £ 1%, linealidad de + 1%, rango estandar de 0-500
ppm, y fue calibrado antes y de forma recurrente durante cada estudio con un cilindro
de gas comercial que contiene una concentracion conocida de NO en N, (50 a 100
ppm con menos de 1ppm de NO,). Para ello, el flujo de NO se ajusté para mantener las

concentraciones de NO que mide entre 5y 15 ppm.

En este sistema se ha colocado un dispositivo que permite inyectar muestras liquidas
y mediante un flujo continuo de nitrodgeno, el NO gas es arrastrado hasta el equipo de

quimioluminiscencia donde reacciona con el ozono.

El registro y analisis de las muestras se realizé con el programa PowerChom® de
Powerlab System ® (ADI Instruments Inc, Colorado Springs, CO 80906, USA).
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En nuestro laboratorio se determind para nuestros electrodos y nuestro calibrador una
relacion correspondencia de 1 nA = 0,850 nM de NO [Escrig et al.,1999; Gonzalez-
Mora et al., 2002].

El sistema adaptado se representa en el siguiente esquema de la figura 10:

Bomba |
de vacio |(vacio < 150 mm Hg)
o

Muestra s g
Filtro de
(Fijo de das copstame] ——SF0O0
. Generador
de ozono

Camara de reaccién de
quimioluminiscencia

PMT | Ront
Filtro 10jo Refrigerador

1\ : temperatura constante -ZD“C}:

. / \ : Amplificacion y

o /1184 . procesamiento

\destilada/ : de la seiial
-------------- I----------------—-l
L i |
N~ Computer- Recorder

analdgico/digital

Figura 10. Esquema del sistema de deteccion de NO por quimioluminiscencia

114 PRODUCTOS Y SOLUCIONES DE TRABAJO UTILIZADOS

ll14.1 SOLUCIONES GENERALES

1.-Tampodn fosfato PBS.- Preparada con los siguientes productos:

NaCl 0,8 gramos
KCI 0,2 gramos
KH,PO, 0,2 gramos
Na,HPO,-H,O 1,4 gramos

Se diluye en agua doble destilada y el pH final se ajusta a 7,4 con adiciones de CIH o

NaOH 1 N, segun el pH inicial.

2.- Suero fisioldgico estéril comercial de Braun Medical S.A.

3.- Solucién madre de nitrito sédico 1 M de la que se haran soluciones de trabajo
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Il 4.2 FARMACOS

Los resultados analiticos se han de validar in vivo e in vitro para confirmar tanto la
correcta cuantificacion como los mecanismos implicados en la formaciéon de NO. La
herramienta de trabajo utilizada son los estudios farmacolégicos en los distintos pasos

expuestos en el esquema de formaciéon de 6xido nitrico.

ll14.2.1 PRECURSORES

L-arginina (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 174,2. Dosis: 3-20-100-500 nmoles.

ll14.2.2 DONANTES DE NO

5-nitroprusiato (5NP) (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 261,9. Dosis: 10 nmoles.
S-nitrosos-N-acetilpenicilamina (SNAP) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 220,2. Dosis:

2,5 nmoles

l1 4.2.3 INTERACCION CON OTROS SISTEMAS NEUROTRANSMISORES

Serotoninérgico: Serotonina (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 212,7. Dosis: 20

nmoles

Glutamatérgico: Glutdmico (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 147,1. Dosis: 5-10-20-

100 nmoles.
NMDA (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 147,13. Dosis: 5-10-50 nmoles.
Dopaminérgico: Anfetamina (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), PM 135,2. Dosis: 5-10-20

nmoles.

Il 4.2.4 INHIBIDORES ENZIMATICOS

Como ya hemos descrito mas arriba, la sintesis de 6xido nitrico esta regulada por tres
isoformas de sintasa. Queremos ver el efecto de la inhibicion de cada una de ellas en
el SNC y la posible contribuciéon de cada una a la concentracion fisioldgica de NO en el

espacio intersticial.

I11 4.2.4.1 INESPECIFICOS

N®-monometil-L-arginina (L-NMMA) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 248,28. Dosis:
100-200 nmoles

NC-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 269,7.
Dosis: 20-100-200 nmoles
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Il 4.2.4.2 ESPECIFICOS

l114.2.4.2.1 SOBRE INOS
N°-(1-iminoetil)-L-lisina (L-NIL) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 223,7. Dosis: 10-20
nmoles

Il 4.2.4.2.2 SOBRE NNOS

7-nitoindazole (7- NI) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 163,1. Dosis: 2,5 nmoles
(7-NINA), (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 185,12. Dosis: 10-20 nmoles.

Il 4.2.4.2.3. SOBRE ENOS

N°-(1-iminoetil)-L-ornitina. (L-NIO) (Tocris Bioscience, Bristol UK), PM 173,2. Dosis: 10-
40-100 nmoles.

I 5 MOLECULAS QUE PUEDEN INTERFERIR CON NO EN LA
VOLTAMETRIA

En orden a detectar posibles compuestos interferentes ensayaremos, ademas, algunos
productos que pueden impedir la correcta tipificacién del pico de NO. Los compuestos

ensayados seran los siguientes aminoacidos:

DL-Alanina DL-DOPA DL-Leucina DL-Prolina
DL-Arginina DL-Etionina DL-Lisina DL-Serina
DL-Asparragina DL-Glicina DL-Metionina DL-Tirosina
DL-Aspartico DL-Glutamico  DL-Norleucina DL-Treonina
DL-Cistina DL-Histidina DL-Norvalina DL-Triptéfano
DL-Citrulina L- Isoleucina DL-Phenilalanina  DL-Valina

Tabla 3. Aminoacidos medidos por voltametria

111 6 TINCION HISTOLOGICA DE LA ENZIMA NADPH-DIAFORASA

Como ya hemos adelantado, para tratar de explicar los hallazgos de las
concentraciones de NO, y relacionarlos con su metabolismo y su fisiopatologia,
queremos confrontar las variaciones histologicas de NO en el espacio intersticial con
respecto a las areas ricas en NOS medido con los niveles de NADPH-diaforasa, asi

como correlacionar estos hallazgos con su significacion funcional.
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En 1991 Hope y colaboradores, encontraron que la actividad de la éxido nitrico sintasa
es NADPH diaforasa y por tanto esta técnica simple y robusta se ha utilizado en un

gran numero de estudios de experimentacion.

La isoforma nNOS fue en un principio localizada inmunocitoquimicamente en diversas
poblaciones neuronales del SNC de rata y en neuronas distribuidas en diversos
organos de la rata, mono y humano [Bredt et al., 1990; Bredt et al., 1991a; Springall et
al., 1992], conociéndose hoy en el cerebro de rata su amplia distribucién [Rodrigo et
al., 1994], asi como su correlacion con aquellas estructuras celulares que contienen
cGMP, que actua como sustancia receptora del NO [De Vente et al., 1998]. Del mismo
modo, hoy se tiene una clara informacién sobre la existencia de estos grupos
neuronales nitrérgicos mediante el uso de la técnica histoquimica de la NADPH-
diaforasa realizada en diversas especies [Bruning, 1993; Dawson et al., 1991; Hope et
al., 1989; Hope et al., 1991; Vincent et al., 1992]. Sobre la co-localizacion de la nNOS
inmunorreactiva y la NADPH-diaforasa ha existido y existira cierta controversia, porque
en algunos casos ésta no se da completamente, atribuyéndose esta falta de
coincidencia a los efectos que sobre la actividad NADPH-diaforasa puede ejercer la
fijacibn con paraformaldehido [Buwalda et al., 1995; Matsumoto et al., 1993]. Sin
embargo, Terenghi [Terenghi et al, 1993] demostré una buena correlacién entre la
actividad NADPH-diaforasa y la inmunorreactividad para la isoenzima nNOS en

secciones de médula espinal fijadas con 1% de paraformaldehido.

La NADPH-diaforasa purificada aparece como una proteina simple de 150 kDa similar
a la nNOS, habiendo sido esta isoforma inmunoprecipitada por un anticuerpo que
reconoce a la NADPH-diaforasa [Hope et al., 1991]. Por otra parte, la transfectacion de
células de rindn humano con el cDNA de la isoforma nNOS permitié la deteccién de la
actividad tanto para la NADPH-diaforasa como para la isoforma nNOS, y ademas se
puso en evidencia el hecho de que ambas actividades residian en la misma proteina
[Dawson et al, 1991]. Basados en estas aportaciones se ha considerado, en estudios
llevados a cabo en cerebros de primates y de rata, que la NADPH diaforasa y la nNOS
son coincidentes [Bredt et al., 1991a; Dawson et al., 1991; Sobreviela et al.,
1995;Vincent et al., 1992; Yan et al.,, 1997]. De esta manera, las células NADP-
diaforasa positivas son productoras de 6xido nitrico y por tanto su localizacién
histologica nos dara una vision sobre uno de los pasos de los mecanismos reguladores
de la formacion de NO y de esta manera, nos permitird comparar la localizaciéon
histologica de la enzima con la representacion de los niveles de NO medidos por

voltametria.
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El método de tincion histoquimica utilizado es el descrito por Wolf, Henschke y Wiirdig
[Wolf et al.,1993], que garantiza una 6éptima reaccion histoquimica y permite una
adecuada preservacion de la estructura tisular.

Técnica

Los animales son anestesiados profundamente con tiopental sédico (Pentothal Sédico,
Abbott 200 mg/Kg) y perfundidos por via intracardiaca mediante una bomba peristaltica
con 50 ml de PBS heparinizado, seguido por una solucion fijadora constituida por 400
ml de paraformaldehido al 4% a los cuales se les habia afiadido un 2% de sacarosa y
un 4% de una solucion de glutaraldehido al 25%. La funcién de la sacarosa es la de
proteger el tejido de los potenciales dafios que provoca la congelacion de las muestra

en el posterior tratamiento.

Después de la extraccion del cerebro, estos se sumergen durante 60 minutos en la

misma solucién fijadora y luego en PBS con sacarosa al 15% durante 24 horas a 4° C.

Posteriormente se congelan los cerebros entre -16°C y -23°C y se cortan en criostato
para obtener cortes coronales seriados de 40 um de grosor. Los cortes se recogen con
PBS y se ponen a incubar en un medio que contiene solucién salina 0,1 M en tampén
fosfato (pH=8,0), 0,8 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich® St.Louis USA), 1,2 mM de
NADPH-d (Sigma-Aldrich® St.Louis USA) y 0,8 mM de Sal Nitro Azul de Tetrazolio
(Sigma-Aldrich® St.Louis USA). Los cortes permaneceran 90 minutos en estufa a 37
°C.

Transcurrido ese tiempo, se lavan los cortes dos veces con una solucién salina

tamponada, se montan sobre portaobjetos y se dejan secar a temperatura ambiente.

Las preparaciones se deshidratan pasandolos por las siguientes soluciones

alcohdlicas:

Solucién Tiempo

Etanol de 70 °C 30 segundos
Etanol de 80 °C 30 segundos
Etanol de 90 °C 30 segundos
Etanol de 90 °C 30 segundos
Etanol de 70 °C 30 segundos
Etanol de 100 °C 30 segundos
Etanol de 100 °C 30 segundos
Xilol 2 minutos

Tabla 4. Soluciones alcohdlicas y tiempo de aplicacion
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Finalmente, se cubren los cortes con cubreobjetos utilizando Entellan® (Merck) como
medio de inclusion.

Il 7 TOMA DE DATOS DE CONCENTRACIONES DE OXIDO
NiTRICO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC) DE RATA

Como hemos dicho anteriormente, el objetivo principal es desarrollar un mapa
tridimensional de las concentraciones de NO libre en el espacio intersticial del SNC de

rata anestesiada.

El cerebro de rata esta muy investigado desde el punto de vista anatémico [Paxinos G.
et al.,, 1982; Toga et al., 1995; Zilles K., 1985] y desde el punto de vista de la
distribucion de NOS [Cork et al., 1998; Rodrigo et al, 1994; Vincent, 1992]. Sin
embargo, no existe un mapa de distribucidon de las concentraciones del propio NO libre

en amplias areas cerebrales.

La creacién de una estructura tridimensional de una imagen supone, en primer lugar
disponer de datos en los tres ejes cartesianos (x,y,z) y en segundo lugar localizar estos

datos sobre las posiciones que deseamos.

Tratandose del cerebro de rata, parece evidente que un modelo adecuado donde
acoplar estos datos seria un mapa estereotaxico. Por ello, partimos de los cortes
coronales proporcionados por las laminas estereotaxicas de los Atlas Karl Zilles y el de
Paxino y Watson que contienen diferentes capas de informacion como son: cuadricula
estereotaxica de coordenadas, los nombres de las estructuras y las lineas de contorno.
Todos los esquemas se organizan en capas separadas y alineadas con el mapa

estereotaxico.

Hemos elegido 9 cortes coronales en sentido antero-posterior. El punto de referencia
cero sera siempre el bregma que se considera una localizacidn estereotaxica precisa
siempre que el angulo del craneo se mantenga constante [Whishaw et al., 1977;
Paxinos et al., 1982].

A partir del Bregma, designamos las laminas o rodajas segun las distancias en mm

siguientes:
AP: + 3,20; +1,0; - 1,3; -3,14; -5,3; -6,8; -8,8; -11,00; -12,30

La amplitud del intervalo la justificamos en razén de la eficiencia de la variacion de la

sefal en una valoracién piloto en la superficie del cerebro.
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En cada lamina se ha procurado hacer tomas de muestras cada 500 um. en vertical
(coordenada y) y repetir el muestreo cambiando 500 um en lateral desde la posicién de
inicio (coordenada x). La dificultad estd fundamentalmente en la presencia de
obstaculos ocasionados por vasos sanguineos o la propia estructura del craneo que

nos obligara en ocasiones a cambiar ligeramente estas coordenadas.

La recogida de datos se registrara durante el descenso del electrodo desde areas

dorsales a ventrales.
Se haran dos protocolos de toma de datos:

a) Area de confianza de la sefial: Se trata de establecer que los datos obtenidos en
cada descenso son estables para un determinado entorno. Se practicaran
penetraciones con intervalos de 500 um tanto AP como Lateral en dos areas

contralaterales.

b) Toma de datos sistematicos: Para establecer el mapa primeramente bidimensional
se haran las oportunas medidas de NO guiadas por las laminas seleccionas de los

atlas estereotaxicos.

El protocolo sera el siguiente:

Tiempo inicial de estabilizacion de la sefal: 5 minutos.
Intervalo de recogida de datos: cada 500 pum.

Tiempo de muestreo:120 seg.

Intervalo de muestreo Lateral: Cada 0,5 mm.

Intervalo de muestreo Antero-posterior: Segun laminas del estereotaxico.

YV V. VYV V V

Seguridad al fondo cerebro: 250 um.

Il 8 TRATAMIENTO INFORMATICO DE LOS DATOS DE
CONCENTRACIONES DE OXIDO NiTRICO

Los datos de las concentraciones de NO para cada lamina, seran posteriormente
tratados en el programa SURFER® 5.00 (Surface Mapping System, Golden Software
Inc., Golden, Colorado, USA).

Cada lamina proporcionara una matriz de datos definidas por la posicién lateral (x), la
posicion vertical (y) y los valores de NO que para cada par de coordenadas hemos

obtenido.

SURFER® es un programa de generacion de mapas grafico desde una matriz de datos

en tres coordenadas (X, y, z), convirtiendo esta matriz de datos en una imagen
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bidimensional. Desde los datos originales, SURFER® genera una malla regular de
datos interpolados que delimitaran areas enmarcadas en curvas de nivel en funcién de

los valores de cada posicion.

¥ SURFER - [L100.GRD] BEE
ok File  View Options  Window  Help ﬂ
X:2.09 ¥:5.12449 Z:(1.12855

Ry 4

— - - — - - -
I: Inicio Edm (- & 4 Explorador... = % sURFER - [L1o... LTZ. Documental - ... ',I‘ g Ma. o1 Corel PHOTO-., ES &‘)a m-.'."a- 105

El tratamiento que hemos elegido para generar la malla de datos interpolada es
“triangulacion con interpolacion lineal”, que utiliza los algoritmos de la triangulacién de
Delaunay, los cuales permiten la construccién de una triangulacion o6ptima para la
representacion de la imagen bidimensional. Esta malla de datos proporciona la
posibilidad de tabular para cada par de coordenadas x,y un valor de NO (z). Dichas

tablas se exponen en los anexos finales.

Las areas enmarcadas en curvas de nivel, podemos diferenciarlas por intensidades de
color (seleccionable), que de esta manera nos proporcionaran una descripcion de las
diferentes concentraciones de NO distribuidas por toda la superficie de la lamina

investigada.

52



Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Para comparar mejor posteriormente estos cortes con la tincién histoquimica de
NADPH-diaforasa elegiremos el tono de color mas cercano posible de la paleta

cromatica al de la tincion histoquimica.
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Figura 11. Estructura 3D,que perfila el contorno del cerebro obtenida con SURFER®

Para crear la estructura tridimensional del cerebro, se combinaran estas imagenes 2D
de las 9 laminas coronales con su localizacién segun la referencia bregma. De esta

manera, proporcionara una red de datos donde la interpolacion entre laminas generara

una imagen continua en una la estructura 3D

Il 9 SISTEMA DE INYECCION LOCAL IN VIVO: CANULA DE
MICROINYECCION.

Los estudios farmacoldgicos se han disefiado en base a estudiar los diversos efectos
con las drogas seleccionadas y descritas en los objetivos. Para poder aplicar estos
productos en la zona de trabajo deseada, hemos disefiado un sistema de inyeccién

que proporciona un volumen controlado en el entorno de accién de la fibra de carbon y

que se muestra en el esquema siguiente.
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===

Figura 12. Sistema desarrollado para inyeccién local de farmacos en el area
proxima al microelectrodo selectivo a NO.

El electrodo de trabajo se introduce en un soporte de aluminio, disefiado para este fin,
que actiua como canula guia. Por el lateral de dicha canula se coloca una aguja de
acero sellada al exterior del soporte y por cuyo interior se hace pasar un tubo de
polimicro de 76 um de diametro interno que termina en el entorno de la punta exterior
del electrodo.

El volumen administrado esta supeditado por la integridad del tejido cerebral ante la
irrupcién del bolo de liquido. En este sentido hemos decidido un volumen de 0,2 a 0,5
ul.

Los efectos seran siempre comparados con los producidos por la inyeccion del mismo

volumen de PBS o liquido cefalorraquideo artificial.

Il 10 SISTEMA MECANICO ESTEREOTAXICO CON MOVIMIENTO
EN TRES EJES.

Para localizar de manera precisa cualquier estructura o nucleo del SNC se requiere un
aparato que, manteniendo fija la cabeza del sujeto (bajo anestesia profunda), permite
situar un punto particular en el espacio a partir de tres ejes. Cuando se trata del SNC,
cada eje se corresponde con una dimension: medial-lateral (X), ventral-dorsal (Y) y

anterior-posterior (Z).

Este instrumento estereotaxico esta disefiado para adaptarse al animal de
experimentacion seleccionado y todas las escalas estan orientadas para poder ser
leidas por el investigador desde el frontal del instrumento. Las lineas de las escalas

estan grabadas con laser en intervalos de 0,1 mm y se mueve mediante un nonio con
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precision de 100 micras, que permite acceder facilmente a cualquier punto del SNC del

animal en los tres ejes de coordenadas.

Figura 13. Instrumento estereotaxico

El dispositivo incluye:
e Base
¢ Armazoén compuesto de:

o Soporte para la cabeza, que mantiene el craneo del animal en la

orientacién adecuada mediante las Barras para los oidos.
o Adaptador para colocar la mordida de la rata

¢ Brazo Manipulador, que es un mecanismo calibrado que permite desplazar este
soporte porta electrodos en los tres ejes espaciales a lo largo de las distancias

previamente calculadas: anterior-posterior, dorsal-ventral y lateral-medial
e Porta electrodos

Para la localizaciéon exacta de los puntos del SNC a estudiar se usa un atlas
estereotaxico, el cual es un conjunto de mapas cerebrales de la rata de una cepa o
raza concreta y con un peso definido dentro de un margen de tolerancia. Estos mapas
tienen coordenadas que permiten llegar a una determinada regién del SNC de la rata

con el aparato estereotaxico.

En nuestro trabajo hemos empleado los Atlas Estereotaxicos de Zilles y los de Paxino y
Watson Aunque las coordenadas de estos atlas se han desarrollado a partir del estudio

de ratas Wistar macho adultas con pesos que van 270 a 310 g, el atlas puede ser
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utilizado con éxito en ratas machos o hembras con pesos de 250 a 350 g [Paxinos et
al., 1982].

El atlas presenta diagramas de las secciones coronales del cerebro, a intervalos con un
promedio de 0,25 mm Las secciones fueron cortadas de cerebros congelados no

fijados.

La coordenada de referencia se establece con el punto bregma que han definido los
autores como “el punto de interseccion de la sutura sagital con la curva de mejor ajuste
a lo largo de la sutura coronal”. En la mayoria de los casos, la posicion de una

estructura se representa con una precision inferior a 0,2 mm.

I 11 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas machos del tipo Sprague-Dawley nacidas y estabuladas en el
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Laguna, que en el
momento de la cirugia tuvieran un peso aproximado de 300 - 320 gramos. La
imposibilidad de determinar en una sola rata todas las areas establecidas para obtener
datos del cerebro obliga a una perfecta estandarizacion de los animales elegidos con el
propodsito de evitar una gran variabilidad en el tamano del animal y por consiguiente de

su cerebro.

Il 11.1 CIRUGIA ESTEREOTAXICA.

Los animales son anestesiados por inyeccién intraperitoneal de Uretano en dosis de
1,25 g/kg de peso de rata. La eleccion del anestésico se basa en el estudio de nuestro
grupo de trabajo comparando los efectos de la actividad dopaminérgica en estriado
evaluado con voltametria (DNPV), de cuatro farmacos habituales (hidrato de cloral,
uretano, pentobarbital y ketamina-xylazina) en los experimentos con ratas
anestesiadas. Los resultados muestran un menor efecto del uretano sobre el estrés
post inyeccion intraperitoneal en los niveles de DA y acido ascérbico, asi como una
mas rapida recuperacion de la senal [Petrinec et al.,, 1993]. Similares resultados
obtienen Sabeti y colaboradores [Sabeti et al., 2003]. Otros resultados publicados con
medicién del flujo sanguineo cerebral o la glucosa extracelular [Lowry et al., 2001]

refuerzan nuestra eleccion.

La sedacion se controla por el reflejo palpebral. La rata asi anestesiada, se coloca
sobre una almohadilla térmica que estd controlada electronicamente mediante un
sistema PID (controlado proporcional integral derivativo) y que controla la temperatura

corporal mediante un termémetro rectal para estabilizarla entre 36,5 a 37 °C.
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Se afeita la cabeza del animal procurando que la zona sea suficientemente amplia y se

limpia con solucién yodurada.

Incisor Bar
Interaural Line

Figura 14. Medidas del craneo de la rata tomadas del Atlas de Paxino y Watson

El animal se fija en el aparato de estereotaxia mediante la colocacion de las barras
laterales en el canal auditivo. Sabemos que esta correctamente cuando la cabeza ya
no se puede mover lateralmente. Se acoplan los incisivos en el orificio dispuesto frente
a la cabeza y se ajusta para fijar completamente a la rata siguiendo la orientacion
marcada en el Atlas Estereotaxico de Paxino y Watson quedando 3,3 mm por debajo

del cero horizontal.

Se hace una incisién cutanea longitudinal en sentido anteroposterior en la linea media

de la piel iniciada desde la linea ocular hasta la base posterior del craneo.

Figura 15. Colocacion de la rata en estereotaxico-Incision de la piel
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Se utilizan hisopos de algoddn estériles para secar el sangrado y limpiar la herida.

Figura 16. Separacion de la piel y limpieza de la herida

Se continta cortando los tejidos blandos de la superficie del craneo hasta dejar en este
perfectamente visible las suturas craneales y su unién en los puntos Bregma y Lambda

(puntos de corte entre suturas craneales). Se seca la superficie expuesta del craneo.

Figura 17. Craneo de la rata donde se observan los puntos bregma y lambda

Es muy importante en este momento identificar perfectamente las coordenadas del
punto bregma. Para ello se coloca la varilla guia en su montura y se posiciona sobre el
bregma, anotando las coordenadas anterior, posterior y lateral. A partir de estas

coordenadas podremos encontrar las coordenadas correctas necesarias para la
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colocacién de la canula de microinyeccién o del microsensor para realizar las mediadas

seriadas para la determinacién de la concentracion de NO.
A partir de aqui los procedimientos se diferencian segun el estudio a realizar:

1.- Orificio para Implantacién de una canula estatica de microinyeccion para estudios

farmacolégicos.

2.- Decalotaciéon de un area especifica para las penetraciones seriadas del electrodo
en diversas zonas del cerebro, partiendo de la pared lateral del craneo para permitir el
maximo abordaje de la superficie del cerebro expuesta y llegando hasta la linea media
que une bregma y lambda que sera el limite interior de muestreo (fundamentalmente

para evitar el seno venoso, por el riesgo que supone su rotura).

Para perforar el craneo se utiliza un taladro eléctrico que permite realizar un agujero de
unos 6 mm de diametro. Hay que tener mucho cuidado para no dafiar las membranas
meningeas ni los vasos sanguineos. Durante el proceso se emplea como hemostatico
tépico apodsitos de gelatina purificada y esterilizada Espongostan film Byk Leo®

impregnadas de solucion salina al 0,9% que ademas humidifica el area quirurgica.

Por ultimo, se retira convenientemente con una aguja estéril la porcién de duramadre

del area para facilitar la penetracién del electrodo.

Figura 18. Perforacion con taladro eléctrico del craneo de la rata

I11 11.2 IMPLANTACION DEL SISTEMA ELECTROQUIMICO.

Los electrodos de referencia y auxiliar se colocan en la superficie del craneo y para

facilitar la buena conduccién eléctrica con el liquido extracelular ambos son envueltos
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en una tira de gelatina purificada y esterilizada Espongostan fiim Byk Leo®,
impregnada en suero fisiolégico que continuamente es humedecida para mantener la
buena conduccién.

I 12 MODIFICACION DEL METODO PARA SU APLICACION EN LA
MEDICION DE FLUIDOS BIOLOGICOS HUMANOS.

Conociendo la importancia fisiolégica de la molécula de NO, dentro del capitulo de
puesta a punto de la metodologia, hemos querido valorar la aplicabilidad metodolégica

en muestras sanguineas humanas. Pretendemos de esta manera dos objetivos:
1) Validar el método desde el punto de vista funcional.

2) Obtener los valores de referencia para una poblacion normal adulta, con el
propoésito de poder interpretar modificaciones en posteriores estudios que se disefien

para valorar las alteraciones en los niveles de NO en diversas patologias.

En el momento actual, practicamente todos los estudios de medicion de niveles de NO
en sangre se han realizado por métodos indirectos (Reaccién de Griess) que tienen el
inconveniente de medir nitritos totales como productos de metabolismo del NO, pero
éste es parte de otras vias de aporte tales como la reduccién de nitratos por bacterias
comensales de la boca y del tracto gastrointestinal o las propias fuentes nutricionales

(carne, verduras, agua potable, etc.....) [Bryan, 20086].

Por otra parte, la corta vida media del NO en vivo hace que sea dificil de medir
directamente en tejidos. La resonancia paramagnética electrénica (EPR) es un método
robusto y especifico para el NO, pero tiene varios inconvenientes como los equipos
caros y especiales y métodos de preparacién y medida complejos. La combinacién de
microdialisis y medicion de oxihemoglobina es un método menos sofisticado y muy

sensible para el NO en medios acuosos [Martin et al.,2007].

La deteccion electroquimica con diferentes tipos de electrodos sensibles para NO se
ha utilizado en mediciones in vitro e in vivo como ya hemos descrito anteriormente. Sin
embargo, los electrodos son dificiles de manejar y muy sensibles a las influencias del

medio ambiente y a dainos mecanicos.

Disehamos para ello un sistema de analisis que nos permita medir en cualquier
momento y monitorizar in situ las variaciones de la concentracién de NO evitando las

dificultades anteriormente expuestas (figura 19).

Este dispositivo prototipo consta de una jeringa de polipropileno transparente de alta

densidad con piston de elastbmero de goma natural libre de latex. La célula
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electroquimica se adaptd en el cono de plastico de una aguja (perfectamente ajustable
al extremo de la jeringa) donde los electrodos de referencia y auxiliar estan
permanentemente fijados al igual que un soporte de aluminio que actua de canula guia
y que permite que el electrodo de trabajo pueda ser removido para cambiarlo. El
extremo opuesto al cono de plastico esta abierto para la introduccion de la muestra de

sangre mediante el aspirado con el embolo de la jeringa.

I““\”WH;L{“T[.L' -

[ R

Figura 19. Dispositivo para la medicién de NO en muestras sanguineas

Los resultados en este procedimiento pueden estar afectados por algunos errores que
vienen dados por los factores entre el muestreo y analisis voltamétrico. Estas variables
pueden ser el retardo de tiempo entre ambos procesos, los cambios de la temperatura
de la muestra de sangre durante la determinacién de NO o la exposicion al oxigeno del
aire para el analisis en el vial. Estas irregularidades se pueden minimizar en cierta
medida al mantener un procedimiento estricto de la toma de muestras para la
determinacién voltamétrica de NO vy, para ello, se decidié hacer el ensayo directamente
en el momento de la extracciéon obteniendo un espécimen especificamente para el
analisis de NO. De esta manera, el tiempo que transcurre desde la extraccién y el
procedimiento analitico es minimo, reduciendo las posibilidades de error enumeradas

anteriormente.

Entre lecturas, el sensor se limpia y almacena en PBS pH 7,4 en el refrigerador.

11 13 TRATAMIENTO INFORMATICO

En el disefio de esta tesis hemos previsto los siguientes tratamientos informaticos:
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Adquisicion de datos: Tarjeta de adquisicion de datos AD-DAD con resolucién de 14

bits a una velocidad de adquisicion de 40 KHz (Flytech Tecnology Co Ltd, UK).

Programa de voltametria: Programa Volta® disefiado y escrito en nuestro laboratorio.

Analisis a posteriori de la sefial voltamétrica: Programa Picos ®.

Hoja de calculo: Microsoft ® Excell 2002. Microsoft Corporation, (USA).

Proceso de textos: Microsoft ® Word 2002. Microsoft Corporation, (USA).

Graficos: CoreIDRAW® -Version 9.0 1999. Corel Corporation Limited. Ottawa
(Canada).

Microsoft ® Excell 2002. Microsoft Corporation, (USA).
Estadisticos: SPSS® Statistics 17.0. IBM Corporation, (USA).
GraphPad Prism® 5. GraphPad Software Inc. La Jolla, CA 92037 (USA).

Cartografia de Superficie 3D: SURFER® 5.00 (Surface Mapping System, Golden
Software Inc., Golden, Colorado, (USA).

Bibliografia: Reference Manager® V.10, Thomson Corporation. 3501 Market Street
Philadelphia, PA 19104, (USA).
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IV RESULTADOS
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IV1 EVALUACION DEL SISTEMA DE MEDIDA

La experiencia con los sistemas de medida (microelectrodos selectivos a NO) descritos
por otros autores nos han demostrado que el proceso de fabricacién manual de los
electrodos de trabajo genera dispositivos con una gran variabilidad en las
caracteristicas requeridas. Si bien en estudios con mediciones aisladas (clasico
experimento farmacoldégico o comportamental) tienen una importancia relativa, cuando
queremos abordar estudios que requieran medidas seriadas y relacionadas tanto en el
tiempo como “inter” animales de experimentacion, necesitamos garantizar la
intercomparacion de esas medidas, y anular las causas de la variabilidad sistematica

para tener asi un sistema sistema estable.

Para ello, siguiendo el proceso de fabricacion de los electrodos, hemos sometido cada
fase a un estudio comparativo con diversos tratamientos con el propésito de

seleccionar el microelectrodo mas sensible y estable.

Por otra parte, es fundamental la conversion de medidas de voltametria a valores de
concentracion de NO, lo que nos exige disponer de un calibrador de NO robusto y
fiable. El hecho de trabajar con un gas inestable en medio acuoso requiere establecer
unas condiciones muy estrictas de produccion, conservacion y andlisis de las
soluciones de NO. Pretendemos evaluar los siguientes efectos:

1. Efecto del tratamiento electroquimico previo.
Efecto del tratamiento electroquimico para la deposicién de porfirina niquel.
Efecto de la cobertura de Nafion® e integridad de la misma.

Efecto de la temperatura en el secado del Nafion®.

o > 0N

Variabilidad de la fibra de carbono (efecto del tamafio, diametro y

caracteristicas fisicas).

Todas las medidas se realizan en un area de aislamiento electromagnético que actua
como una jaula de Faraday para frecuencias que puedan afectar a las medidas
electroquimicas.

Iv_1.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO ELECTRICO PREVIO AL
ESTUDIO

Tras el ensamblaje de todos los componentes del microelectrodo, Gonon [Gonon et al.,
1981] propone que las fibras utilizadas sean tratadas electroquimicamente, con lo que
se mejoran las propiedades fisicas, permitiendo una sefial mas robusta y la separacion

de moléculas como el acido ascérbico de la dopamina. Por este motivo, para
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comprobar estos efectos, se decidio realizar un tratamiento eléctrico previo al estudio
‘in vivo” o “in vitro”, con el propdsito de estabilizar la fibra de carbono y mejorar asi sus
prestaciones electroquimicas. El tratamiento consistié en aplicar al electrodo sumergido
en PBS un potencial triangular de 0 a 2,3 V de 70 Hz durante 20 segundos, seguido de
un potencial de corriente continua de -0,8 V durante 5 segundos y finalizar con un

potencial de +1,5 V durante 5 segundos.

Para confirmar si era necesario o no, hemos comparado la respuesta en nA de dos
series de electrodos (n=20 y n=21) con tratamiento y sin tratamiento electroquimico
previo empleando una solucion de NO. Los resultados demuestran un aumento
estadisticamente significativo de la intensidad de la corriente en los electrodos
tratados (P<0,05) (figura 20).

Efecto del tratamiento eléctrico previo

1.5+
—T—
1.0 1
<
c
05. (n=20) (n=21)
0.0
con tto. eléctrico sin tto. eléctrico
Analisis: Prueba t para muestras independientes
P valor = 0,0128 (%)
Tratamiento n media (nA) SD (nA)
con tto. eléctrico 20 1,302 0,100
sin tto. eléctrico 21 0,920 0,106

Figura 20. Efecto del tratamiento eléctrico previo sobre la corriente registrada.

IV_1.2 VARIABILIDAD DE LA RESPUESTA “IN VIVO” DE LA FIBRA
DE CARBONO TRAS EL TRATAMIENTO PREVIO

Durante la aplicacion del tratamiento electroquimico previo observamos una gran
variabilidad en la respuesta de la sefal de corriente y hemos querido valorar la
posibilidad de que esta respuesta pudiera darnos informacidon sobre la seleccion

posterior de los electrodos en relacion a un comportamiento mejor “in vivo”.
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Medimos para ello la sefial de NO en nA en la corteza del cerebro de ratas.
Representando la intensidad de la sefial de NO frente a la corriente del tratamiento

eléctrico previo, observamos un agrupamiento en tres conglomerados dependientes.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas usando un contraste ANOVA

para ambas respuestas, siendo todos los grupos significativamente diferentes entre si.

Con los datos obtenidos podemos decir que la sensibilidad al NO en el cerebro de rata
es mayor en los electrodos que dan una respuesta mayor de corriente durante el

tratamiento previo.

Comparacion entre respuesta en nA en el tratamiento
electroquimico previo y medidas de NO en corteza

10,0 -
9,5 ~
9,0 1
8,5 -
8,0
7,5 -
7,0 -
6,5
6,0
55 -
5,0 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 20 2,5 3,0

nA medidas en corteza de rata

8,60
*

R?=0,8755

Corriente (nA ) observadas durante el
tratamiento

Centros de los conglomerados finales

1 2 3
Tratamiento 575 7,05 8,60
SD 0,354 0,214 0,653
Corteza u 0,232 1,299 2,523
SD 0,014 0,157 0,068

nA en el tratamiento
Analisis: ANOVA de un factor
P valor = 0,0001 (***)
F =28,52
Prueba de comparacion multiple: Newman-Keuls

P valor
Conglomerado 1 vs Conglomerado 3 > P < 0,001
Conglomerado 1 vs Conglomerado 2 > P < 0,01
Conglomerado 2 vs Conglomerado 3 > P < 0,01
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nA en corteza
Analisis: ANOVA de un factor
P valor < 0,0001 (***)
F=2181
Prueba de comparacién multiple: Newman-Keuls

P valor
Conglomerado 1 vs Conglomerado 3> P < 0,001
Conglomerado 1 vs Conglomerado 2 > P < 0,001
Conglomerado 2 vs Conglomerado 3> P < 0,001

Figura 21. Respuesta en tratamiento previo frente a respuesta en el cerebro de rata

Estos resultados proporcionan dos conclusiones:

1.- El tratamiento eléctrico previo mejora la sefial obtenida por el microlectrodo

selectivo tanto “in vitro” como “in vivo”

2.- Dependiendo de la corriente registrada durante el tratamiento podemos elegir el tipo
de electrodo para cada experimento, lo que proporciona un ahorro de tiempo y
seguridad en las medidas realizadas.

IV 1.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO ELECTRICO PARA LA
PORFIRINA NIQUEL

Dado que suponemos que el depdsito porfirina niquel facilita la deteccién del NO en la
superficie de la fibra de carbono, decidimos abordar un experimento con el objetivo de
valorar el comportamiento ante distintas maneras de realizar este depdsito. Hemos
separado tres grupos de electrodos y le hemos aplicado a cada uno un tratamiento
diferente para el depésito de porfirina: A) con barrido de potencial, B) sin tratamiento y
C) con potencial constante, y hemos medido su respuesta de NO tras la implantacion
del electrodo en el cerebro de rata. Se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos con contraste ANOVA, siendo la respuesta en los
electrodos con barrido de potencial significativamente superior a los otros dos grupos
(figura 22).
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Efecto del tratamiento eléctrico para porfirina

39 **
T Analisis: ANOVA de un factor
P valor = 0,002 (**)
2] F=7,438
Prueba de comparaciéon multiple:
< Newman-Keuls P valor
£ A Columna B vs Columna A > P < 0.01
14 (n=8) Columna B vs Columna C > P > 0.05
Columna C vs Columna A> P < 0.01
B C
(n=8) (n=22)
0
barrido de in tt potencial
potencial sin tto constante
Tratamiento n | media (nA) | SD (nA)
Barrido de potencial | 8 2,264 0,425
Sin tto. 8 0,725 0,163
Potencial constante 22 0,967 0,190

Figura 22. Tratamientos de depdsito de porfirina frente a respuesta al NO en
cerebro de rata

Por tanto concluimos que el tratamiento de eleccion debe ser con barrido de potencial

frente a los otros tratamientos alternativos.

IV1.4 EFECTO DE LA COBERTURA DE NAFION®

Como hemos dicho anteriormente, se considera que la cobertura de Nafion® supone
un rechazo de las moléculas con carga negativa (fundamentalmente nitritos y nitratos)
[Malinski et al. 1992] y queremos evaluar los efectos que tienen sobre la sefal de
deteccion de NO tanto por parte de diferentes concentraciones de Nafion® como del

posible efecto negativo de dicho tratamiento.

Hemos estudiado el efecto de dos concentraciones diferentes de Nafion® (1 % y 5 %)
y un tercer grupo de electrodos que no fueron recubiertos, no encontrando con un
analisis estadistico ANOVA diferencias significativas entre los tratamientos y por
tanto no debe influir en la fabricacién del electrodo. Sin embargo, con la cobertura de
Nafion® al 5% la media en la respuesta en nA es algo mayor y mas importante aun, es
que la variabilidad entre los diferentes elementos del mismo tratamiento son menores
(Desviacion Estandar = 0,173 nA).
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Si consideramos por tanto, el efecto selectivo sobre particulas cargadas negativamente
y que no se detectan efectos negativos frente a los electrodos no cubiertos, hemos

decidido la cobertura con Nafion® al 5% como la mejor opcion.

Efecto de la concentracion de Nafion aplicado

2_ Analisis: ANOVA de un factor
P valor = 0,9172 (no significativa)
F =0,08672
<
(n=10) (n=11) (n=6)
0
nafion 1% nafion 5% sin nafion
Tratamiento n media (nA) SD (nA)
Nafion 1 % 10 0,944 0,345
Nafion 5% 11 1,110 0,173
Sin Nafion 6 1,055 0,460

Figura 23. Efecto de la concentracion de Nafion® en la respuesta en intensidad de
corriente

IV1.5 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE SECADO DEL NAFION®

La posibilidad de que al aumentar la temperatura se produjeran transformaciones tanto
en la estructura de la fibra de carbono como en los compuestos quimicos de su
cobertura, como puede ser el Nafion®, aconsejo realizar la medicion de la respuesta
frente a soluciones de NO de los electrodos que han sido secados a temperatura
ambiente o en estufa a 150 °C y 175 °C tras la cobertura con Nafion®. Las diferencias
en nA no fueron significativas con un contraste de ANOVA Sin embargo, observamos
que la respuesta media en el secado a 175 °C es inferior, por lo que hemos

desestimado este tratamiento en el proceso de fabricacion.
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Efecto de la temperatura de secado tras la cobertura con nafion

1.5
1.0
<
c
054 | (n=7) (n=7) (n=16)
0.0
150 °C 175°C Temp. ambiente
tratamientos
Analisis: ANOVA de un factor
P valor = 0,4047 (no significativa)
F = 0,9356
Tratamiento n media (nA) SD (nA)
150° C 7 1,098 0,136
175°C 7 0,880 0,230
Temp-ambiente 16 1,226 0,151

Figura 24. Efecto de la temperatura de secado de la cobertura de Nafion® en la
respuesta de NO en cerebro de rata

IV 1.6 EFECTO DEL DIAMETRO DE LA FIBRA DE CARBONO

Disponemos en nuestro laboratorio de dos tipos de fibras segun su diametro (12 y 30
micras) y decidimos medir la respuesta de electrodos en razén del diametro de la fibra

de carbono.

Medimos cada tipo de electrodo frente a tres concentraciones diferentes de NO en
solucion de PBS. Analizando los datos con un modelo de regresiéon lineal hemos
encontrado una alta correlacion positiva entre la intensidad de la respuesta y la

concentracion de NO en ambos casos.

La figura 25 describe la recta de regresion entre las soluciones de NO y las respuestas

en nA..
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Comparacion de respuesta entre fibras

de carbono —12p
15- — recta de regresion
R? = 0,9629
104 recta de regresion
< R?=0,9709
c
5_
O T T T T 1
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5

pl de sol.madre de NO en 1500 pl de PBS

Figura 25. Diferencias en la respuesta segun el diametro de la fibra de carbono
Se valoraron las fibras de 12 y 30 micras ante soluciones crecientes de NO en PBS

La fibra de 12 micras parece ser mas sensible a las variaciones de concentracion pero,
sin embargo, resulta mucho mas fragil tanto en la manipulacién durante la fabricacion
del electrodo, como en los estudios in vivo. No obstante, el dafio tisular producido por
la implantacion de fibras de gran diametro es sustancialmente mayor, lo cual nos

impulsa a tomar partido por las de pequefio diametro.

IV 1.7 VARIABILIDAD INTER-ELECTRODOS

Una vez definido el modelo de fabricacion y teniendo en cuenta que debido a todos los
pasos de la fabricacion se pueden condicionar diferencias entre electrodos, hemos
querido valorar la variabilidad entre electrodos fabricados y seleccionados con los
criterios de mayor eficiencia anteriormente definimos. Hemos utilizado 5 electrodos con
los que medimos la misma dilucién de NO en PBS (5 ul de solucién madre en 1.500 pl

de PBS) durante 8 ciclos de 120 segundos.
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Calibracion de 5 electrodos

1.0
0.9+
0.8+
0.7
0.6+
< 05-
0.4+
0.3+
0.2+
0.1
00 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
minutos
Tiempo total hasta 1er. Pico 90 segundos
Duracion total por barrido 120 segundos
Dilucién final de NO 10° (5 ul sol.madre en 1500 pl de PBS)
Tratamiento estadistico One phase exponential decay
Variables Std. Error 95% Confidence Intervals
SPAN 0.7865 0.04966 0.6858 to 0.8872
K 0.004637 0.0005784 0.003465 to 0.005810
PLATEAU 0.1951 0.01776 0.1591 to 0.2311
HalfLife 149.5 200.1 to 119.3
Goodness of Fit Data
Degrees of Freedom 37 Number of X values 8
R2 0.9259 Number of Y replicates 5
Absolute Sum of Squares  0.08791 Total number of values 40
Sy.x 0.04874 Number of missing values 0

Figura 26. Variabilidad inter-electrodos
Respuesta en nA de 5 electrodos midiendo ante un calibrador de NO en PBS

Hemos detectado que la variabilidad interelectrodos es baja, pero la sefal tiene un
comportamiento de caida desde el momento inicial hasta que se estabiliza hacia los 10
minutos, lo que nos plantea la necesidad de estabilizar el electrodo al inicio de cada

proceso de medida in vivo.

IV 2 CALIBRACION DEL NO

IV.2.1 CONCENTRACION OPTIMA DE TRABAJO DEL CALIBRADOR
SEGUN LA ESTABILIDAD EN EL TIEMPO

Un grave problema planteado con la preparacion de los calibradores es su estabilidad
como ya hemos mencionado anteriormente. Por ello, pretendemos establecer una
concentracion Optima de trabajo para los calibradores de tal manera que tenga una
sefial suficientemente alta y medible con una buena relacién sefial/ruido y que la

estabilidad en el tiempo no manifieste cambios muy grandes. Hemos medido tres
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concentraciones crecientes con diferentes electrodos y los resultados se exponen en la

figura 27.

Las soluciones se prepararon inyectando con una jeringa hamilton de alta precision los
volumenes de solucion madre descritos (2,5 /5,0 / 10,0 ul) en un tubo eppendorf con
1,5 cc de solucion desoxigenada de PBS. El momento de la inyeccion se realizo 12

segundos de promedio antes del barrido voltamétrico.

Sensibilidad a volumenes
decrecientes de NO en 1500 pl

de PBS
6_
2,5l

57 —— 5l

4- —— 10l
T 4

2

1

0 T T T 1

0 100 200 300 400

tiempo en segundos

Figura 27. Variacion de la sefial en el tiempo de distintas concentraciones de NO

Hemos decidido que la solucién de 5 pl. de solucion madre en 1,5 cc de PBS es la mas
adecuada ya que frente a la de 10 pl tiene una menor caida inicial y una estabilizacion
mas rapida. La concentracién de 2,5 pl, tiene una senal muy débil y por tanto no resulta

un buen calibrado.

IV2.2 REPRODUCTIBILIDAD DE LOS CALIBRADORES DE NO

La concordancia de las concentraciones finales de los calibradores preparados para la
verificacion de los microelectrodos de NO debe ser muy alta ya que se las medidas
realizadas in vivo o in vitro seran ajustadas al valor del calibrador y por tanto su

variabilidad sera transferida a las medidas realizadas en los diferentes ensayos.

Para verificar dicha variabilidad se sometieron 7 calibradores preparados con las

condiciones expuestas anteriormente a valoracidn con un mismo microelectrodo
: : . . : 2
selectivo de NO. Los datos obtenido se ajustan a una regresion exponencial con R =

0,9474 con un bajo error estandar para el intervalo de confianza del 95%. Todo ello
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nos permite asegurar que la reproductibilidad de los calibradores preparados en

nuestro laboratorio es alta.

Variabilidad de los calibradores

1.0
0.9+
0.8
0.7 1
0.6+
< 0.5
0.4+
0.3
0.2
0.1
00 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
minutos
Tiempo total hasta 1er. Pico 100 segundos
Duracion total por barrido 120 segundos
Dilucién final de NO 10% (5 plsol.madre en 1500 ul de PBS)
Tratamiento estadistico One phase exponential decay
Variables Std. Error 95% Confidence Intervals
SPAN 0.7542  0.03957 0.6742 to 0.8343
K 0.004981 0.0005814 0.003805 to 0.006157
PLATEAU 0.07620 0.01782 0.04014 to 0.1123
HalfLife 139.2 182.21t0 112.6
Goodness of Fit Data
Degrees of Freedom 39 Number of X values 6
R? 0.9474 Number of Y replicates 7
Absolute Sum of Squares 0.05348 Total number of values 42
Sy.x 0.03703 Number of missing values 0

Figura 28. Comparacion de 7 calibradores medidos con el mismo electrodo

IV3 AISLAMIENTO DEL PICO DE NO Y CONTROL DE POSIBLES
SUSTANCIAS INTERFERENTES EN EL VOLTAMOGRAMA.

IV_3.1 DISCRIMINACION DE LOS PICOS DE OXIDO NIiTRICO Y DE
NITRITOS

La presencia de nitritos y nitratos como productos de transformacién del propio NO,
pudiera producir interferencias en la identificacion del pico voltamétrico dado que sus
potenciales de oxidacion se detectan a potenciales muy proximos [Malinski et al., 1992;

Friedemann el al., 1996].
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Nos interesa valorar tanto el pico voltamétrico especifico como las posibles
concentraciones de nitritos que pudieran interferir en la sefial de NO. Hemos disefhado
para ello una estrategia utilizando dos tipos de electrodos combinando la mayor o

menor sensibilidad al NO y los nitritos. Los resultados se observan en la figura 29.

En un tubo eppendorf con 1,5 cc de PBS se van haciendo las soluciones de trabajo
extrayendo 100 ul de PBS para afiadir 100 ul de una solucion 100 mM de nitritos o una

solucion calibradora con 1,8 mM de NO.

3500

3000

Picoa|641 mv

NO 100l

pico a 755m

2500

Pico a 750 mV
NO 100 pul
Picp ancho a 690 mv

pico a 760 mvV

2000

NO, 100/mM

desplazamiento del pico a 760 mV

1500

Cambio a eledtrodo mas sensible para NOy y
menos sensible para NO| Pico a 766 mV

NO, 100 mM

= Cambio a electrodo menos sensible para NOy y
mas sensible para NO

ﬂ

1000

—
“— picoa 64l mV
7 pidoa 777 m

=

p—

TR
I

500

0

Ciclo 1: Se comienza la toma de datos utilizando el electrodo sensibilidad alta a nitritos

y baja para NO.

Ciclo 3: Adicién de Solucion de Nitrito (100 mM) para dar una concentracion final de

6,7 mM. Aparece un pico a 760 mV.

Ciclo 5: Adicién de Solucion de Nitrito (100 mM) para dar una concentracion final de

12,9 mM. Aparece un pico a 755 mV.
Ciclo 8: Cambio a electrodo con sensibilidad alta a NO y baja a Nitritos.

Ciclo 11: Adiciéon de NO (1,8 mM) para dar solucion final de 0,12 mM de NO y de 12
mM de Nitritos. Aparece un pico a 641 mV que decrece gradualmente hasta el ciclo 21

indicando la transformacion de No en Nitritos.
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Ciclo 17 a 28: Aparicion de in pico a 777 mV como consecuencia de la existencia de la

solucion de fondo de Nitritos 12 mM a la desaparicion gradual de NO.

Ciclo 29: Cambio al electrodo inicial de baja sensibilidad a NO y alta a Nitritos
manifestandose la concentracion de Nitritos con la misma sefal que obteniamos en los

picos 5,6y 7.

Ciclo35: Adicién de NO (1,8 mM) para dar solucion final de 0,12 mM de NO y de 11,2
mM de Nitritos. Aparece un pico ancho a 690 mV que cae gradualmente al tiempo que
se desplaza hacia los 760 mV compatible con la concentracion de Nitritos existente en
ese momento. La composicidon inicial del pico ancho a 690 mV es seguramente

consecuencia de la interferencia del Nitrito con una concentracion 100 veces superior.
Ciclo 48 a final: Senal mantenida para la solucién final de Nitritos

El descenso en la altura del pico de nitritos (10%) es como consecuencia del descenso

de concentracion (12%).

En los primeros picos se observa un ligero descenso, posiblemente por un proceso de
estabilizacién del electrodo que se considera completamente estabilizado en 90

minutos (ciclo 46)

De lo anterior podemos concluir que el pico de nitritos (entorno a 760 mV) esta alejado
del de NO (entorno a 640) y son perfectamente diferenciables. Por otra parte la
concentracion minima de deteccion de nitritos esta en rangos mM muy superiores a los

esperados en los espacios a medir in vivo.

IV 3.2 AMINOACIDOS

De los aminoacidos ensayados exponemos en la tabla 5 la sensibilidad y el pico de los

cuatro que presentaron un pico en el voltamograma.

DL-DOPA DL-HISTIDINA DL-TIROSINA DL-TRIPTOFANO

Picos (mV) 54 838 542 613
Sensibilidad pM 8,5 100 1 1

Tabla 5. Pico en el voltamograma y sensibilidad de aminoacidos
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Voltamogramas de aminoacidos
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Figura 30. Voltamogramas de aminoacidos

Los picos observados son perfectamente identificados y estan suficientemente
separados del pico de NO, por lo que no esperamos interferencias en el estudio. El
mas proximo al potencial del NO es el DL-Triptéfano (613mV) frente al NO (640 mV).
Sin embargo, la sensibilidad del electrodo al triptéfano es muy baja y a las
concentraciones esperadas en el espacio extracelular seria despreciable la sefal
detectada frente a la obtenida para el NO, y por tanto podriamos decir que el pico
detectado a 640 mV es debida al NO.

IV 4 VALIDACION FARMACOLOGICA

La validacion farmacologica de los electrodos selectivos de NO se realizé con farmacos
o0 moléculas conocidas, o bien por pertenecer a la ruta biosintética del NO o por tener
actividad nitrérgica o ser donantes o inhibidores de la accion del NO en el SNC. Por

ello, se podrian esperar efectos conocidos.

Hemos medido los efectos de las diferentes moléculas sobre los neurotransmisores
estudiados después de la inyeccion en un area cerebral de una concentracion
determinada disueltos en PBS. Los datos son valores medios + ES del porcentaje de
variacion respecto al valor inicial comparando con este las medidas producidas en cada
tiempo con un tratamiento estadistico Anova de una via con post test de Newman-

Keuls.
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IV 4.1 INTERFERENCIA DEL VOLUMEN DE INOCULO

La mayoria de la farmacologia descrita en este capitulo se ha llevado a cabo con micro
inyecciones locales y por medio del sistema descrito en Material y Métodos. En la micro
inyeccion local se trata de transferir al espacio extracelular donde esta implantado el
microelectrodo selectivo a NO, alguna molécula de interés que debe estar disuelta en
un liquido que produzca la menor perturbaciéon posible al medio. Normalmente la

solucién que actua como disolvente es PBS.

El volumen a inyectar debe ser el menor posible. Para estudiar el efecto que el
solvente podria ejercer sobre la senal electroquimica, se inyectd en la vecindad del
electrodo de trabajo diferentes volumenes de PBS a pH 7,39. La grafica siguiente
muestra el efecto de los diferentes volumenes inyectados, expresados en porcentajes
del nivel basal, con la idea de normalizar los resultados. Como puede verse en la figura
31, los volumenes de 0,2, 0,4 y 0,6 no producen cambios significativos en la sefial
registrada por el electrodo sobre los niveles basales de NO medidos en cortex

prefrontal de una rata anestesiada con Uretano (ver material y métodos para mas

detalles).
ﬁ 20- E|nyecc:|on de PBS
“ H
<]
T area de efecto del
2 volumen inyectado
c
©
) * * %% ¥ —=— 0,2ul (n=5)
= -40+
o o —= 044l (n=3)
S - - : e =
° 60 . 0,6 ul (n=3)
.cE: -804 : 0,8 ul (n=2)
S | 1,0 pl (n=2)
\O '100 T T T T T T T T T T T T 1
° 6 -4-20 2 4 6 8 1012 14 16 18 20

minutos

Figura 31. Cambios producidos en la sefial basal de NO registrada en el cerebro de
rata anestesiada por la inyeccion de volimenes crecientes de PBS. Los valores
se representan como media + ES
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Figura 32. Reduccién porcentual de la sefial basal de NO frente a ulitros de PBS
inyectados en el cerebro de rata anestesiada.
Los valores se representan como media + ES de reduccion de la senal inter-ratas. Se estima en
0,5 ul el volumen inyectado critico sin efecto significativo sobre la sefial de NO.

Con los resultados obtenidos tras la inyeccion de los diferentes volimenes de
disolucién, se establecid que la concentracion 6ptima para evitar cambios en los
niveles basales de NO atribuibles a efectos de la inyeccién del volumen de PBS fuera
de 0,2 a 0,5 ul. Este efecto se representa en los graficos obtenidos para cada
validacion farmacolégica que investigamos como ‘“drea de efecto del volumen
inyectado”. La velocidad de inyeccion fue de 0,5 pl/min. Este experimento nos permitié
diferenciar los efectos farmacologicos de los cambios ocasionados por el vehiculo

disolvente.

IV4.2 ACCION DE PRECURSORES: L-ARGININA

Foérmula molecular: CgH14N402

Estructura molecular: NH,

La L-arginina es un aminoacido semi-esencial con importantes funciones fisiolégicas.
Entre ellas destaca, como ya hemos mencionado anteriormente, su papel como
precursora del oxido nitrico, una molécula producida a partir de la arginina por la
enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) [Alderton et al., 2001] en muchos tejidos y
fundamentalmente en el endotelio vascular donde se comporta como vasodilatadora,

antiaterogénica y antiagregante plaquetaria. El estudio detallado de esta reaccion

79



Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

enzimatica indica que la NOS tiene una gran afinidad por su sustrato (Km del orden de
2 a 3 uM), y ademas, la arginina se encuentra en concentraciones altas en el endotelio
(1 a 2 mM). Por tanto, la NOS deberia estar continuamente saturada por la arginina y
no modificar la produccion de NO. Sin embargo, resultaba sorprendente que el
funcionamiento de esta enzima estuviera condicionado por las variaciones en las
concentraciones de L-arginina debidas al aporte nutricional. A esto se le llamé

"paradoja de la arginina” [Tsikas et al., 2000; Lee et al., 2003; Boger, 2004].

Se han propuesto diferentes hipétesis para explicar esta paradoja de la arginina. Se ha
demostrado la existencia de un inhibidor endégeno de la éxido nitrico sintasa
denominado dimetilarginina asimétrica (ADMA) [Boger, 2004]. Este compuesto
disminuiria la formacion del 6xido nitrico por inhibicion competitiva con el sustrato
natural, la L-arginina. De ahi la importancia de la suplementacién con arginina exégena

para contrarrestar este efecto.

L-metionina \‘

$-adenosilmetionina L-arginina
N-metiltranferasa
-CH CH,4
S-adenosilhomocisteina L-arginina < CH,
uhomocisteina, a—
proteolisis l;;a:“g':.r::a
IIA;FH,HEMB
Seg NOS— NO
D
excrecién disfunclén
L-citrulina urinaria endotelial
enfermedad
vascular

Figura 33. Esquema de las vias bioquimicas de la dimetil arginina asimétrica
(ADMA)

La metilacion de los residuos de arginina en las proteinas o polipéptidos ocurre a través de N-
metiltransferasa, que utiliza S-adenosilmetionina como donante de grupos metilo. Después de la
descomposicion proteolitica de las proteinas queda libre ADMA en el citoplasma. También se
pueden detectar en el plasma sanguineo humano. ADMA actida como un inhibidor de la NOS
compitiendo con el sustrato L-arginina, y es la causa de la disfuncion endotelial y,
posteriormente, la aterosclerosis (Reproducido de Bbéger 2004)

Sin embargo, la administracion local de L-arginina tiene unos efectos inesperados

sobre la produccién de NO. En nuestro estudio, hemos inyectado 5 nmoles de L-
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arginina en 0,5 ul de PBS y se puede observar el la figura 34 que la administracion de

L-arginina reduce los niveles de NO.

L-Arginina 3 nmoles/0,5 ul de PBS en estriado

_ (n=6)

®  200- C eww — NO
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S 1251
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Figura 34. Cambios de DA, 5-HT y NO tras la inyeccion local de L-arginina en
estriado

Todoroki y colaboradores en 1998, estudiaron el efecto de una alta concentracién de L-
arginina sobre células de neuroblastoma humano (NB9), que expresan oxido nitrico
sintasa neuronal (NNOS). Cuando se aumenté la concentracion de L-arginina en el
medio, después de la incubacién durante 48 horas, aumento la concentracion
intracelular de L-arginina y de L-citrulina desde niveles no detectables. Este aumento
en la concentracion intracelular de L-arginina causé una disminucion de la actividad de
la NOS de aproximadamente el 71%. Ademads, por analisis de citometria de flujo
demostré que se producian especies reactivas del oxigeno (ROS). Estos resultados

sugieren que puede ser la causa de la neurotoxicidad en la Argininemia.

Los resultados son coincidentes a los encontrados por nosotros tras la inyeccién local

en el entorno celular del estriado.

El incremento de los niveles de serotonina (5-HT), un 250% de media, observado tras
la administracion de L-arginina es llamativo por los niveles extracelulares medidos. Se
sabe que existe una profunda interconexion entre el sistema serotoninérgico y el
dopaminérgico, dos de los mas estudiados sistemas neurotransmisores en el cerebro,

debido a su crucial importancia en las funciones fisiologicas y su participacion en varios

81



Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

desordenes neuroldégicos y mentales [Jijun et al., 2010; Perovic et al, 2010; Van Waes
et al., 2010].

En relacion al incremento de 5-HT observado tras la administracion de L-arginina,
sugerimos que probablemente esté asociado a la disminucidén observada en los niveles
de NO, ya que varios estudios han sugerido una asociacion fuerte entre el NO vy el
sistema serotoninérgico. Por ejemplo, el inhibidor no selectivo de isoformas de la NOS,
el N-nitro-L arginina metil ester (L-NAME), inhibe la hiperfagia inducida por el agonista
de receptores 5-HT1,, 8-hidroxy-2-(dimetil-n-propilamino) tetralin (8-OH-DPAT) [Yamada
et al.,, 1996]. O también en ambos antagonistas de la NOS: L-NAME y 7-NI (7-
nitroimidazole) un inhibidor selectivo de de la NOS neuronal (hnNOS) [Moore et al.,
1993; Moore et al., 1993a].

Kaehler y colaboradores [Kaehler et al., 1999a] han demostrado una regulaciéon
inversa, concentracion dependiente, entre la liberacion de 5-HT y la accién del NO
como neuromodulador farmacolégico en el hipotalamo de ratas. Esto es, a bajas
concentraciones de NO generado por donantes de NO, disminuye la liberacién de 5-
HT. En estos trabajos llevados a cabo por Kaelher y colaboradores, demuestran que a
bajas dosis de inhibidores de la NOS hay una gran liberacion de serotonina y a altas
dosis de inhibidores la liberacion de serotonina es inferior. Estos resultados sugieren
que el NO endogeno modula la liberacidn de serotonina de forma similar a los
resultados presentados en esta memoria. Otros autores [Segieth et al., 2001] muestran
resultados similares, en el sentido que disminuciones de NO extracelular aumentan la
liberacién de 5-HT en el espacio extracelular (mas del 200%, con respecto a los niveles
basales), lo que concuerda muy bien con nuestro resultados. Algunos autores como
Chanrion y colaboradores [Chanrion et al., 2007] describen como explicacion a esta
interaccion NO/5-HT, una regulacién espacio-temporal del transporte de
neurotransmisores que involucra a proteinas que interaccionan con los dominios
intracelulares de los respectivos sistemas. Asi pues, estos autores, usando una
aproximacion proteémica, identifican varias proteinas que interaccionan con el grupo C
terminal del transportador de la serotonina (SERT). Esta interaccion incluye en la NOS
neuronal, un dominio PDZ (PSD-95, Disco largo y ZO-1). En resumen, estos autores
sugieren que la nNOS controla la superficie celular donde se localiza el SERT, lo que
evidencia que la regulacién de la produccion de NO se lleva a cabo por un
transportador de sustrato, con enormes implicaciones en el tratamiento a largo plazo de

desordenes psiquiatricos tales como depresion, estados obsesivos y ansiedad.
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Hay otras varias lineas de investigacion con evidencias que soportan una interaccién
funcional entre el SERT vy el sistema nitrérgico [Millan et al., 2002; Miller et al., 1994;
Zhu et al., 2004].

En relacién a los efectos observados para la DA, Silva y colaboradores [Silva et al.,
1998], demostraron que L-arginina en alta concentracion en estriado de ratas produce

un aumento en la descarga de dopamina NO-independiente.

En este ensayo de Silva se observd un efecto bifasico con una disminucion inicial
transitoria seguida de un aumento prolongado, que es un resultado similar al

observado en nuestro experimento (figura 34).

Por otra parte, hay evidencias anatdmicas, electrofisiolégicas y bioquimicas que
confirman una importante inter-regulacién entre el sistema serotoninérgico y
dopaminérgico, en particular el papel modulador del sistema serotoninérgico sobre la
neurotransmision dopaminérgica en el sistema nervioso central (SNC) de animales y

humanos [Tiina Kaariaginem, 2008].

Los datos disponibles evidencian que la DA modula las propiedades de los receptores
serotoninérgicos 5-HTa Y 5-HT,an., particularmente en el sistema mesolimbico.
Ademas hay fuertes evidencias de que una afinidad combinada con los receptores
5HT/D2 pudiera ser de gran efectividad en la modulacién de los niveles de dopamina
de todo el SNC. Asi pues, es posible que los cambios en DA y 5-HT encontrados tras la

administracion de L-arginina se deban a la interacciéon entre ambos sistemas.

IV_4.3 DONANTES DE NO: NITROPRUSIATO SODICO (SNP) Y S-
NITROSO-N-ACETIL-DL-PENICILAMINA (SNAP)

El nitroprusiato de sodio (SNP) es un producto que actiua como dador de éxido nitrico,
en presencia de endotelio vascular. Ha sido investigado en modelos de lesién por
isquemia/reperfusion organica aislada, logrando disminuir la lesion por reperfusion
pulmonar, mejorando la oxigenacion, la hemodinamia y la formacion de edema
pulmonar, y reduciendo la lesidbn mucosa y organica posterior a isquemia/reperfusion

gastrica y del pancreas [Young et al., 2000; Benz et al., 1998].

El S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina es preparado sintéticamente y esta formado por
una mezcla racémica de D y L isdbmeros. Libera 6xido nitrico (NO) en condiciones
fisiologicas, por lo que es una herramienta util para el estudio farmacoldgico y de las

acciones fisioldgicas del NO.
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La evidencia experimental sefiala que entre los sistemas nitrérgicos y dopaminérgico
se puede observar una interaccion, que ha sido objeto de un abundante numero de
investigaciones, principalmente en el cuerpo estriado. Los efectos descritos del NO en
la liberacion de dopamina en el estriado son variables y sus efectos concretos sobre
las terminaciones nerviosas del cuerpo estriado no estan claros. En la literatura
publicada encontramos resultados en uno u otro sentido (incremento/disminucién) de
los efectos en los niveles de dopamina tras la administracion de donantes de NO en
estriado: incrementado [Black et al., 1994; Stewart et al., 1996; West et al., 1997] o

disminuido [Guevara-Guzman et al., 1994].

Por otra parte, el éxido nitrico y el 5-HT son dos neurotransmisores con un papel
importante en la neuromodulacion y la plasticidad sinaptica. Hay evidencia sustancial
de una superposicion morfologica y funcional entre estos dos sistemas de
neurotransmisores, en particular de la modulaciéon de la funcién de 5-HT por el NO
[Simpson et al.,, 2003]. A pesar de esta evidencia convincente de las interacciones
entre los 5-HT y el NO, los efectos directos de NO en una sinapsis serotoninérgica

identificados estan escasamente definidos.

De la misma manera que para la dopamina, hay publicaciones aparentemente
contradictorias en relacion a los efectos que produce la administracién de donantes de
NO, algunos autores describen un incremento de 5-HT tras la accién de los donantes
de NO [Guevara-Guzman et al., 1994].

IV 4.3.1 NITROPRUSIATO SODICO (SNP)

Nombre: Nitroprusiato sédico
Férmula molecular: Nag[Fe(CN)gNO]

La administracion local de un donante clasico como el Nitroprusiato sédico (SNP) a
dosis de 10,1 nmol en 0,5 pl de PBS, produce un incremento en las concentraciones
de NO (80%). La diminucidn inicial de NO se debe posiblemente en parte a dilucién del

entorno por la inyeccion local, antes de liberarse el NO.

Pogun y colaboradores [Pogun et al., 1994], refirieron que la captacién de dopamina y
serotonina en una preparacién de sinaptosomas procedentes del estriado de rata,
disminuia tras la administracion de SNP y de otro donante de NO, el S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP). Estos datos indican que el NO puede disminuir el transporte

de DA y 5-HT, lo que puede justificar las disminuciones de DA y 5-HT tras la
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administracion de SNP. El efecto sobre sinaptosomas procedentes del nucleo

acumbens y tubérculo olfatorio no fue tan claro.

SNP 10 nmoles/0,5 pl de PBS en estriado (n=3)
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Figura 35. Efecto de la administraciéon de Nitroprusiato sédico (SNP) 10 nmol/0,5 ul
de PBS en estriado de rata adulta, inyectado localmente cerca del electrodo.

Como se comentd anteriormente es posible que la explicacién de los bajos niveles de
liberacion de DA y 5-HT se deba a la destruccién de las moléculas por accion directa
del SNP, ya que al administrar antioxidantes ambos niveles se incrementan de forma

importante [Buyukuysal 1997].

IV4.3.2 S-NITROSO-N-ACETIL-DL-PENICILAMINA (SNAP)

Nombre: S-nitroso-N-acetil-dl-penicilamina

Foérmula molecular: C7H1oN2O4S

HeG CH; O

S OH

NO HN\fO
Estructura molecular: CHs

El S-nitroso-N-acetil-dl-penicilamina (SNAP) es un conocido donante de NO. La
administracion de SNAP en el cuerpo estriado de rata a una concentracién de 2,5
nmoles en 0,5 yl de PBS produjo un incremento de hasta 300% de DA extracelular y
un incremento de NO de hasta 250%, mientras que los niveles de 5-HT disminuyeron

de una forma no significativa estadisticamente frente a los niveles preinyeccion. Estos

85



Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

datos sugieren que el efecto de este donante es diferente a los encontrados tras la
administracion de NO o SNP.

West y Galloway [West et al., 1996] encuentran tras la administracion local en estriado
de SNAP, un aumento del nivel extracelular de dopamina (DA) por encima de los
niveles de referencia. Asi mismo, sugieren que la liberacién de DA mediada por SNAP
no se debe a la neurotoxicidad inducida por NO o el bloqueo del transportador de DA.
El efecto de liberacién de SNAP fue atenuado en condiciones libres de calcio y se
suprimié en ratas pretratadas con reserpina (5 mg / kg) que elimina la liberacion
vesicular de DA, lo que implica un proceso de liberacion sensible al calcio vesicular y

que es independiente de la activacion de la guanilato ciclasa.

Segieth y colaboradores [Segieth et al., 2000], observaron que la infusién SNAP en un
periodo de 30 minutos causé un aumento o una disminucién en la liberacion de
dopamina en funcidén de la concentracion utilizada. En las concentraciones mas bajas
(0,5 mM) se promueve la liberaciéon, mientras que a concentraciones mas altas (5 mM)

se producia una reduccion duradera de los niveles de dopamina basal.

En otro estudio, se observé que en dializado con SNAP a las concentraciones mas
bajas (0,5 mM) se eleva el 5-HT en un 55% con respecto a basal, mientras que en altas
(5 mM) la disminucién fue 70% [Segieth et al., 2001].

Efectos totalmente contrarios describen Kaehler y colaboradores en el hipotalamo, es
decir las bajas concentraciones de SNAP disminuyen la liberacion de serotonina,
mientras que la mayor concentracion mejora la salida de serotonina [Kaehler et al.,
1999a].

Los resultados de estos dos ultimos experimentos confirman la habilidad del NO para
modular la liberacion de neurotransmisores estriatales. Mas aun, estos experimentos
muestran que a pesar de que la mayoria de estos efectos neuromoduladores son
mediados via GCs/GMPc calcio dependiente, segun argumentan algunos autores
[Trabace et al.,2000], también hay efectos mediados via interaccion del NO con
superoxidos para formar ONOO' [lesaki et al., 1999]. En el caso de la DA estriatal el
NO puede hacer ambas cosas, inhibir la concentracion de DA a través de la formacion
de ONOO" e incrementarla a través del sGC/GMP ciclico. Estos resultados pueden
explicar los actuales resultados donde un donante puede abolir la liberacion de DA y

otro puede incrementarla.
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SNAP 2,5 nmoles/ 0,5 ul de PBS en estriado
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Figura 36. Efectos de la inyeccion de S-nitroso-N-acetil-dl-penicilamina(SNAP), un
donante de NO, en estriado de rata

IV 4.4 INTERACCION CON OTROS NEUROTRANSMISORES

Desde que se conoce el papel del NO como inductor de alteraciones en la liberacion in
vivo de DA en el estriado de ratas [West et al., 1996] se han considerado, al menos en
parte, a los aminoacidos excitatorios como mediadores intermediarios en el proceso.
Los siguientes experimentos pretenden no solo demostrar que el microsensor
desarrollado puede cuantificar adecuadamente la liberacién de NO en cerebro de rata
sino tratar, ademas, de obijetivar si el glutamato (un neurotransmisor esencial en la
neurotransmisor cerebral) esta implicado directa o indirectamente en los cambios de
NO, DAy 5-HT.

IV 4.4.1 GLUTAMICO

Nombre: Acido glutamico

Foérmula molecular: C5HgNOg4

0 0
HO)}V\(U\OH
Estructura molecular: NH;
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El acido glutdmico es un neurotransmisor cuyo papel estd mediado por la estimulacion
de receptores especificos, denominados receptores de glutamato. Actia como

componente prioritario en la plasticidad neuronal y la memoria [Li et al., 2009].

Trabajos previos [Buyukuysal 1997a] han demostrado que la incubacién de slices de
estriado de rata con L-glutamato a dosis de 1 mM producian incrementos en la
concentracion de DA en el medio. La inhibicion de la NOS con L-NAME 1 mM
eliminaba el efecto liberador de DA extracelular [Buyukuysal 1997]. Los resultados de
la figura 37 muestran los efectos de la inyeccion de 20 nmoles de glutamico en 0,5 pl

de PBS.

El incremento de NO producido por el glutamato puede justificar el incremento de 5-HT
y viceversa. Sin embargo, a pesar de que se sabe que el NO y la DA estan
involucrados respectivamente, las evidencias descritas anteriormente que liguen el NO
con la liberacion 5-HT son escasas hasta el momento de escribir esta memoria. Se
sabe que el NO incrementé la liberacion de 5-HT en el area preédptica [Lorrain et al.,
1993], mientras en el estriado de ratas anestesiadas los donantes de NO parece que

incrementan la liberacion de 5-HT [Guevara-Guzman et al., 1994].

Glutamico 20 nmoles/ 0,5 ul de PBS en estriado
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Figura 37. Efectos de la inyeccién local de acido glutamico en 0,5 ul de PBS en
estriado de rata. Se observa un incremento de DA de 5-HT y NO de forma
transitoria durante 6 minutos.

Por tanto, los resultados obtenidos estan de acuerdo con los obtenidos por otros
autores con otras técnicas y en otras regiones, y consecuentemente validan el

microsensor tanto para NO como para 5-HT y DA medidos simultaneamente.
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IV 4.4.2 N-METIL D-ASPARTATO (NMDA)

Nombre: N-metil D-aspartato

Férmula molecular: CsHgNOy4

Estructura molecular:

Los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) son receptores ionotrépicos de glutamato.
El acréonimo NMDA procede de N-metil D-aspartato, un agonista selectivo que se une a
este tipo de receptores de glutamato pero no a otros tipos. Su activacién conduce a la
apertura de un canal idnico selectivo para toda clase de cationes. El receptor puede
activarse a resultas de una diferencia de potencial en presencia de iones Mg**. Esto
permite el flujo de iones Na* e incluso de bajas cantidades de Ca®* hacia dentro de la
célula y de K* hacia fuera de la célula. El flujo de iones de calcio se considera critico
durante el proceso de plasticidad sinaptica, un proceso celular involucrado en el

aprendizaje y la memoria [Dingledine et al., 1999; Liu et al., 2000].

Para comprobar el papel de los receptores NMDA sobre los sistemas nitrérgico,
dopaminérgico y serotoninérgico, se inyectaron 10 nmol de NMDA en 0,5 ul de PBS en

el estriado de rata (figura 38).

NMDA 10 nmoles/ 0,5 ul de PBS en estriado
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Figura 38. Cambios en NO, serotonina y dopamina tras la inyeccién de 10
nmoles/0.5 ul de PBS de NMDA en estriado de rata.
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Los resultados son totalmente similares a los obtenidos con la inyeccién de acido
glutdmico. Parece claro que la inyeccion de NMDA provoca la liberacién de DA en altas
concentraciones, probablemente mediado por oxido nitrico, como se ha demostrado
en varias regiones cerebrales [Cepeda et al, 2009, Giorgetti et al, 2001, Dominguez et
al 2004, Hall et al, 1998].

IV 4.4.3 ANFETAMINA

Nombre: D-metil fenilamina

Férmula molecular: CgH13N

Estructura molecular:

Anfetamina 20 pg/0,5 ul de PBS en estriado
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Figura 39. linyeccién local de anfetamina (20ug/0,5ul) en estriado de rata.

Se produce un incremento de DA y 5-HT. EI NO disminuye en el espacio intersticial.

Con el objetivo de evaluar si el sistema dopaminérgico influye directa o indirectamente
sobre el sistema nitrérgico, se inyectd localmente anfetamina, un psicoestimulante que
incrementa los niveles extracelulares de DA. El mecanismo de accion de la anfetamina
se piensa que es por incrementar la neurotransmision dopaminérgica, mas
especificamente por incremento de la liberacion (overflow), inhibicion de la re-captacion
a nivel de terminales e inhibicién de la actividad de la monoamino oxidasa B (MAOB)
[John et al, 2007].

90



Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica

El papel del NO en la modulaciéon de la liberacion de DA es enormemente
controvertido. Se sabe que los farmacos que generan NO normalmente inducen la
liberacion de DA [Hartung et al, 2011; Salum et al, 2010; Harvey et al, 2010; Singh et
al, 2010; Mas et al, 1996], mientras que al contrario de lo que cabria esperar,
disminuyen los niveles de DOPAC y HVA, muy parecido al efecto de la anfetamina
[Gonzalez-Mora et al, 1988]. Mas aun, si se trata previamente a la rata con un inhibidor
de la NOS neuronal el 7-nitro-indazol (7-Nl), se inhibe la liberacion de DA [Nowak et al,
2002]. Contrariamente a lo anterior, Guevara-Guzman y colaboradores demostraron
un papel inhibitorio del NO sobre la liberacién de DA [Guevara-Guzman et al, 1994].
Sin embargo, Silva y colaboradores han encontrado que inhibiendo la NOS neuronal se
incrementa la liberacion de DA [Silva et al, 2003]. Otro inhibidor de todas las isoformas
de NOS el L-NAME vy el antagonista NMDA MK-801 elimina el NO que se genera tras la
administracion sistémica de anfetamina y protege de la deplecion dopaminérgica del
estriado [Lin et al, 1999].

Esta complejidad del NO para inducir o inhibir la liberacion de DA indica que otros

sistemas neuronales estan implicados en los diferentes mecanismos de regulacion.

Nuestros resultados estan mas a favor de un papel liberador de DA en estriado mas
que inhibitorio. Asi, la inhibicion de NO tras la administracion de anfetamina podria
justificar el efecto vasoconstrictor (hipéxico) de la anfetamina, publicado por nuestro
grupo, probablemente mediado por disminucién del NO entre otros procesos

involucrados [Del Arco et al, 1999].

IV 4.5 INHIBIDORES ENZIMATICOS DE LA NOS

Una de las mejores formas de evaluar la calidad de los microsensores selectivos de NO
gue hemos desarrollado es utilizar inhibidores selectivos de las isoformas de la NOS ya
que podemos inhibir selectivamente cada pool de produccion de NO en el SNC. Hay
una gran variedad de inhibidores de la NOS que se describen en la literatura cientifica,

asi como su uso como herramientas farmacoldgicas.

Es muy desigual la consideracién de “especificidad” de estos inhibidores y esto es

consecuencia de los diferentes criterios de definicion de dicha selectividad como son:
el ICsg (concentracion de inhibicion del 50% del sustrato) o del Ki (afinidad de

union del inhibidor) [Alderton et al., 2001].

IV 4.5.1 INESPECIFICOS: N°-NITRO-L-ARGININA-METIL-ESTER (L-NAME)

Nombre: NG-nitro-L-arginina-metil-ester
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Formula molecular: (C7H15Ns04 HCI)

HEI
MH

OENHNJJ\N/V\rCDEME
H H

Estructura molecular: MHz
Potencia inhibitoria: nNNOS > eNOS > iINOS

L-NAME requiere la hidrdlisis del ester metilico por esterasas intracelulares para

convertirse en un inhibidor totalmente funcional (L-NNA) [Griffith, et al., 1996].

Tiene los siguientes valores de Ki: 15 nm (nNOS bovina), 39 nm (eNOS humana), y 4,4
mM (iNOS ratén) respectivamente [Buckner et al., 1988; Furfine et al., 1993; Garvey et
al., 1994], nNOS (IC50, 0.66 + 0.06 mM, n = 6), INOS (IC50, 10.6 + 0.4 mM, n = 6)
eNOS 6,5 mM [Handy et al.1995].

El mecanismo de accidn esta relacionado con su parecido estructural con la L-arginina
siendo asi competitivo con el sitio de unién del sustrato L-arginina [Alderton et al.,
2001; Rees et al., 1990] e influyendo drasticamente en el flujo de electrones tal como
se manifiesta por los cambios en su tasa de oxidacién de NADPH [Abu-Soud et
al.,1994].
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Figura 40. Efecto de la inyeccién local de L-NAME en estriado de rata.
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En nuestro ensayo encontramos datos totalmente concordantes tanto del descenso de
NO como del efecto de deplecion dopaminérgica en estriado [Abekawa et al.2001] y

del incremento de Serotonina [Kadokami et al. 1996].

IV 4.5.2 ESPECIFICOS

Como hemos descrito anteriormente, el concepto de especificidad es muy relativo y
relacionado con afinidad de unién al enzima. Los citados a continuacién los hemos

relacionado con la especificidad descrita por algunos autores.

IV 4.5.2.1 INOS: L-N6-(1-IMINOETIL) LISINA (L-NIL)

Nombre: L-N6-(1-Iminoetil) lisina

Férmula molecular: (CgH17N302 2HCI)

NH NH,
ME)LNWCOEH
Estructura molecular: H HCl

Potencia inhibitoria: iINOS >> nNOS

El mecanismo de accidon es analogo al descrito como competitivo con el sitio de unién

del sustrato L-arginina por su parecido estructural con ella.

L-NIL se ha demostrado ser un inhibidor potente y selectivo de la sintetasa de 6xido
nitrico inducible del ratén. Tiene una IC50 de 3,3 microM, en comparaciéon con NOS
constitutiva con un IC50 de 92 microM en cerebro de rata, lo que indica que la L-NIL es

28 veces mas selectivo para la NOS inducible [Moore et al., 1994].

Estos datos sugieren que la L-NIL puede ser util como un inhibidor selectivo de la NOS
inducible para determinar el papel de esta enzima en modelos de enfermedad [Moore
et al., 1994]

Hemos encontrado que su efecto reductor de la sefial de NO es muy bajo,

posiblemente por la poca presencia de la iINOS en el cerebro de rata.
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L-NIL 20 nmoles/ 0,2 ul de PBS en corteza

= n=2
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B 30- Tratamiento estadistico: one- way ANOVA

° : Post test: New man-Keuls
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Figura 41. Efecto sobre la liberacién de NO de la inyeccion local de L-NIL (20
nmoles/0,2 ul) en la corteza cerebral de rata.

IV 4.5.2.2 ENOS: N°-(1-IMINOETIL)-L-ORNITINA (L-NIO)

Nombre: N°-(1-iminoetil)-L-ornitina

Férmula molecular: (C7H15N302 2HCI)

2HCH
MH

)J\ CioaH
N/VY
H

Estructura molecular: MHz

e

Potencia inhibitoria: NNOS > eNOS =iNOS

El mecanismo de accidon es analogo al descrito como competitivo con el sitio de unién

del sustrato L-arginina por su parecido estructural con ella.

La L-N5-(1-Iminoethyl) ornitina (L-NIO), que difiere de la L-NIL por tener un grupo
menos de metileno, tiene una potencia muy similar en la NOS inducible pero carece de

su selectividad.

Los valores de Ki son: 1,7 mM para nNOS (rata), 3,9 mM para la eNOS (bovino) y 3,9

mM la iNOS (ratdn) respectivamente.
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L-NIO 40 nmoles/0,2 ul de PBS en estriado
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Figura 42. Efecto de la inyeccion local de L-NIO 40 nmoles en 0,2 ul de PBS en
estriado de rata.

El efecto reductor de la sefial de NO es alto aunque inferior a L-NAME vy al igual que

esta tiene una recuperacion de la sefal en torno a los 10 minutos.

IV 4.5.2.3 NNOS: 7-NITROINDAZOL, SAL MONOSODICA (7-NINA)

Nombre: 7-Nitroindazol, sal monosddica

Férmula molecular: (C7H4N302 Na)

1\N
/

I
Mat
Estructura molecular: MOz

Potencia inhibitoria: nNOS = eNOS >> iNOS

Moore y colaboradores (1993) informaron de la inhibicién de la actividad neuronal de
NO sintasa por indazol 7-nitro (7-Nl) sin efecto sobre la presién arterial media, lo que

sugiere que el 7-NI es un inhibidor selectivo de la NO sintasa neuronal.

El mecanismo de accion de 7-NI no se conoce, pero no parece estar relacionado con la
inhibicion de la NOS. Es probable que el 7-NI combine una accién antagonista de las
células musculares lisas P2X-purinoceptoras con la capacidad de inhibir la afluencia

celular de los iones de calcio [Allawi et al.,1994].

Los valores de IC50 son: 0,71 mM para la inhibicion de nNOS rata, 0,78 mM para la

eNOS de la especie bovina y 5,8 mM para la iNOS, respectivamente.
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La insolubilidad de 7-NI en suero fisioldgico artificial ha impedido su uso en estudios in
vivo de la liberaciéon de neurotransmisores. Por esta razon, hemos empleado su sal

monosodica: 7-NINA.

7-NINA 10 nmoles / 0,2 ul de PBS en estriado

_ (n=5)
® 1004 —= NO
© :
Ko} 754
o) : Tratamiento estadistico: one- way ANOVA
2 50+ Post test: New man-Keuls
c * p<0,05
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Figura 43. Efecto de la inyeccién local de 7-NINA en estriado de rata

El efecto observado es mayor que L-NAME y L-NIO y ademas persiste en el tiempo.
Probablemente la especificidad para nNOS observada esté relacionada con la mayor

actividad nNOS descrita en el cerebro de rata.

IV 5 DISENO Y PUESTA A PUNTO DE UN ATLAS ANATOMICO-
FUNCIONAL 3D DE NIVELES DE NO

En la obtenciéon de datos para la confeccion del atlas con las concentraciones de NO
nos encontramos fundamentalmente con dos variables como ya hemos mencionado: el

electrodo de trabajo y el animal de experimentacion.

En relacion al electrodo de trabajo ya hemos desarrollado ampliamente los medios

dispuestos para minimizar la posible variabilidad.

Respecto al animal de experimentacion, tenemos que considerar que es
absolutamente imposible realizar la totalidad de la toma de datos con una sola rata, y
por ello hemos disefiado una estrategia doble basado en las observaciones descritas

por Paxino y Watson en el desarrollo de su atlas estereotaxico.
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En primer lugar, tal como ellos indican [Paxino el al.1982], hemos controlado en todo
momento el peso de las ratas ya que las medidas estereotaxicas “‘pueden ser utilizadas

con éxito en ratas machos o hembras con pesos de 250 a 350 g”

En segundo lugar, para minimizar la variabilidad de las medidas inter-ratas,
necesitamos disponer de una referencia de control. Paxino y Watson, marcan tanto el
plano vertical como en horizontal, con pistas de agujas. Nosotros hemos “marcado” la
superficie horizontal del cerebro de la rata con una medida en la posicién inicial para
cada corte coronal y para cada posicion lateral (minimo 0,5 mm entre cada posicién)
que posteriormente sera el inicio del muestreo vertical. Los datos obtenidos se
exponen en la tabla 6 y la imagen de la figura 44 muestra la transformacién de estos

datos a una superficie plana con el programa informatico Surfer®.

IEEe LATERAL (mm)

(mm) | 95 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
3.20 1175 0,885 0,966 1,354 1772

1.00 | 2.472| 2,146 | 2,595 | 2,771 | 1,127 | 2,163 | 2,385 | 2,163 | 1,505 | 0,641

130 | 2,554 | 2,772 | 2,318 | 1,913 | 1,487 | 1,231 0,968 | 0,943 | 0,943 | 0,762 0,727
314 | 2,366 1,343 | 0,747 | 1,032 | 0,807 | 0,730 [ 1,121 | 1,071 | 0,969 0,632
-530 | 0,741 | 1,005 | 1,409 | 1,870 1,804 | 2,603 2,192 | 1,145 | 0,766 | 0,568

6.8 | 1,977 3,592 2,949 | 2,224 [ 1,862 | 3,614 | 2,126 3,047 0,764 1,057
8.8 1,484 1727 1,827 2,740

-11.00 | 4,108 | 2,809 | 2,616 | 0,996 | 0,660 | 0,716 | 0,692 | 0,448 0,115

12,30 | 2,699 | 2,451 | 0,581 0,680 0,941 1,925

Tabla 6. Lecturas de NO en nA obtenidas en la superficie del cerebro.

De esta manera, podremos posteriormente contrastar con las medidas obtenidas en la
misma posicion en cada lamina y asi establecer una referencia para todas las medidas
verticales que se efectuaran en cada corte coronal. Se practicaron mediciones con
intervalos de 500 o 1.000 um en lateral para cada localizacion de corte coronal y
Uunicamente a profundidad 0,0 — 0,5 mm. Los datos se obtuvieron con cuatro ratas que
dieron un promedio de peso de 327 gr (CV de 0,11) de esta manera, para cada
coordenada (Bregmal/lateral) se obtuvieron no menos de tres medidas de

concentracion de NO.
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-12.00  -10.00 -8.00 -6.00 -4.00 -2.00 0.00 2.00

Figura 44. Imagen de las concentraciones de NO en la superficie del cerebro de
rata

Para la composicion de concentraciones de NO en cada corte coronal, se realizaron
mediciones verticales y laterales para conformar una lamina de datos por cada uno de
los nueve cortes coronales seleccionados, teniendo siempre como referencia en la
medida inicial de la superficie las obtenidas anteriormente para confeccionar el plano
horizontal de referencia. Los datos obtenidos en cada lamina se contrastaron con una
nueva rata y siempre deben tener un coeficiente de correlacion superior a 0,70 (r >
0,7).

En las paginas siguientes exponemos los datos los datos obtenidos para cada cada
corte coronal y en orden a sistematizar la informacién, hemos considerado los

siguientes apartados:

1.- Grafico comparativo de los perfiles producidos por los valores de NO en superficie
para la medida de referencia en superficie y para las medidas de cada corte. Se hace
para cada lamina un analisis estadistico comparando ambas series (superficie y
lamina) con el tratamiento t-test de datos apareados en el programa estadistico

Graphpad Prismas® v. 5.0.

2.- Correlacion lineal utilizando el programa estadistico Graphpad Prismas® v. 5.0,

entre los datos de NO obtenidos en cada par de ratas para cada localizacion Bregma.

3.- Imagen obtenida por el tratamiento de los datos de dichas tablas con el programa

informatico Surfer®.

4.- Tabla donde se expresan los valores de NO para cada par de coordenadas

(vertical y lateral).
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Para los experimentos se utilizaron ratas cuyos pesos promedios y su coeficiente de

variacién (CV) para cada corte coronal se muestran en la tabla 7.

Bregma (mm) 3,20 | 1,00 | -1,30 | -3,14 | -5,30 | -6,80 | -8,80 | -11,00 | -12,30

Peso medio (gramos) | 329 |332,5| 319 | 347 | 295 | 312 | 346 | 310 | 2975

cv 0,22 0,14 | 0,18 | 0,11 | 0,02 | 0,11 | 0,04 | 0,07 | 0,13

Tabla 7. Peso promedio de ratas usadas en los ensayos
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Lamina del Corte Coronal en Bregma 3,2 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma 3,20 mm

4-
—e— Superficie n=3
-& Lamina n=2
3-
<2
14
0 L] L] 1 L] L] 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 45. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma 3,20

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacion inter-ratas Bregma 3,20 mm

Valores de mejor ajuste
3+ Pendiente 1,675 £ 0,2150
Y-intercepcién cuando X=0.0 0,7502 + 0,1690
X-intercepcion cuando Y=0.0 70,4479
Intervalos de prediccion individual del 95% 1,237 to 2,112
24 Bondad de ajuste
< r de Pearson 0,800
c 2 '0,6408
Sy.x '0,2275
1 F 60,65
P valor < 0,0001
Sig. (bilateral) Significativa
Datos
Numero de valores 36
0 T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

nA

Figura 46. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma 3,20
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000 050 1.00 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 47. Distribuciéon de NO en el corte coronal Bregma 3,20 mm

1,653 | 2,055 | 0,960 | 1,244
1,234 {1,299 | 0,962 | 1,482 | 1,530 | 1,537
1,536 | 1,617 | 1,367 | 1,686 | 1,530 | 1,489
1,385 | 1,458 | 1,226 | 1,385 | 1,387
1,508 | 1,688 | 1,084 | 1,358 | 1,272
1,422 | 1,429 | 1,331 | 1,245 | 1,227
1,320 | 1,285 | 0,953 | 0,944
0,562 | 0,847

Tabla 8. Valores de NO (nA) en Bregma 3,20 mm
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Bregma 1,00 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma 1,00 mm

4-
—e— Superficie n=3
-& Lamina n=2
3-
<2
14
0 L] L] 1 L] L] 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 48. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma 1,00 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacion inter-ratas Bregma 1,00 mm

3- Valores de mejor ajuste
Pendiente 0,8025 + 0,04344
Y-intercepcion cuando X=0.0 0,3462 + 0,05937
X-intercepcion cuando Y=0.0 70,4314
Intervalos de prediccién individual del 95% 0,7173 to 0,8876
24 Bondad de ajuste
r de Pearson 0,8386
<é P ,7032
Sy.x 0,2120
1- F "341,2
P valor < 0.0001
Sig. (bilateral) Significativa
Datos
Numero de valores X 152
0 T T 1
0 1 2 3

nA

Figura 49. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma 1,00 mm.
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Figura 50. Imagen de distribuciéon de NO en Bregma 1,00 mm.

VERTICAL
LATERAL (mm)

(mm)

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 57
0,0-0,5 2,118 | 2,459 | 2,553 | 2,237 | 1,135 | 2,360 | 2,368 | 2,171 | 1,743 | 0,902 | 0,761
0,5-1,0 1,381 | 1,787 | 1,385 | 1,849 | 1,143 | 2,377 | 2,072 | 2,023 | 1,941 | 1,011
1,0-1,5 1,343 | 1,636 | 1,487 | 1,539 | 1,513 | 2,362 | 1,826 | 1,752 | 1,587 | 1,285 | 1,128
1,5-2,0 1,504 | 1,769 | 1,623 | 1,526 | 1,521 | 2,368 | 1,612 | 1,834 | 1,628 | 1,583
2,0-2,5 1,579 | 1,655 | 1,702 | 1,428 | 1,143 | 1,530 | 1,349 | 2,015 | 1,711 | 1,602 | 1,431
2,5-3,0 1,475 | 1,731 | 1,748 | 1,217 | 1,258 | 1,694 | 1,480 | 1,595 | 1,711 | 1,678
3,0-3,5 1,589 | 1,806 | 1,555 | 1,309 | 1,044 | 1,324 | 1,298 | 1,151 | 1,752 | 1,754 | 1,865
3,5-4,0 1,674 | 1,570 | 1,271 | 1,230 | 1,135 | 1,264 | 1,197 | 0,995 | 1,743 | 1,789
4,0-4,5 2,185 | 1,346 | 1,248 | 1,046 | 1,225 | 1,201 | 1,150 | 0,913 | 1,694 | 1,808 | 1,967
45-50 2,081 | 1,324 | 1,192 | 1,099 | 1,160 | 1,176 | 0,896 | 1,094 | 1,554 | 1,678 | 1,637
50-5,5 1,759 | 1,239 | 1,135 | 1,138 | 1,209 | 1,151 | 0,863 | 1,020 | 1,357 | 1,450
5,5—6,0 2,166 | 1,173 | 1,158 | 1,112 | 1,201 | 1,020 | 1,242 | 1,003 | 1,308 | 1,222
6,0-6,5 2,156 | 1,229 | 1,169 | 1,079 | 1,127 | 0,798 | 1,464 | 1,192 | 1,242
6,5-7,0 1,447 | 1,154 | 1,112 | 1,118 | 1,225 | 1,053 | 0,979 | 1,431 | 1,225
70-7,5 1,438 | 1,078 | 1,146 | 1,066 | 0,938 | 1,406 | 0,872 | 1,431
7,5-8,0 1,333 | 1,012 | 1,180 | 0,974 | 1,135 | 1,242 | 0,970
8,0-85 1,333 | 0,946 | 0,942 | 0,829 | 1,020 | 1,242 | 0,970
8,5-9,0 0,946 | 0,942 | 0,980 | 1,020
9,0-9,5 0,980

Tabla 9. Valores de NO (nA) en Bregma 1,00 mm
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Bregma -1,30 mm

Comparacion Superficie/Lamina Bregma -1,30 mm

4-
—e— Superficie n=3
-= Lamina n=2
3-
T 21

191 *p valor 0,0432

*%

p valor 0,0076

0 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 51. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -1,30 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada
coordenada lateral no se observan diferencias significativas, excepto en la coordenada
lateral 0,5 mm y 6,0 mm que si tienen diferencias significativas (p<0,05) aunque

conservan el mismo peffil.

Correlacion inter-ratas Bregma -1,30 mm Vvalores de mejor ajuste

Pendiente 0,7471 + 0,05424

2.5 Y-intercepcion cuando X=0.0 -0,1018 + 0,06107
X-intercepcién cuando Y=0.0 '0,1362

2.0 Intervalos de prediccion individual del 95%  0,6408 to 0,8534
Bondad de ajuste

1.5 r de Pearson 0,7097
r '0,5037

‘é 1.0+ Sy.x 0,2118

F "189,8

0.54 P valor < 0.0001
Sig. (bilateral) Significativa

0.0 1 Datos

2.5 Numero de valores 192
-0.5-

Figura 52. Correlacion entre datos de N (nA) inter-ratas para Bregma -1,30 mm.
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Figura 53. Imagen de distribucion de NO en Bregma -1,30 mm.
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VE&T :nC)AL LATERAL (mm)
0.5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,5
0,0 -0,5 0,763 | 1,405 | 2,577 | 2,146 | 1,637 | 1,117 | 1,449 | 1,394 | 1,150 | 1,527 | 1,148 | 1,200
0,5-1,0 0,852 | 1,416 | 2,190 | 1,958 | 1,880 | 1,195 | 1,261 | 1,217 | 1,217 | 1,622 | 1,185
1,0-1,5 0,896 | 1,504 | 1,648 | 1,648 | 1,360 | 1,261 | 1,272 | 1,073 | 1,150 | 1,517 | 1,106 | 1,012
1,5-2,0 0,896 | 1,449 | 1,040 | 0,730 | 0,575 | 0,885 | 1,018 | 1,239 | 1,338 | 1,038 | 1,201
2,0-25 0,586 | 1,206 | 0,642 | 0,398 | 0,332 | 0,420 | 0,675 | 1,261 | 1,029 | 0,885 | 1,064 | 1,211
25-3,0 0,830 | 0,885 | 1,106 | 1,161 | 0,376 | 0,343 | 0,564 | 1,261 | 0,664 | 1,422 | 0,964
3,0-3,5 1,217 | 1,294 | 1,537 | 1,084 | 0,431 | 0,288 | 0,487 | 1,018 | 0,575 | 1,375 | 1,322 | 1,211
3,5-4,0 0,719 (1,571 | 1,217 | 0,929 | 0,278 | 0,310 | 0,564 | 0,774 | 0,675 | 1,238 | 1,190
4,0-45 0,654 | 1,460 | 1,228 | 0,730 | 0,509 | 0,487 | 0,630 | 0,907 | 0,752 | 1,248 | 0,953 | 1,009
45-5,0 0,830 | 1,438 | 1,073 | 0,763 | 0,763 | 0,664 | 0,531 | 0,830 | 0,619 | 1,148 | 1,227
5,0-5,5 0,630 | 1,217 | 0,962 | 0,929 | 0,730 | 0,785 | 0,542 | 0,962 | 0,597 | 1,101 | 1,017
5,5-6,0 0,442 | 1,117 | 1,051 | 0,984 | 0,885 | 0,830 | 0,575 | 0,852 | 0,619 | 0,911 | 0,948
6,0 - 6,5 0,453 | 1,029 | 1,051 | 0,819 | 0,951 | 0,741 | 0,653 | 0,984 | 0,785 | 0,906 | 0,722
6,5-7,0 0,852 | 0,896 | 0,896 | 0,774 | 0,841 | 0,586 | 0,697 | 1,117 | 0,819 | 0,906
7,0-7,5 0,586 | 0,774 | 0,664 | 0,630 | 0,675 | 0,520 | 0,807 | 0,984 | 1,040 | 0,837
7,5-8,0 0,608 | 0,719 | 0,564 | 0,586 | 0,564 | 0,476 | 0,697 | 0,962 | 1,106 | 0,706
8,0 - 8,5 0,575 | 0,498 | 0,465 | 0,498 | 0,453 | 0,487 | 0,741 | 1,007 | 1,106 | 0,690
8,5-9,0 0,520 | 0,376 | 0,465 | 0,498 | 0,453 | 0,531 | 0,984 | 0,863 | 0,664
Tabla 10. Valores de NO (nA) en Bregma -1,30 mm
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Bregma - 3,14 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma -3,14 mm

4-
—e— Superficie n=3
- Lamina n=2
3-
<2
1-
* p valor 0,0167
0 T 1 L] L] T 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 54. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -3,14 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada
coordenada lateral no se observan diferencias significativas, excepto en la coordenada

lateral 4,0 mm que si tiene diferencias significativas (p<0,05).

Correlacion inter-ratas Bregma -3,14 mm Valores de mejor ajuste

Pendiente 0,3665 + 0,02611
1.5+ Y-intercepcion cuando X=0.0 0,1491 + 0,02086
X-intercepcion cuando Y=0.0 "0,4068
Intervalos de prediccion individual del 95%  0,3153 to 0,4177
1.0 Bondad de ajuste
r de Pearson 0,7397
r '0,5472
< . Sy.x 0,1151
< 05 F "197,0
P valor < 0,0001
0.0 Sig. (bilateral) Significativa
- 1
25 Datos
Numero de valores 175
-0.5-

Figura 55. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -3,14 mm.
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Figura 56. Imagen de distribucién de NO en Bregma -3,14 mm.

VE(?: :nC)AL LATERAL (mm)
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 6,0

0,0 -0,5 1,713 | 1,643 | 1,942 | 0,610 | 1,223 | 0,987 | 1,031 | 0,644 | 0,564 | 0,850 | 0,888
0,5-1,0 1,203 | 1,996 | 1,683 | 0,709 | 1,650 | 1,377 | 1,443 | 0,644 | 0,742

1,0-1,5 1,582 | 1,138 | 1,386 | 1,501 | 1,402 | 0,825 | 0,841 | 0,821 | 0,726 | 0,957 | 0,818
1,5-2,0 0,733 | 1,518 | 0,726 | 1,483 | 0,916 | 0,685 | 0,643 | 0,770 | 0,206

2,0-25 0,758 | 0,429 | 0,586 | 1,377 | 0,652 | 0,594 | 0,734 | 0,664 | 0,874 | 0,789 | 0,753
25-3,0 1,121 | 0,363 | 0,540 | 0,916 | 0,363 | 0,503 | 0,619 | 0,589 | 0,940

3,0-3,5 1,030 | 0,759 | 0,530 | 0,445 | 0,099 | 0,404 | 0,602 | 0,589 | 0,371 | 0,701 | 0,746
3,5-4,0 0,807 | 0,940 | 0,624 | 0,462 | 0,214 | 0,487 | 0,701 | 0,621 | 0,445

4,0-45 0,107 | 0,049 | 0,784 | 0,487 | 0,610 | 0,511 | 0,668 | 0,621 | 0,652 | 0,775 | 0,687
45-5,0 0,733 | 0,742 | 0,899 | 0,470 | 0,610 | 0,388 | 0,775 | 0,542 | 0,751

5,0-5,5 0,544 | 0,759 | 0,808 | 0,652 | 0,660 | 0,429 | 0,734 | 0,569 | 0,891 | 0,751 | 0,776
5,5-6,0 0,577 | 0,734 | 0,858 | 0,652 | 0,734 | 0,610 | 0,561 | 0,542 | 0,784

6,0 - 6,5 1,088 | 0,820 | 0,850 | 0,775 | 0,891 | 0,594 | 0,553 | 0,573 | 0,948 | 0,751 | 0,885
6,5-7,0 0,981 | 1,039 | 0,994 | 0,808 | 0,767 | 0,701 | 0,454 | 0,585 | 0,981

7,0-7,5 1,055 | 1,031 | 1,006 | 0,990 | 0,742 | 0,685 | 0,082 | 0,715 | 0,388 | 1,476
7,5-8,0 0,165 | 1,031 | 0,957 | 0,965 | 0,577 | 0,594 | 0,181 | 0,613 | 1,064

8,0 - 8,5 0,717 {1,109 | 0,916 | 0,932 | 0,643 | 0,511 | 0,363 | 0,554 | 1,724 | 0,742
8,5-9,0 1,188 | 0,738 | 0,833 | 0,396 | 0,157 | 0,528 | 0,660 | 0,990

9,0-9,5 0,619 | 0,709 0,569 | 0,916 | 0,817

Tabla 11. Valores de NO (nA) en Bregma -3,14 mm
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -5,30 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma -5,30 mm

4-
—e— Superficie n=3
-& Lamina n=2
3-
<2
14
0 L] L] 1 L] L] 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 57. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -5,30 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacion inter-ratas Bregma -5,30 mm ,;,c5 de mejor ajuste

Pendiente

Y-intercepcion cuando X=0.0
X-intercepcién cuando Y=0.0
Intervalos de prediccion individual del 95%
Bondad de ajuste

r de Pearson

r2

Sy.x

F

P valor

Sig. (bilateral)

Datos

Numero de valores

1,147 £ 0,06930
-0,03319 + 0,04377
'0,02893

1,011 to 1,283

0,8146
'0,6635
'0,3162
2741

< 0,0001
Significativa

141

Figura 58. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -5,30 mm.
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Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica
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Figura 59. Imagen de distribucién de NO en Bregma -5,30 mm.

VERTICAL
LATERAL (mm)
(mm)
0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 3,5 4,5 5,0 5,5 6,0 7,0
0,0 -0,5 1,036 | 1,326 | 1,770 | 2,060 | 1,995 | 2,476 | 2,115 | 1,480 | 1,607 | 0,845 | 0,555
0,5-1,0 0,936 | 0,843 | 1,335 | 1,842 | 2,814 | 2,090 | 2,375 | 1,842 | 1,289 | 1,135
1,0-1,5 0,782 | 0,850 | 0,827 | 1,172 | 1,616 | 1,788 | 2,067 | 1,552 | 1,063 | 0,691 | 0,619
1,5-2,0 0,728 | 0,772 | 0,818 | 0,737 | 1,090 | 1,036 | 1,706 | 1,099 | 0,791 | 0,555
2,0-25 0,664 | 0,883 | 0,836 | 0,392 | 0,709 | 0,483 | 0,972 | 0,709 | 0,628 | 0,691 | 0,401
25-3,0 0,247 | 0,765 | 0,737 | 0,438 | 0,365 | 0,410 | 0,456 | 0,528 | 0,537 | 0,619
3,0-3,5 0,492 | 0,713 | 0,764 | 0,583 | 0,365 | 0,510 | 0,637 | 0,492 | 0,456 | 0,465 | 0,338
3,5-4,0 0,791 | 0,635 | 0,583 | 0,564 | 0,311 | 0,537 | 0,845 | 0,347 | 0,592 | 0,401
4,0-45 0,383 | 0,465 | 0,573 | 0,302 | 0,447 | 0,501 | 0,610 | 0,438 | 0,610 | 0,302 | 0,365
45-5,0 0,374 | 0,465 | 0,537 | 0,510 | 0,401 | 0,438 | 0,410 | 0,583 | 0,619 | 0,329
5,0-5,5 0,347 | 0,530 | 0,456 | 0,519 | 0,365 | 0,438 | 0,401 | 0,392 | 0,465 | 0,338 | 0,338
5,5-6,0 0,356 | 0,448 | 0,583 | 0,419 | 0,410 | 0,401 | 0,329 | 0,320 | 0,428 | 0,365
6,0 - 6,5 0,347 | 0,354 | 0,483 | 0,383 | 0,320 | 0,392 | 0,374 | 0,610 | 0,474 | 0,302 | 0,365
6,5-7,0 0,329 | 0,342 | 0,447 | 0,383 | 0,383 | 0,401 | 0,320 | 0,474 | 0,419 | 0,365 | 0,365
7,0-7,5 0,338 | 0,360 | 0,456 | 0,383 | 0,428 | 0,410 | 0,392 | 0,401 | 0,428 | 0,365
7,5-8,0 0,383 | 0,383 | 0,410 | 0,347 | 0,347 | 0,347 | 0,583 | 0,501 | 0,347 | 0,365
8,0 - 8,5 0,329 | 0,354 | 0,392 | 0,347 | 0,365 | 0,374 | 0,528 | 0,410 | 0,347 | 0,365
8,5-9,0 0,329 | 0,560 | 0,374 | 0,356 0,374 | 0,474 | 0,338 | 0,347
9,0-9,5 0,454 0,474
Tabla 12. Valores de NO (nA) en Bregma -5,30 mm

109




Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -6,80 mm

Comparacion Superficie/Lamina Bregma -6,80 mm

57 —e— Superficie n=3
-&= Lamina n=2
4
3-
<
c
2-
1-
0 T T L] L] L] 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Coordenada lateral (mm)

Figura 60. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -6,80 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias.

Correlacién inter-ratas Bregma -6,80 mm

Valores de mejor ajuste

Pendiente 1,827 + 0,1302
Y-intercepcién cuando X=0.0 -0,09653 + 0,09699
X-intercepcion cuando Y=0.0 "0,05282

Intervalos de prediccion individual del 95% 1,568 to 2,087
Bondad de ajuste

r de Pearson 0,8358
r '0,6986
Sy.x "0,5236
F 97,0
P valor < 0,0001
1 Sig. (bilateral) Significativa
25 Datos
Numero de valores 107

Figura 61. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -6,80 mm.
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Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica
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Figura 62. Imagen de distribucién de NO en Bregma -6,80 mm.

VERTICAL
LATERAL (mm)
(mm)
05 10 15 20 25 30 35 45 55 65

0,0 -0,5 1,648 2,226 (1,955|1,695|1,573|2,360 | 1,635|2,042| 1,257 | 1,058
0,5-1,0 2,284 (1,461 (1,487 |1,355|1,520 (1,579

1,0-1,5 1,515|2,384 1,024 {1,069 (1,106 | 1,047 (1,388 | 1,707 | 1,165 | 0,924
1,5-2,0 2,164 0,898 0,677 |0,619|0,660 | 1,009

2,0-25 1,693 2,069 0,652 (0,652 0,397 |0,471|0,520|1,316 0,950 | 0,887
25-3,0 1,322(0,512|0,421(0,273|0,273 | 0,495

3,0-3,5 1,41110,996 |0,413|0,339 0,257 (0,512 (0,397 | 1,198 | 0,898 | 0,880
3,5-4,0 1,021(0,355|0,331(0,504 0,463 | 0,677

4,0-45 1,618|0,987 (0,322 |0,240|0,240|0,248 | 0,644 | 1,219 0,876 | 0,958
45-5,0 0,972|0,281|0,298 |0,224 {0,158 | 0,479

5,0-5,5 1,589 0,809 0,232|0,232 0,207 |0,182|0,446 | 1,233 0,883 | 1,032
5,5-6,0 0,750 0,257 (0,281 0,224 | 0,240 | 0,504

6,0 - 6,5 1,618|0,4710,232|0,298 | 0,298 1,143 (1,098 |1,032
6,5-7,0 0,537 0,265|0,298 | 0,298 1,916

7,0-7,5 1,470|0,289 0,274 0,224 | 0,224 2,156 (1,619|1,032
7,5-8,0 0,273 0,258 0,306 | 0,306 2,042

8,0 -8,5 1,156 12,276 0,520 (2,108 | 2,108

8,5-9,0 1,904 (1,837|2,108

9,0-9,5 1,904 {1,904

Tabla 13. Valores de NO (nA) en Bregma -6,80 mm
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -8.80 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma -8,80 mm

4-
—e— Superficie n=3
-&= Lamina n=2
3-
<2
14
0 L] L] 1 L] L] 1
0 1 2 3 4 5 6

Coordenada lateral (mm)

Figura 63. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -8,80 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacion inter-ratas Bregma -8,80 mm

2.0- Valores de mejor ajuste
' Pendiente 0,6469 + 0,1042
Y-intercepcion cuando X=0.0 0,2934 + 0,06875
1.5 Xintercepcion cuando Y=0.0 "0,4536
Intervalos de prediccion individual del 95%  0,4337 to 0,8600
Bondad de ajuste -0,9756 to -0,1823
1.0+ r de Pearson 0,7553
é r "0,5705
0.5- Sy.x "0,1869
. 7
E 38,51
P valor < 0,0001
0.0 \ Sig. (bilateral) Significativa
1.5 Datos
05 Numero de valores 33

Figura 64. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -8,80 mm.
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Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica
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Figura 65. Imagen de distribucién de NO en Bregma -8,80 mm.

Tabla 14. Valores de NO (nA) en Bregma -8,80 mm
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -11,00 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma -11,00 mm

6-
5. —e— Superficie n=2
- Lamina n=2
4-
3-
<
[
2-
1-
0 T T T ' .
1 2 3 4 5
-1- Coordenada lateral (mm)

Figura 66. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -11,00 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacion inter-ratas Bregma -11,00 mm
Valores de mejor ajuste
3- Pendiente
Y-intercepciéon cuando X=0.0
X-intercepcion cuando Y=0.0

Bondad de ajuste
r de Pearson
r2
Sy.x
F
P valor
1 Sig. (bilateral)
5 Datos
Numero de valores

Intervalos de prediccién individual del 95%

0,4000 + 0,03757
0,2967 + 0,04022
70,7417

0,3250 to 0,4750

0,784
0,6149
'0,2600
"113,4

< 0,0001
Significativa

73

Figura 67. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -11,00 mm.
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Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica
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Figura 68. Imagen de distribucién de NO en Bregma -11,00 mm.

VERTICAL
LATERAL (mm)

(mm)

05 10 15 20 25 30 35 40 55
0,0 - 0,5 4,721 | 3,658 | 3,073 | 1,285 | 0,997 | 0,437 | 0,264 | 0,173 | 0,115
0,5-1,0 3,815 | 2,307 | 2,727 | 0,816 | 1,911 | 1,005 | 0,247 | 0,189
1,0-1,5 3,172 | 1,631 | 0,585 | 0,478 | 1,714 | 1,112 | 0,198 | 0,222 | 0,115
1,5-2,0 2,365 | 1,425 | 0,568 | 0,684 | 1,813 | 0,684 | 0,255 | 0,437
2,0-2,5 2,035 | 0,873 | 0,404 | 0,626 | 1,491 | 0,643 | 0,321 | 0,321 | 0,115
2,5-3,0 1,920 | 1,269 | 0,577 | 0,478 | 0,626 | 0,676 | 0,338 | 0,206
3,0-3,5 1,269 | 1,088 | 0,577 | 0,437 | 0,272 | 0,667 | 0,371 | 0,231 | 0,115
3,5-4,0 0,791 | 0,610 | 0,659 | 0,395 | 0,445 | 0,428 | 0,428 | 0,239
4,0-4,5 0,791 | 0,692 | 0,486 | 0,494 | 0,338 | 0,363 | 0,412 | 0,264 | 0,115
4,5-5,0 0,626 | 0,593 | 0,420 | 0,461 | 0,395 | 0,330 | 0,313 | 0,198
50-5,5 0,816 | 0,478 | 0,305 | 0,494 | 0,321 | 0,239 | 0,272 | 0,222
55-6,0 0,758 | 0,354 | 0,560 | 0,305 | 0,667 | 0,099 | 0,198 | 0,297
6,0 - 6,5 0,519 | 0,560 | 0,247 | 0,428 | 0,758 | 0,247 | 0,198 | 0,321
6,5-7,0 0,741 | 0,568 | 0,470 | 0,412 | 0,544 | 0,189 | 0,206 | 0,231
7,0-7,5 0,593 | 0,453 | 0,445 | 0,536 | 0,313 | 0,173 | 0,255 | 0,198
7,5-8,0 0,659 | 0,519 | 0,437 | 0,354 | 0,165 | 0,165 | 0,222
8,0 - 8,5 0,387 | 0,313 | 0,420 | 0,272 | 0,255 | 0,198
8,5-9,0 0,470 | 0,222 | 0,305 | 0,058
9,0-9,5 0,239 | 0,214 | 0,173

Tabla 15. Valores de NO (nA) en Bregma -11,00 mm
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -12,30 mm

Comparacioén Superficie/Lamina Bregma -12,30 mm

4-
—e— Superficie n=2
34 -&= Lamina n=2
<2
14
00 1 2 3 4 5

Coordenada lateral (mm)

Figura 69. Perfil comparativo entre medidas de NO(nA) para la superficie del
cerebro y las medidas para el Corte Coronal en Bregma -12,30 mm

En el analisis t-test de una cola de datos no apareados de las medias de cada

coordenada lateral no se observan diferencias significativas.

Correlacién inter-ratas Bregma -12,30 mm

Valores de mejor ajuste

2.0 Pendiente
Y-intercepcién cuando X=0.0
1.54 X-intercepcion cuando Y=0.0
Bondad de ajuste
1.0 r de Pearson
< r?
=
0.5- Sy.x
F
P valor
0.0 1 Sig. (bilateral)
2.0 Datos
0.5 Numero de valores

Figura 70. Correlacion entre datos de NO (nA) inter-ratas para Bregma -12,30 mm.

116

0,4068 + 0,05364
0,1021 + 0,02700
"0,2511

Intervalos de prediccién individual d:0,2991 to 0,5144

0,7181
"0,5157
"0,1396
57,50

< 0,0001
Significativa
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Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Figura 71. Imagen de distribucion de NO en Bregma -12,30 mm.
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VERTICAL

(mm)

0,0-0,5
0,5-1,0
1,0-1,5
1,5-2,0
2,0-2,5
2,5-3,0
3,0-3,5
3,5-4,0
4,0 -4,5
4,5-5,0
5,0-5,5
5,5-6,0
6,0 - 6,5
6,5-7,0
7,0-75
7,5-8,0
8,0-8,5
8,5-9,0
9,0-9,5

LATERAL (mm)
0,5 1,0 1,5 2,5 3,5 4,5
1,675 | 1,557 | 0,338 | 0,587 | 0,768 | 1,598
1,285 | 1,219
0,766 | 0,882 | 0,618 | 0,313 | 0,684 | 0,947
0,470 | 0,766
0,346 | 0,486 | 0,428 | 0,544 | 0,239 | 0,297
0,247 | 0,527
0,404 | 0,519 | 0,272 | 0,206 | 0,181 | 0,157
0,461 | 0,264 | 0,148
0,470 | 0,206 | 0,157 | 0,148 | 0,181
0,503 | 0,330
0,503 | 0,338 | 0,124 | 0,074 | 0,033
0,437 | 0,247 | 0,198
0,297 | 0,255 | 0,173 | 0,115 | 0,058
0,272 | 0,214 | 0,124 0,058
0,198 | 0,165 | 0,115 | 0,115
0,222 | 0,157 | 0,074
0,198 | 0,148 | 0,074 | 0,115
0,140 | 0,148
0,140

Tabla 16. Valores de NO (nA) en Bregma -12,30 mm
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Distribucioén de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Los datos de las 9 laminas muestreadas, generan 1.300 datos de concentraciones de
NO distribuidas en la extension del cerebro desde la posicion bregma + 3,20 hasta
bregma -12,30.

Para elaborar la Distribucion 3D hemos integrado los valores de los nueve cortes,
dando de esa manera tres situaciones en coordenadas tridimensionales: Posicion
Bregma (z), Lateral (x) y Vertical (y), obteniendose una estructura tridimensional. La

integracion se ha realizado con el programa Autodesk® 3D Studio.

Para resaltar las diferencias entre valores bajos y altos de NO hemos elegido dos

colores extremos: azul para valores bajo y rojo para valores altos.

Figura 72. Imagen anteroposterior en 3D de distribucién de NO

Figura 73. Imagen lateral en 3D de distribucion de NO
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Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Estas imagenes se pueden desplegar en los tres ejes: Lateral, Horizontal y Coronal, lo

que nos permite disponer una vision del entorno de cualquier coordenada para cada

area especifica.

Figura 74. Imagen del despliegue lateral en 3D de distribucion de NO

Figura 75. Imagen del despliegue horizontal en 3D de distribucion de NO
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Distribucioén de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Figura 76. Imagen del despliegue coronal en 3D de distribuciéon de NO
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Aproximaciones metodolégicas y validacion farmacolégica

IV 6 COMPARACION ENTRE ACTIVIDAD DIAFORASA Y NO
EXTRACELULAR: JUSTIFICACION FISIOLOGICA Y FUNCIONAL

Como ya hemos expuesto anteriormente, la concentracion extracelular de NO depende
de la activacién de la NOS y de otros factores (FMD, BH4, L-arginina, etc...... ). Por
tanto, no necesariamente en condiciones basales, la presencia de NOS debe implicar
mayor concentracién de NO. Por todo ello, planteamos este experimento cuyo objetivo
es contrastar la distribucidon de la actividad enzimatica de las isoformas comprometidas

en la sintesis de NO y la concentracion extracelular de NO.

En 1964, Thomas y Pearse describieron histoquimicamente por primera vez la
presencia de neuronas contenedoras de actividad diaforasa. A partir de este momento,
otros estudios se han enfocado en grupos especificos de células NADPH-diaforasa
positivos. Sin embargo, la descripcién de la distribucién completa de estas neuronas en
el cerebro de rata se debe a los trabajos de Vincent y Kimura en 1992 y de Rodrigo y

colaboradores en 1994.

Para nuestro trabajo, se ha montado una imagen doble donde colocamos a la izquierda
los cortes coronales seriado de 40 um de grosor tratados con una tincion histoquimica
de NADPH-diaforasa descrita anteriormente. En la derecha de la imagen, colocamos
las laminas de la distribucién de NO obtenida en el programa Surfer®, donde se han
normalizado los colores para acercarlos al de la tincién histoquimica de NADPH-

diaforasa.

Para poder delimitar y comparar areas similares, le superponemos los dibujos
coronales de los Atlas de de Karl Zilles o de Paxino y Watson que estan enmarcados

en coordenadas verticales y laterales.

Para cuantificar la intensidad de color, hemos utilizado la valoracion del histograma del
programa CorelDRAW que registra los valores de brillo de los pixeles de una imagen
en una escala de 0 (oscuro) a 255 (claro). Aceptamos como el valor de la Media el que
muestra la distribucién media del brillo de los pixeles. Para cada area delimitada por el

correspondiente atlas, se obtienen una pareja de datos (NADPH-diaforasa y NO).

De esta manera obtenemos dos series de datos: una para las tinciones histoquimicas y
otra para los valores de NO. Para poder compararlas, teniendo en cuenta que los
datos proceden de procesos diferentes, hemos segmentado cada serie en 5 intervalos,

reasignando un valor de marca para cada intervalo que va desde 1 a 5 acorde con
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cinco niveles de mayor a menor intensidad de color y por tanto de actividad enzimatica

o de concentracion de NO en cada caso.

Para establecer la concordancia entre las areas estudiadas calculamos las diferencias
entre las marcas de cada pareja de datos de tal manera que a menor diferencia existe

mayor concordancia. La tabla muestra las correspondientes concordancias para cada

diferencia posible.

Diferencia Concordancia
0 Muy alta
101 Alta
20-2 Media
30-3 Baja
4 Muy baja

Tabla 17. Tipo de Concordancia para las diferencias de marcas.
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Figura 77. Tratamiento de cuantificacion de la intensidad de color con CoreIDRAW.

Para cada corte cortical estudiado obtenemos una tabla de concordancia donde

expresamos los siguientes conceptos:

Abr.: Abreviatura asignada a cada estructura en el Atlas estereotaxico.
Area: Estructura definidas por los autores de los Atlas estereotéxicos.

mNO: Marca correspondiente al valor del histograma de cada area en la ldmina de los

valores de NO.
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mDIA: Marca correspondiente al valor del histograma de cada area en la lamina de la

tincién histoquimica de NADPH-diaforasa
Dif.: Diferencia entre mNO y mDIA
Concor.: Concordancia para la diferencia obtenida

Seguidamente describimos para cada corte coronal las imagenes comparativas entre la
tincién histoquimica y la generada con los datos de NO. Asi mismo, se muestra la tabla
de concordancia correspondiente en la que destacamos las areas donde se detectan
discordancia entre niveles de NADPH-diaforas y de NO (concordancias baja o muy
baja). A modo de andlisis, al final de la tabla destacamos: 1) Numero de areas
comparadas en el corte ya sea individualmente o agrupadas al no estar perfectamente

definidos sus limites, y 2) Numero de areas consideradas discordantes.
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CORTE CORONAL EN BREGMA 3,20 mm O INTERAURAL 12,20 mm

Bregma 3.2 mm Interaural 12.2 mm
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Figura 78. Corte Coronal en Bregma 3,20 mm o interaural 12,00 mm

Abr. Area mNO | mDIA | Dif | Concor.
Cg1 Cortex cingular, area 1 (corteza media prefrontal) 3 3 0 Muy alta
Cg3 Cortex cingular, area 3 (corteza media prefrontal) 3 3 0 Muy alta
Fr1 Corteza frontal, area 1 3 3 0 Muy alta
aca Comisura anterior, parte anterior 4 3 1 Alta
cc Cuerpo calloso 4 3 1 Alta
Cl Claustro 4 2 2 Media
Fr2 Corteza frontal, area 2 4 3 1 Alta
Fr3 Corteza frontal, area 3 3 2 1 Alta
IL Area infralimbica 3 2 1 Alta
lo Tracto olfatorio lateral 4 3 1 Alta
VLO Area orbital ventrolateral 4 3 1 Alta
AID Cortex agranular insular, parte dorsal 4 2 2 Media
AO Nucleo olfatorio anterior 4 2 2 Media
DPC Corteza dorsal peduncular 4 2 2 Media
LO Area orbital lateral 4 2 2 Media
Pir Corteza prepiriforme 4 2 2 Media
TT Tenia tecta 4 2 2 Media
Tu Tubérculo olfatorio 4 2 2 Media
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N° de areas descritas en el corte

N° de areas consideradas discordantes

W

Tabla 18. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma 3,20 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA 1,00 mm O INTERAURAL 10,00 mm
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Figura 79. Corte Coronal en Bregma 1,00 mm o interaural 10,00 mm
Abr. Area mNO | mDIA | Dif Concor.
Cg1 Cortex cingular, area 1 (corteza media prefrontal) 3 5 -2 Medio
Fr2 Corteza frontal, area 2 2 4 -2 Medio
Fr1 Corteza frontal, area 1 3 4 -1 Alto
Cg2 Cortex cingular, area 2 (corteza media prefrontal) 2 4 -2 Medio
FL area forelimbica 1 3 -2 Medio
Par1 Corteza parietal, area 1 2 2 0 Muy alto
Cuerpo calloso 3 5 -2 Medio
Nucleo septal lateral, parte dorsal, parte intermedia, parte ventral
Nucleo septal hipocampal 1 4 3 Bajo
Nucleo septal medial
Nucleo del brazo vertical de la banda diagonal de Broca 3 4 -1 Alto
Comisura anterior, parte anterior 5 4 1 Muy alto
Nucleo accumbens 5 3 2 Medio
Tubérculo olfatorio 5 1 4 Muy bajo
Fundus striati 4 1 3 Muy alto
Caudado putamen, estriado 5 4 1 Alto
Corteza gustativa 2 1 1 Alto
Cortex agranular insular, parte dorsal 2 1 1 Alto
Cortex agranular insular, parte ventral 3 1 2 Medio
Claustro 5 3 2 Medio
Nucleo endopiriforme 4 2 2 Medio
Corteza prepiriforme 4 2 2 Medio
Tracto olfatorio lateral 4 4 0 Muy alto

N° de areas comparadas en el corte (individualmente o agrupadas)

N° de areas consideradas discordantes

H

Tabla 19. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma 1,00 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -1,30 mm O INTERAURAL 7,70 mm
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Figura 80. Corte Coronal en Bregma -1,30 mm o interaural 7,70 mm
Abr. Area mNO | mDIA | Dif Concor.
Cg1 Cortex cingular, area 1 (corteza media prefrontal) 2 3 -1 Alto
Fr2 Corteza frontal, area 2 1 2 -1 Alto
Fr1 Corteza frontal, area 1 1 2 -1 Alto
Cg2 Cortex cingular, area 2 (corteza media prefrontal) 3 2 1 Alto
HL Area hinlimbica 1 2 -1 Alto
FL area forelimbica 2 2 0 Muy alto
Par1 Corteza parietal, area 1 2 1 1 Alto
cc Cuerpo calloso 5 5 0 Muy alto
vhc Comisura hipocampal ventral 3 5 -2 Medio
st Estria terminal 5 3 2 Medio
ic Coliculo inferior 5 4 1 Alto
GP Globo palido 4 4 0 Muy alto
Cpu Caudado putamen, estriado 4 3 1 Alto
Th Talamo
sm Estria medular 4 2 2 Medio
f Fornix
| Hy | Hipotalamo 5 1 4 Muy bajo
ox Quiasma optico 5 4 1 Alto
Par2 Corteza parietal, area 2 2 1 1 Alto
Gu Corteza gustativa 3 1 2 Medio
AIP Cortex agranular insular, parte posterior 3 1 2 Medio
Pir Corteza prepiriforme 4 4 0 Muy alto
Cl Claustro 4 4 0 Muy alto
En Nucleo endopiriforme 4 4 0 Muy alto
| Nucleo intercalado de la amigdala
Ce, Aco Nucleo amigdalino central y cortical anterior
AA Area amigdalina anterior 3 1 2 Medio
LOT, LOTD Nucleo del tracto olfatorio lateral, y parte dorsal
CxA Zona de transicion corteza amigdala
N° de dreas comparadas en el corte (individualmente o agrupadas) 23
N° de areas consideradas discordantes

Tabla 20. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -1,30 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -3,14 mm O INTERAURAL 5,86 mm

Bregma -3.14 Interaural 5.86 m
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 81. Corte Coronal en Bregma -3,14 mm o interaural 5,86 mm

N° de areas consideradas discordantes

Area mNO | mDIA | Dif Concor.
Corteza retrosplenial agranular 1 3 -2 Media
Corteza retrosplenial granular 1 3 -2 Media
Corteza frontal, area 1 2 4 -2 Media
Corteza frontal, area 2 1 3 -2 Media
Area hinlimbica 2 4 -2 Media
Corteza parietal, area 1 5 2 3 Baja
Corteza parietal, drea 2 4 1 3 Baja
Cuerpo calloso 5 5 0 Muy alta
Fornix dorsal 5 5 0 Muy alta
Campo CA1 del Asta de Ammon 4 5 -1 Alta
Campo CA2 del Asta de Ammon 4 4 0 Muy alta
Campo CA3 del Asta de Ammon 5 4 1 Alta
Campo CA4 del Asta de Ammon 5 4 1 Alta
Giro dentado 4 4 0 Muy alta
Estria medular 5 3 2 Media
Fimbria del hipocampo 4 3 1 Alta
Estria terminal 4 2 2 Media
Corteza gustativa 4 1 3 Baija
Cortex agranular insular, parte posterior 4 1 3 Baija
Caudado putamen, estriado 4 2 2 Media
Coliculo inferior 5 4 1 Alta
Talamo 5 4 1 Alta
Tracto mamilotalamico y Fornix
Hipotalamo 3 1 2 Media
Decusacién supradptica 5 4 1 Alta
Tracto 6ptico 4 4 0 Muy alta
Estria terminal 5 4 1 Alta
Corteza prepiriforme 4 1 3 Baja
Nucleo endopiriforme 1 1 0 Muy alta
Nucleo amigdalino lateral, central y medial
Nucleo amigdalino basolateral y basolateral parte ventral
Nucleos intercalado de la amigdala y amigdalino basomedial 4 1 3 Baja
Nucleo amigdalino cortical posteromedial y posterolateral
Area amigdalohipocampal,Zona de transicion corteza amigdala
N° de areas comparadas en el corte (individualmente o agrupadas) 29

Tabla 21. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -3,14 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -5,30 mm O INTERAURAL 3,70 mm
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Figura 82. Corte Coronal en Bregma -5,30 mm o interaural 3,70 mm

Abr. Area mNO | mDIA | Dif Concor.
RSA Corteza retrosplenial agranular 2 3 -1 Alta
RSG Corteza retrosplenial granular 3 3 0 Muy alta
Oc2MM Corteza occipital, area 2 parte mediomedial 2 3 -1 Alta
Oc2ML Corteza occipital, area 2 parte mediolateral 1 3 -2 Media
Oc2L Corteza occipital, area 2 parte lateral 1 3 -2 Media
Par1 Corteza parietal, area 1 4 2 2 Media
Corteza temporal, area 1 4 2 2 Media
Corteza temporal, area 3 5 2 3 Baja
area perirrinal 5 1 4 Muy baja
Area entorinal 5 1 4 Muy baja
Area amigdalohipocampal 4 1 3 Baja
Nucleo amigdalino posteromedial cortical
Esplenio del cuerpo calloso 4 5 -1 Alta
Comisura dorsal del hipocampo 3 5 -2 Media
Subiculum 4 2 Media
Campo CA1y CA2 del Asta de Ammon 5 2 2 Baja
Campo CA3 del Asta de Ammon 5 2 3 Baja
Campo CA4 del Asta de Ammon 5 4 1 Alta
Giro dentado 4 2 2 Media
Coliculo Superior 5 3 2 Media
Mesencéfalo 5 3 2 Media
Talamo 5 4 1 Alta
lemnisco medial 5 4 1 Alta
Fasciculo retroflexo 5 4 1 Alta
cp Pedunculo cerebral 5 3 2 Media
N° de areas comparadas en el corte (individualmente o agrupadas) 25
N° de areas consideradas discordantes

Tabla 22. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -5,30 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -6,80 mm O INTERAURAL 2,20 mm
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Figura 83. Corte Coronal en Bregma -6,80 mm o interaural 2,20 mm
Abr. Area mNO | mDIA | Dif Concor.
RSA Corteza retrosplenial agranular 1 3 -2 Media
RSG Corteza retrosplenial granular 1 3 -2 Media
Oc2MM Corteza occipital, area 2 parte mediomedial 2 4 -2 Media
_ Corteza occipital, area 2 parte mediolateral 2 5 -3 Baja
Oc1M Corteza occipital, area 1 parte media 3 4 -1 Alta
Oc1B Corteza occipital, area 1 parte basal 2 4 -2 Media
Oc2L Corteza occipital, area 2 parte lateral 3 2 1 Alta
PrS Presubiculum 5 4 1 Alta
PrS Presubiculum 2 2 0 Muy alta
S Subiculum 5 4 1 Alta
S Subiculum 4 2 2 Media
CA1 Campo CA1 del Asta de Ammon 3 3 0 Muy alta
DG Giro dentado 5 3 2 Media
PaS Area parasubicular 1 2 -1 Alta
SC Coliculo superior 4 2 2 Media
CG Sustancia gris central periacueductal 2 3 -1 Alta
MB Mesencéfalo 4 3 1 Alta
mif Fasciculo longitudinal medial 2 4 -2 Media
ml Lemnisco medial 3 3 0 Muy alta
cp Pedunculo cerebral 3 5 -2 Media
Pn Nucleo protuberancial 1 1 0 Muy alta
Area TE2 de Seltzer 4 1 3 Baja
Area perirrinal 4 1 3 Baja
Ent Area entorinal 2 1 1 Alta

N° de areas comparadas en el corte (individualmente o agrupadas)

N° de areas consideradas discordantes

W

Tabla 23. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -6,80 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -8,80 mm O INTERAURAL 0,20 mm
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Figura 84. Corte Coronal en Bregma -8,80 mm o interaural 0,20 mm
Abr. Area mNO mDIA | Dif Concor.
RSA Corteza retrosplenial agranular 2 4 -2 Media
Oc1M Corteza occipital, area 1 parte media 1 3 -2 Media
Oc1B Corteza occipital, area 1 parte basal 1 3 -2 Media
Oc2L Corteza occipital, area 2 parte lateral 3 2 1 Alta
area perirrinal 5 1 4 Muy baja
Ent Area entorinal 5 4 1 Alta
Coliculo inferior 4 1 3 Baja
N° de areas descritas en el corte 7
N° de areas consideradas discordantes

Tabla 24. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -8,80 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -11,00 mm O INTERAURAL -2,00 mm
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Figura 85. Corte Coronal en Bregma -11,00 mm o interaural -2,00 mm
Abr. Area mNO mDIA Dif Concor.
Lob6 Lobulos 6 1 1 0 Muy alta
SIM Lobulo simple 2 3 -1 alta
Lob4,5 Lobulos 4,5 1 1 0 Muy alta
Lob2,3 Lobulos 2,3 3 4 -1 alta
Lob1 Lobulos1 4 2 2 Media
MY Bulbo raquideo 5 3 2 Media
N° de areas descritas en el corte 6
N° de areas consideradas discordantes
Tabla 25. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -11,00 mm
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CORTE CORONAL EN BREGMA -12,30 mm O INTERAURAL -3,30 mm
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Figura 86. Corte Coronal en Bregma -12,30 mm o interaural -3,30 mm
Abr. Area mNO mDIA Dif Concor.
Lob6 Lébulos 6 1 1 0 Muy alta
Lob7 Lébulos 7 3 1 2 Media
Lébulos 8 5 1 3 Muy Baja
Lébulos 9 5 1 3 Muy Baja
Lébulos 10 5 1 3 Muy Baja
Lébulo simple 5 1 4 Muy Baja
CRUS1 Lébulo ansiforme crus1 1 1 0 Muy alta
CRUS2 Lébulo ansiforme crus?2 2 2 0 Muy alta
arb Arbol de la vida 5 5 0 Muy alta
MY Bulbo raquideo 5 3 2 Media
N° de areas descritas en el corte 10
N° de areas consideradas discordantes

Tabla 26. Asignacion de concordancia en el corte coronal Bregma -12,30 mm
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A modo de resumen, podemos concluir que hemos comparado 163 areas de las cuales

en 25 hemos tipificado discordancias (15,3%).

Si analizamos discordancias en areas iguales en cortes diferentes continuos,

solamente observamos las siguientes:

Area entorinal entre los cortes -5,30 y -6,80

Lobulo simple entre los cortes -11,00 y -12,30

Especificamente se pueden valorar para una misma area, los resultados obtenidos en

laminas diferentes.

1) Telencéfalo

a)

b)

d)

f)

¢)]

h)

Corteza frontal, area forelimbica y area hinlimbica: Tanto los niveles de NO
como la expresion NOS son moderados y van aumentando hacia niveles altos

(fundamentalmente NO) al avanzar en sentido caudal.

Corteza agranular y corteza gustativa: Tienen una densidad de neuronas con
actividad NOS muy alta, sin embargo la concentracion de NO es moderada y la

concordancia entre ambos es media.

Corteza occipital y corteza parietal: Tanto la densidad de neuronas con
actividad NOS como la concentracion de NO son moderadas-altas y

consecuentemente también la concordancia entre ambas.

Corteza perirrinal: Tiene una densidad de neuronas con actividad NOS muy
alta, sin embargo la concentracion de NO es baja y la concordancia entre

ambos es muy baja.

Corteza parietal: Hay bajo nivel de NO y una moderada expresién de NOS. La

concordancia es baja.

Corteza prepiriforme, Nucleo endopiriforme: Hay bajo nivel de NO y expresion
de NOS en la corteza prepiriforme y el nacleo endopiriforme excepto a nivel de
la localizacion bregma — 3,14 mm donde la concentracién de NO vy la actividad

NOS es alta y consecuentemente la concordancia es muy alta.

Bulbo y nucleos olfatorios: Los niveles de NO son bajos, sin embargo, la
expresion de NOS es moderada/alta excepto en el tracto olfatorio lateral que es

baja.

Taenia tecta: Tiene una densidad alta de neuronas con actividad NOS. La

concentracion de NO es media y la concordancia entre ambos es media.
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i) Nucleo acumben: Presenta una densidad media de neuronas con actividad
NOS en un denso plexo varicoso. La concentracién de NO es baja y la

concordancia entre ambos es media.

j) Estriado: Tanto la densidad de neuronas con actividad NOS distribuidas en un
plexo intersticial varicoso, como la concentracién de NO son media/baja y hay

concordancia entre ambos.

k) Hipocampo: Tiene una distribucion de densidad de neuronas con actividad NOS
media/baja igual que la concentracion de NO y la concordancia entre ambos es
consecuentemente media/alta. En el Giro dentado hay una moderada presencia
de neuronas NOS y una baja concentracion de NO al igual que en el Subiculum.

En el area del Asta de Ammon, ambas (NO y NOS) son bajas.

I) Amigdala: Tiene una densidad muy alta de neuronas con actividad NOS, sin
embargo la concentracién de NO es baja y la concordancia entre ambos es baja

2) Mesencéfalo: Tanto los niveles de NO como la expresion NOS son moderadamente
bajos excepto en el Nucleo protuberancial que tiene ambos (NO y NOS) en niveles

muy altos.
3) Diencéfalo

a) Hipotalamo: Tiene una densidad de neuronas con actividad NOS muy alta, sin
embargo la concentracion de NO es moderada a baja y la concordancia entre

ambos es muy baja

b) Talamo: Tanto la densidad de neuronas con actividad NOS y la concentracién

de NO es media baja y consecuentemente tienen una alta concordancia.
4) Cerebelo:

El cerebelo tiene los niveles mas altos de NO sintasa y de NO del cerebro, concentrado
esencialmente en la sustancia gris de la corteza de los I6bulos. En el area del arbol del

la vida, la materia blanca del cerebelo, los niveles de NO y de NOS son bajos.

Por razones de accesibilidad, no hemos podido abordar el bulbo aunque en los tramos

medidos las concentraciones tanto de NO como la expresion de NOS son bajas.
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IV 7 UTILIZACION EN APLICACIONES CLIiNICAS

Se han estudiado muestras de 66 pacientes obtenidas en la sala de extraccién del
Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Ntra. Sra. de Candelaria
mediante una seleccidon aleatoria entre los pacientes ambulatorios dado que no
presentan una patologia complicada. Previamente, se han descartado aquellos con

patologias metabdlicas reconocidas segun el diagndstico.

La muestra la constituyen 66 adultos distribuidos en 36 mujeres y 30 hombres con
edades entre 20 y 73 afios. Hemos utilizado sangre total por puncion venosa reciente y

se ha analizado de manera inmediata. Los datos obtenidos se muestran en la tabla 27.

Rango de edad Total de Total NO (nA) Total NO (nA)
~ L NO (nA) ) .

(afos) individuos mujeres mujeres hombres hombres
20-30 14 1,110 7 1,179 7 1,040
30-40 10 1,295 7 1,339 3 1,193
40-50 17 1,696 8 1,660 9 1,727
50-60 11 1,444 6 1,524 5 1,349
>a 60 14 1,232 8 1,203 6 1,271
Total 66 1,370 36 1,380 30 1,359

Tabla 27. Valores de NO venosa (nA) frente a edad de pacientes adultos

Valores medios de NO (nA) en sangre periférica

2.0
1.5
< 1.0-
0.5+
0.0-
Mujeres Hombres
Sexo
t test

P value = 0,7973
P no significativa

Figura 87. Relacién entre sexo y NO

No se han encontrado diferencias significativas en razén del sexo para los datos
medios totales (figura 87). Si se han observado diferencias segun edad (figura 88), con
un pico maximo en torno a los 45 afios tanto para hombres como para mujeres y

describiendo una distribucién que asemeja una gausiana.
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Distribucion de concentracion de NO (nA) segun edad
24
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Figura 88. Relacion entre edad y NO (nA)

Los datos obtenidos se diferencian de los descritos en la bibliografia por métodos
directos: 225 nmol/L. por DPV [Rievaj et al.,, 2004], 253£82 nmol/L por medicion de
reaccion con oxihemoglobina tras microdialisis [Martin et al., 2007], posiblemente tanto

por la metodologia y tiempo de analisis como por la muestra empleada.

Para valorar el efecto de los componentes de la sangre, se realizé un hemograma a los
pacientes, no encontrando correlacion (siempre R? inferior a 0,1) con los hematies,

leucocitos, hematocrito o hemoglobina.

Critica y limitaciones del método: El método ha demostrado ser apropiado para analisis

de NO en muestras bioldgicas de sangre venosa. La utilizacion de sangre total frente a
plasma o muestras dializadas, minimiza el retraso de tiempo para el analisis y por tanto
el efecto de degradacion del NO. Sin embargo, habria que establecer un riguroso

protocolo temporal para la realizacién de las medidas.

Especialmente prometedor seria la aplicacion del método para la determinacién in vivo
de NO ya que excluiria algunas fuentes de errores, como el tiempo retraso entre el
analisis de muestras y su efecto en la cinética de degradacion, cambios en la
temperatura de la muestra de sangre o la inclusién de oxigeno del aire en la muestra

analizada por el sellado no seguro de vial.
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Se ha disefiado y fabricado un microelectrodo de carbono con diferentes tratamientos y
electrodeposicion de porfirina niquel capaz de cuantificar NO adecuadamente y sin
interferencias en el sistema nervioso central de ratas. Cuantifica ademas DA y 5-HT
simultaneamente. Este electrodo es sensible y estable y permite ser calibrado y

comparado en varios animales de experimentacion.

Se han probado varios tratamientos electroquimicos previos asi como diferentes
formas de depositar las porfirinas y el Nafion® obteniéndose un método de fabricacion

reproducible.
Como resultado final, el electrodo éptimo es el siguiente:
e Fibra de carbono de 12 pm.

e Pretatamiento previo al estudio con un tratamiento electroquimico que mejora

las prestaciones de la fibra de carbono.

e Depésito de porfirina niquel mediante un método de electrodeposicion

electroquimica.
e Cobertura de nafion al 5% y secado a temperatura ambiente.

e Seleccion de aquellos que tienen respuesta en el tratamiento previo superior a

7,5 nA en una solucién de PBS.

El electrodo desarrollado requiere una estabilizacion de 10 minutos previos a su uso

para obtener una sefial estable.
2

Se ha desarrollado y puesto a punto un calibrador estable de NO en medio anaerobio
que puede ser preparado en cualquier laboratorio sin grandes problemas de

fabricacion.
3

El estudio de diferentes moléculas, que creemos pueden encontrarse en el espacio
extracelular, indica que éstas no tienen un potencial de oxidacién proximo al potencial
de oxidacion de NO. Ademas las que lo tienen préximo, no estan presentes a la
concentracion de deteccién del método en el espacio extracelular. Todo lo cual
garantiza, en cierta medida, que no hay interferencia en la medida de NO por otros

posibles interferentes bioldgicos.
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4

Las conclusiones anteriores junto con las pruebas farmacologicas siguientes
demuestran, sin lugar a grandes dudas, que las moléculas que cuantificamos son NO,

DAy 5-HT, dado que se comportan como tal. Asi pues:

4.1.- La administracién de L-arginina local en estriado de rata produjo una
reduccion de los niveles de NO probablemente debido a una disminucion de la
actividad NOS producida por la actividad de dimetil arginina asimétrica (ADMA).
El incremento de 5-HT (250%) tras la administracion exégena de L-arginina
local en estriado de rata se debe probablemente a un fenémeno de regulacién
inversa concentracion dependiente entre 5HT y NO. La administracion exdgena
de L-arginina local en estriado de rata generé un efecto bifasico sobre la
liberaciéon de DA (disminucién inicial e incremento posterior). Este efecto ha sido
documentado por otros autores y posiblemente se debe a interaccion entre el

sistema serotoninérgico y dopaminérgico.

4.2.- La administracion exogena de SNP a concentracién de 10 nmoles/0,5 pl
de PBS produjo un incremento en los niveles de NO en el espacio extracelular
del estriado de rata. Los niveles de DA y 5HT se redujeron un 80% a los 2
minutos de la inyeccion. Estos resultados coinciden con estudios realizados en
sinaptosomas de estriado de rata, realizados por otros autores, donde se

observo una disminucion del transporte de ambos neurotransmisores.

4 .3.- La administracion en estriado de otro donante de NO, el SNAP, a dosis de
2,5 nmoles en 0,5 pyl de PBS en estriado incrementd los niveles de NO y DA y
redujo los de serotonina. Estos resultados son coherentes con los publicados
por otros autores. El efecto bifasico de la DA con un gran incremento inicial y
una drastica reduccion a los 6 minutos esta ligado a la concentracion de SNAP

en el intersticio tras la administracion.

4.4.- Los efectos del Glutamico y de NMDA son similares, incrementando ambos
los niveles de DA, 5HT y NO durante 4 minutos y son consistentes con estudios

de otros autores.

4.5.- La administracion de 20 ug en 0,5 pyl de PBS de Anfetamina (un potente
liberador de DA) incrementd los niveles de DA y 5HT pero redujo los niveles de

NO lo que podria justificar el efecto vasoconstrictor publicado por nuestro grupo.

4 .8.- La administracion de inhibidores de la NOS tiene diferentes efectos:
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4.8.1.- Los efectos de los inhibidores inespecificos de la NOS como el L-
NAME muestran que el sensor desarrollado detecta selectivamente NO
observandose un incremento de 5HT y reduccion de DA. Resultados

concordantes con los descritos en la literatura por otros autores.

4.8.2.- El efecto de los inhibidores especificos es claro: Sobre iINOS (L-
NIL) es pequeio (del orden de 10%) de reduccion. Sobre la eNOS (L-
NIO) es mas importante del orden del 25 %. Sobre la nNOS (7-NINA) es
del 50% y mas prolongado.

5

Se ha confeccionado un atlas 3D del sistema nervioso de rata con las concentraciones
de NO basales. Este resultado es el primero descrito segun nuestros datos. Los

resultados son reproducibles inter-ratas en un 83% y con una significacion del 1/10.000
6

Se compararon los datos de NO obtenidos por medida directa en el espacio
extracelular y los obtenidos con tincion de diaforasa, observandose que aunque hay
una alta correlacién en general hay areas o regiones que muestran discordancias. Esto
indica que la NOS no es necesariamente una medida fiable dado que puede existir
NOS pero no estar en forma funcionalmente activa en la rata anestesiada y

presumiblemente en la rata despierta.
7

La aplicaciéon del microelectrodo y la técnica de medida de NO desarrollada para la
clinica humana (concretamente en medidas de sangre) son robustas y permite ser

utilizada de forma rutinaria tanto en sujetos sanos como en determinadas patologias.

No se han encontrado diferencias en NO sanguinea entre sexos y se muestra una

distribucion gaussiana en torno a los 45 afnos.
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6,52 1,449(1,463|1,476|1,488|1,498(1,508|1,486|1,443|1,400{1,335[1,242|1,174|1,209(1,243(1,278(1,317|1,369(1,367(1,351|1,345|1,349| 1,353 1,368/ 1,401 1,438 1,495|1,552( 1,609
6,39 1,430(1,443|1,457|1,470|1,482(1,491|1,470|1,427|1,384|1,341(1,260|1,192|1,227|1,261(1,296 (1,331 1,373[1,370(1,371/1,375|1,380| 1,384 1,399/ 1,431 1,463|1,501|1,558(1,615
6,26 1,410(1,424|1,437|1,451|1,464(1,475|1,453|1,410{1,368|1,325(1,278|1,210|1,245[1,279(1,314 (1,349 1,388(1,398(1,402|1,406|1,410|1,415(1,430/1,462)| 1,494|1,526|1,565[ 1,622
6,14 1,391(1,404|1,418|1,431|1,445(1,458|1,437|1,394|1,351|1,308(1,265| 1,228|1,264[1,305(1,345(1,386| 1,426(1,434[1,433|1,437|1,441]1,445|1,461/1,493)|1,525|1,557|1,589(1,628
6,01 1,40411,41811,431(1,445|1,458/1,470|1,445(1,402|1,359|1,316(1,273|1,252(1,302|1,343|1,383(1,424|1,464(1,472|1,471]1,470(1,472]|1,476{1,492| 1,524 (1,556 1,588|1,632( 1,684
5,88 1,432|1,445(1,459(1,472)|1,484(1,490|1,464[1,420(1,377]1,334(1,291|1,270{1,334|1,381|1,421(1,462|1,503(1,510|1,509|1,508 (1,507 1,507 | 1,522] 1,554 |1,605|1,657|1,709(1,761
5,76 1,459|1,47211,486(1,497)|1,504/1,510|1,485(1,438|1,395|1,352(1,309|1,288(1,352|1,416|1,459(1,500|1,541(1,548|1,547|1,546(1,545|1,544[1,577|1,629(1,681|1,734|1,786(1,838
5,63 1,486)1,500(1,511(1,518)1,524|1,530|1,505(1,459(1,413|1,370{1,327|1,305(1,370|1,434|1,498(1,538|1,579(1,586| 1,585|1,584 (1,576 1,547(1,582|1,706(1,758|1,810|1,863[1,915
5,50 1,513]1,525(1,532(1,538|1,544(1,550|1,525(1,4791,432|1,388(1,345| 1,323(1,388|1,452|1,516(1,576|1,617(1,624|1,623|1,605[1,576|1,547|1,582|1,713[1,835| 1,887 1,939(1,992
5,38 1,529)1,545|1,552(1,558|1,564(1,570|1,545(1,4991,453|1,406(1,363|1,341(1,405|1,470|1,534(1,598|1,655[1,662|1,634|1,605(1,576|1,547(1,582|1,713(1,844|1,964|2,016(2,068
5,25 1,491)1,523|1,554(1,578|1,584(1,590|1,565(1,519(1,473|1,427(1,380| 1,359(1,423|1,488|1,552(1,615| 1,666(1,663|1,634|1,605(1,576|1,547(1,582|1,713[1,844|1,975|2,093|2,145
5,12 1,453|1,48411,516(1,548|1,580(1,610|1,585[1,539|1,493|1,447(1,401|1,377(1,434|1,486|1,537(1,589|1,640(1,643|1,632|1,605(1,576|1,547|1,582|1,713[1,844|1,975|2,106 (2,222
5,00 1,414)1,446|1,478(1,510|1,541(1,572|1,548(1,501|1,455|1,409(1,363|1,342(1,408|1,460|1,511(1,563|1,614[1,617|1,607|1,597|1,576|1,547(1,582|1,713[1,844|1,975|2,130
4,87 1,376)1,408|1,440(1,471]1,502(1,532| 1,507 (1,450 1,404|1,358(1,312|1,291(1,372|1,434|1,486(1,537|1,589(1,591|1,581|1,571/1,561|1,547(1,582|1,716(1,876|2,035|2,194
4,74 1,338)1,370(1,402(1,433|1,462(1,492|1,466(1,404|1,353|1,307(1,261|1,240(1,321)|1,402|1,460(1,511]1,563|1,565| 1,555|1,545|1,535|1,525[1,622|1,781(1,940| 2,099
4,62 1,300)1,332|1,363(1,392|1,422|1,452|1,426(1,364|1,302|1,255(1,209|1,189(1,270|1,351|1,432(1,485|1,537(1,539|1,529(1,519/1,533|1,589(1,686| 1,845(2,004
4,49 1,262)1,293|1,323(1,352|1,382(1,412|1,386| 1,324 [1,261)1,204[1,158|1,137(1,219/1,300| 1,381(1,460/1,511(1,513|1,503|1,541(1,597|1,653|1,750| 1,909|2,068
4,37 1,265)1,253|1,282(1,312)|1,342(1,371|1,346|1,284(1,221)1,159(1,107|1,086(1,167|1,249|1,330(1,411|1,485[1,494|1,550|1,605(1,661|1,717|1,814)| 1,973
4,24 1,379)1,341(1,303(1,272)1,302(1,331|1,306|1,243[1,181)1,119(1,056| 1,035(1,116|1,197|1,279(1,363|1,450(1,558 | 1,614|1,670(1,725|1,781|1,878)| 2,037
4,11 1,493)|1,455(1,417(1,379|1,341(1,303|1,266|1,203(1,141)1,078{1,016|0,984 (1,070 1,158|1,245[1,333|1,420(1,537|1,662|1,734(1,789|1,845|1,942
3,99 1,606)1,5681,530(1,493|1,455(1,406|1,275|1,210(1,148|1,086(1,023|0,981(1,040/1,128|1,215(1,303|1,390(1,507|1,632|1,757 (1,854 1,909|2,006
3,86 1,720)1,682|1,644(1,604)|1,553(1,502)1,371]1,223(1,160| 1,098(1,036|0,993(1,031|1,097|1,185(1,272|1,360(1,477|1,602|1,727(1,851]| 1,973
3,73 1,833)1,796|1,750(1,699|1,648(1,597|1,466|1,282(1,173|1,111{1,048| 1,006(1,044|1,081|1,155[1,242|1,330(1,447|1,572|1,697 (1,821
3,61 1,947)1,897(1,846(1,795|1,744(1,693|1,562(1,378(1,193|1,123[1,061|1,018(1,056|1,094|1,131{1,212|1,300(1,417|1,542| 1,666
3,48 1,942(1,891)1,840(1,789)|1,658|1,473(1,289|1,135|1,073|1,031[1,068|1,106|1,144[1,182|1,269(1,387|1,511
3,35 1,986(1,935|1,884(1,753)|1,569|1,385(1,200)1,085[1,043|1,081{1,118(1,156)1,194|1,239
3,23 1,980(1,849|1,665|1,480(1,296|1,112(1,055)|1,093|1,131(1,168
3,10 1,945(1,760|1,576]1,392[1,208

174




Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Bregma 1,00 mm

mm LATERAL

VERTICAL| 0,00 0,19 0,38 0,57 0,76 0,95 1,14 1,33 1,52 1,71 1,90 2,09 2,28 2,47 2,66 2,85 3,04 3,23 342 3,61 3,80 3,99 4,18 4,37 4,56 4,75 4,94 513 532 5,51
9,90
9,72 0,967]0,973]0,987|1,002|0,986
9,53 0,954(0,953|0,958)0,973]|0,987|1,002|1,017|1,041]1,002|0,980
9,35 0,984(0,945(0,943[0,937]0,943|0,957|0,987(1,002{1,017(1,091{1,151{1,111]1,070[1,014
9,17 1,132)0,984(0,945|0,943]|0,937)0,894|0,902|0,933|0,982|1,017|1,091|1,175|1,220(1,117|1,014|1,072|1,059
8,98 1,333]1,279(1,132(0,984|0,945|0,943/0,937(0,894/0,852|0,877(0,943(1,033|1,091|1,175|1,220(1,117|1,014|1,072|1,165[1,111
8,80 [1,333[1,333]1,333|1,279|1,132|0,994[0,993[0,992|0,982|0,924|0,881|0,898(0,985[1,075|1,131{1,180|1,220|1,117[1,000{1,065|1,247|1,179|1,163
8,61 (1,333|1,333]|1,333]1,283|1,151(1,018|1,031|1,079|1,070{0,991/0,934|0,951{1,034(1,118[1,175|1,228|1,232|1,082|0,964|1,028|1,226|1,422|1,194(1,214|1,290
8,43 [1,369(1,369|1,369(1,318|1,180|1,043[1,055|1,119(1,157|1,079|1,000|1,001{1,032|1,063|1,205|1,288|1,293|1,115|0,937]0,995|1,207|1,420|1,357|1,209|1,266| 1,341
8,25 (1,407[1,407|1,407|1,356(1,217(1,071|1,051|1,113|1,167(1,122(1,043|0,985|0,959(0,991(1,133|1,296|1,353|1,170/0,983|1,013|1,207|1,420(1,357(1,279|1,236{1,318(1,393
8,06 (1,438/1,438|1,438|1,387|1,242|1,095|1,076|1,101|1,154[1,124[1,077|1,019|0,985[0,959(1,039|1,190|1,292|1,209|1,022|1,053|1,241(1,406|1,360(1,285|1,230(1,264(1,357(1,445|1,520
7,88 [1,442(1,442|1,442]|1,391|1,253|1,115|1,096|1,122|1,145[1,115[1,084[1,075|1,070{1,065[1,028|1,060|1,162|1,081(0,999|1,047|1,183|1,319(1,309(1,291|1,236|1,226{1,292(1,385[1,479|1,572
7,70  [1,445(1,445|1,445|1,394(1,264(1,141|1,097|1,109(1,133|1,134[1,103|1,110[1,159(1,171{1,133|1,090|1,066|1,112(1,157|1,160|1,130|1,231|1,222(1,236|1,250|1,233|1,227(1,320(1,414 (1,579
7,51 [1,571[1,571|1,571]|1,491|1,292|1,169|1,125|1,109(1,120(1,122(1,123|1,130[1,178[1,204[1,109|1,024|1,002|1,216(1,336|1,338|1,298|1,166|1,231(1,260|1,274|1,257|1,256(1,392[1,5821,772
7,33 [1,832[1,832|1,832|1,751|1,532|1,260|1,150|1,134(1,117(1,109(1,112(1,119|1,142(1,168(1,060/0,930|0,908|1,123(1,340|1,360|1,229|1,097|1,172(1,259|1,301|1,320{1,340(1,476(1,666|1,820
7,14 (2,093|2,093|2,093]|2,012|1,652(1,288|1,175|1,155|1,138[1,103[1,097|1,104|1,116{1,131(1,024|0,908|0,847|1,039|1,258|1,279|1,154|1,027|1,116{1,239|1,338|1,384(1,424[1,543|1,672|1,801
6,96 [2,159(2,159|2,159|2,029|1,675|1,316|1,203|1,180(1,158|1,124(1,090(1,090(1,113[1,143[1,094/0,989|0,929|1,047(1,177|1,197|1,101|1,012|1,132(1,257|1,356|1,403|1,486(1,540(1,654 1,783
6,78 [2,162(2,162|2,162|2,032|1,678|1,313|1,210|1,187|1,164[1,139(1,105[1,105|1,140{1,170{1,121/1,058/1,010|1,111(1,138|1,150|1,107|1,019(1,138(1,268|1,395|1,482|1,570(1,624[1,662|1,764
6,59 [2,161(2,161|2,161]|2,029|1,660|1,292|1,190|1,183|1,160(1,143[1,117(1,117|1,156{1,195[1,153|1,094|1,029|0,972(0,999|1,011|1,013|1,017|1,172(1,330|1,467|1,560(1,652[1,707[1,745|1,784
6,41 (2,011(2,011|2,011]1,895|1,580|1,264|1,170|1,164|1,156(1,139(1,121[1,128|1,163[1,198(1,186(1,142|1,077]0,988(0,898|0,903|0,973|1,044|1,224(1,403|1,540|1,627|1,703[1,757(1,801|1,844
6,23 [1,862[1,862|1,862|1,746|1,458|1,250(1,167[1,155[1,150(1,147|1,130(1,136[1,166(1,201|1,189(1,168|1,126|1,023]0,919|0,921{1,001{1,071]|1,251|1,441|1,599|1,674|1,751|1,805|1,809|1,778
6,04 [1,796[1,796(1,796(1,705|1,482|1,275[1,191[1,151[1,141|1,143|1,140(1,145[1,176(1,200{1,195(1,175|1,137|1,035[0,931|0,933|1,013|1,071]1,296|1,492|1,650(1,725(1,793|1,761]|1,730| 1,698
5,86 [1,914[1,914[1,914(1,823|1,577|1,325[1,214[1,175[1,136(1,133|1,134|1,143[1,163[1,182|1,187|1,184|1,147|1,044(0,946|0,909|0,957|1,004|1,262|1,531|1,701|1,748|1,786|1,733|1,650| 1,619
5,68 [2,032[2,032|2,032|1,941|1,657|1,356(1,240(1,196(1,157|1,121|1,120(1,129[1,146(1,164|1,169(1,172|1,174|1,106(1,039|0,980|0,929|0,938|1,195|1,498|1,715|1,744(1,780|1,726|1,630|1,539
5,49 [2,103[2,103|2,103|1,991|1,688|1,387(1,271[1,221[1,177|1,142|1,107|1,114[1,135[1,169|1,172|1,180|1,183|1,168[1,132|1,074(1,012]|0,935|1,212|1,516(1,734(1,762|1,779|1,716|1,621]|1,526
5,31 [2,141[2,141]2,141]2,030(1,726(1,413[1,297(1,247(1,194(1,143|1,108|1,118[1,160(1,193|1,194(1,190|1,192|1,177[1,164(1,118]1,043]|0,965|1,242|1,539|1,747|1,756|1,766|1,704|1,608| 1,494
5,12 [2,180(2,180(2,180(2,065|1,743|1,421[1,309(1,268(1,215|1,138|1,088|1,098(1,158(1,217|1,218|1,214|1,207|1,193[1,181[1,135|1,066(0,995|1,265|1,551|1,747|1,750(1,753|1,679|1,558| 1,438
4,94 |2,022]2,022|2,022|1,933|1,692(1,429|1,317|1,280|1,236|1,159|1,082(1,079|1,134|1,188|1,232(1,237(1,230(1,214|1,198|1,153|1,100(1,048(1,283[1,554|1,750(1,751(1,735[1,630(1,503|1,382
4,76  |1,834|1,834|1,834|1,746|1,504|1,429|1,326|1,288|1,253|1,216|1,139(1,095|1,100|1,155|1,199|1,241(1,253[1,240|1,230(1,202(1,158(1,105[1,341[1,593|1,741|1,723[1,707(1,602[1,457|1,326
4,57 |1,669|1,669|1,669|1,659|1,585/1,511]|1,408|1,296|1,262|1,246(1,207(1,162|1,154|1,138|1,183|1,237(1,279(1,277|1,267|1,240(1,199(1,174[1,359(1,581|1,726|1,704(1,683[1,574[1,429|1,284
4,39 |1,638|1,638|1,638|1,628|1,602(1,575|1,492|1,378|1,271|1,256|1,240(1,205|1,155|1,105/1,181|1,259(1,301(1,300|1,300|1,314|1,326(1,337(1,443[1,566|1,711|1,685(1,655[1,546|1,401|1,256
4,21 |1,607|1,607|1,607|1,597|1,602(1,649|1,591|1,483|1,371|1,285/1,269(1,219|1,130|1,072|1,147|1,247(1,326(1,343|1,361|1,410(1,482(1,501(1,607(1,681|1,697|1,657(1,627(1,518[1,357|1,189
4,02 |1,571]|1,571]|1,571]|1,608|1,689|1,736|1,678|1,582|1,475|1,382|1,298|1,248|1,159|1,088|1,215|1,349|1,450|1,425|1,428|1,477|1,548|1,655|1,637(1,681|1,697|1,656|1,613|1,458(1,290(1,121
3,84 [1,530[1,530(1,530(1,566|1,666|1,768[1,759(1,664|1,557|1,440(1,347|1,299(1,235[1,167|1,309|1,485|1,586|1,561(1,507|1,594(1,701(1,809|1,765|1,713|1,697|1,652|1,606|1,440|1,222|1,054
3,66 [1,488[1,488(1,488|1,525(1,632|1,740[1,774[1,735[1,628|1,426(1,313|1,265[1,266|1,245|1,388|1,558|1,660|1,560(1,458|1,551(1,784(1,963|1,902|1,774(1,675|1,639(1,599|1,433|1,211]|0,989
3,47 [1,502[1,502|1,502|1,532|1,613|1,713[1,746(1,753|1,699(1,497|1,296|1,231(1,231|1,229(1,345|1,498|1,599|1,505[1,410(1,502|1,731|1,956|1,868|1,744(1,645|1,609|1,533|1,365|1,158|0,951
3,29 [1,540[1,540(1,540(1,570(1,651|1,703[1,725[1,732|1,727|1,572|1,370(1,228(1,189(1,187|1,303|1,441|1,539|1,449(1,420(1,480(1,664(1,890|1,802|1,696|1,594|1,509(1,424|1,255|1,048|0,847
3,10 [1,579[1,579|1,579(1,595|1,635|1,675[1,699(1,715|1,710(1,605|1,448|1,306(1,230(1,153|1,314|1,524|1,657|1,545[1,517|1,576(1,701|1,825|1,754|1,670[1,573|1,449|1,324|1,149]|0,948
2,92 [1,552[1,552|1,552|1,567|1,607|1,648[1,671[1,689|1,693|1,589|1,484|1,388(1,338|1,287|1,574|1,832|1,965|1,805(1,645|1,657|1,729|1,801|1,733|1,655|1,558|1,420(1,242|1,049|0,877
2,74 [1,524[1,524|1,524(1,539(1,587|1,670[1,651[1,660(1,673|1,619|1,515|1,466(1,477|1,426(1,713|2,064|2,273|2,044(1,789(1,684|1,698|1,770|1,703|1,638|1,546(1,319|1,142]|0,958
2,55 [1,489(1,489|1,489(1,535|1,628|1,712[1,693[1,638|1,643|1,607|1,551|1,502|1,515[1,521(1,791|2,113|2,323]|2,119|1,868|1,763|1,767|1,776|1,777|1,768|1,676(1,403|1,120/0,918
2,37 [1,430[1,430(1,430(1,476(1,601|1,726(1,719(1,664|1,617|1,583|1,546|1,524(1,521|1,518(1,789(2,111|2,321]|2,116(1,912|1,850|1,863|1,876|1,886|1,896|1,806|1,458|1,080/|0,878
2,19 [1,370[1,370{1,370(1,417|1,546|1,677[1,670(1,614|1,567|1,587|1,551|1,528|1,520(1,515(1,786(2,108|2,334|2,168|2,001|1,942|1,961|1,976|1,986|1,938|1,780|1,416|1,040
2,00 [1,350(1,350|1,350(1,389|1,497|1,629(1,621|1,565|1,517|1,537|1,556|1,533|1,517|1,451|1,789|2,112|2,344|2,231|2,092|2,033|2,048|2,052|1,926|1,865|1,708|1,343
1,82 |1,364|1,364/1,364[1,403[1,509(1,626|1,578|1,521(1,489(1,559(1,579(1,485|1,381|1,315[1,676|2,116|2,349(2,236|2,150(2,103|2,102(2,106(1,974(1,834
1,63 |1,378|1,378[1,378[1,419[1,550(1,682|1,604|1,483|1,451(1,627(1,693[1,599(1,378[1,179[1,540(2,005|2,375|2,330(2,259|2,212|2,182|2,161
1,45 |1,747|1,747[1,671[1,616[1,659(1,737|1,659|1,506|1,414[1,590(1,766(1,712|1,453|1,183|1,532(1,999|2,369|2,369|2,368|2,321
1,27 2,054(1,942|1,887|1,930|1,958|1,985|1,832|1,682|1,682|1,859|1,781|1,450|1,180|1,529|1,994|2,363
1,08 2,150(2,178|2,205(2,239(2,261|2,111|1,991|2,001|1,924(1,564|1,302
0,90
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -1,30 mm

mm LATERAL

VERTICAL| 0,00 0,22 0,43 0,65 0,87 1,08 1,30 1,52 1,73 1,95 2,17 2,38 2,60 2,82 3,03 3,25 3,47 3,68 3,90 4,12 4,33 4,55 4,77 4,98 520 542 5,63 585 6,07 6,28 6,50
9,60 0,520(0,477|0,414]0,398|0,434|0,471|0,508|0,545|0,581|0,618|0,655|0,692|0,728|0,765|0,954|0,940|0,887|0,816|0,746|0,741/0,678|0,689
9,41 0,520|0,520]0,477|0,414|0,391|0,409]0,425|0,441|0,457|0,473]0,490/0,506|0,522]0,561|0,758|0,954/|0,940|0,887|0,821|0,855|0,850|0,717|0,689
9,21  (0,520]0,520(0,520|0,477|0,414|0,391|0,420]0,435/0,451|0,467|0,484|0,500]0,516|0,503|0,561|0,758|0,954|0,947(0,907|0,925|0,963|0,958|0,826|0,693|0,7 18|
9,02  [0,520]0,520(0,520|0,477|0,414/0,391|0,429)0,446|0,461|0,478|0,494|0,510]0,484/0,503|0,561|0,717|0,871|0,975/0,963|0,981|1,049|1,065|0,887|0,709|0,703|
8,82 [0,520]0,520(0,520|0,477|0,414/0,391|0,429)0,458|0,473|0,488|0,501|0,473)0,467|0,493|0,531|0,633|0,776|0,879/0,973|1,030|1,0731,066|0,893|0,716|0,703|0,763
8,62 [0,539]0,539|0,539|0,493|0,426|0,391|0,429)|0,466|0,480|0,494|0,483|0,464|0,460/0,476|0,513)0,616/0,719|0,828|0,940|1,020|1,0731,066|0,893|0,737|0,707|0,743
8,43 [0,561]|0,561|0,561|0,514|0,469|0,437|0,429)|0,466|0,480|0,494|0,483|0,464|0,460/0,475|0,5000,599/0,701|0,811/0,922|1,003|1,058{1,074|0,939|0,789|0,720|0,723|0,807|
8,23  [0,580]0,580(0,580|0,554|0,517|0,484|0,470]0,466|0,480|0,494|0,483|0,474|0,460/0,470|0,495|0,589|0,684(0,794/0,911|0,981|1,032(1,048|0,949|0,840(0,772|0,718|0,787|
8,04 [0,593]0,593|0,593|0,567|0,552|0,544|0,5100,498|0,509|0,523|0,525|0,517|0,503|0,484(0,491|0,600/0,715|0,806(0,920|0,989|1,017|1,022|0,94 1|0,866/0,808|0,752(0,767|0,851
7,84 |0,606|0,606(0,606|0,610/0,639|0,631|0,564|0,537|0,546|0,558|0,560|0,5580,546|0,516|0,510]0,642|0,759|0,849|0,936|0,995|0,980/0,969|0,968]0,892/0,832|0,752|0,760|0,831|0,916
7,64 [0,601|0,601/0,601]|0,636|0,686|0,704|0,637|0,574/0,579|0,589|0,598|0,598)0,576|0,533|0,527|0,660/0,779|0,897|0,985|0,968)|0,894/0,883|0,882|0,903|0,832|0,752|0,760|0,822]|0,896
7,45 [0,593]0,593|0,593|0,627|0,700|0,728|0,676|0,613|0,599|0,606|0,626|0,642|0,620/0,572|0,536/|0,630/0,736|0,898(1,037|1,020/0,914/0,826|0,865|0,903(0,832|0,791|0,798|0,822]|0,884|0,960)
7,25 [0,611]0,611/0,611]|0,652|0,721|0,750|0,702|0,652|0,638|0,624|0,643|0,672|0,655/0,600|0,562|0,621|0,692|0,855[1,026|1,041|0,906/0,813|0,859]|0,903/0,881|0,879|0,887|0,900]|0,913|0,947|
7,06 [0,715|0,715(0,715|0,756|0,804/0,809|0,774|0,726|0,689|0,675(0,703|0,737|0,718|0,636|0,588)0,638/0,678|0,803|0,974|0,994/|0,885/0,800|0,850]0,903|0,924|0,942(0,962|0,975/|0,988|1,001|1,017|
6,86 [0,819]0,819(0,819|0,843|0,851/0,857|0,857|0,817|0,764(0,731|0,760|0,801|0,783|0,700|0,627|0,620/0,661|0,785(0,925|0,942|0,828|0,762|0,852|0,905/0,926|0,965(0,989|1,002|1,017|1,037|1,057|
6,67 [0,744|0,744(0,744|0,782|0,835/0,907|0,907|0,899|0,842|0,789|0,811|0,850]0,837|0,760|0,6880,677|0,655|0,755(0,888|0,882|0,763|0,697|0,794/0,912/0,953|0,992(1,016|1,036|1,056|1,076|1,097|
6,47 [0,588]0,588|0,588|0,626|0,811/0,961|0,967|0,960|0,860|0,807|0,842|0,893|0,881/0,809|0,732|0,677|0,625|0,713|0,836|0,830|0,706|0,668|0,827|0,986(1,026|1,058(1,069|1,076|1,096(1,116|1,136|
6,27  [0,453|0,453|0,453|0,625/0,863(1,013|1,022|1,020/0,920|0,824|0,859|0,920]0,921|0,845|0,767|0,672|0,595|0,682(0,798|0,794|0,690/0,659|0,873|1,061(1,104|1,140[1,152|1,148|1,145(1,156|1,176|
6,08 [0,449|0,449(0,449|0,622|0,875[1,039|1,042|1,049/0,983|0,882|0,842|0,894|0,905/0,870|0,801|0,701/0,585|0,712|0,841|0,826/|0,687|0,650|0,869|1,095[1,159|1,210{1,213|1,209|1,206(1,202(1,211
5,88  [0,444|0,444(0,444|0,625/0,910[1,074|1,045|1,049]1,020|0,947|0,902|0,873|0,879|0,846|0,802|0,688/0,572|0,706|0,885|0,869)|0,721/0,656|0,887|1,114[1,178|1,131[1,105|1,102|1,099|1,155|1,211
5,69 [0,485|0,485(0,485|0,677/0,953(1,104|1,075|1,047|1,018|0,989|0,936|0,880|0,848|0,829|0,784|0,671/0,558|0,683|0,853|0,871|0,730/0,665|0,898|1,132[1,084|1,024|0,998|1,044|1,099|1,155|1,211
5,49 [0,559|0,559(0,559|0,750|1,008|1,117|1,040|1,012|0,997|0,968|0,891|0,819]|0,787|0,785|0,769|0,661/0,554|0,646(0,801|0,819|0,704/0,678|0,925|1,171(1,104(1,023|1,008|1,044|1,100[1,155|1,211
5,29 [0,633]0,633|0,633|0,802|1,047|1,156|1,045|0,978|0,963|0,946(0,869|0,778|0,730|0,733|0,723|0,644(0,550|0,642(0,770|0,795/|0,726|0,729|0,967|1,211(1,162(1,116[1,101|1,106|1,110[1,156|1,211
5,10 [0,711]0,711/0,711]0,875|1,112[1,201|1,087|0,975/0,913|0,899|0,872|0,788)0,726/0,689|0,675|0,598/0,557|0,662|0,798|0,832|0,778|0,781|1,017|1,230[1,224(1,200(1,194(1,198|1,203(1,207|1,211
4,90 |0,789/0,789|0,789|0,954(1,198|1,288|1,130|1,018|0,884|0,834|0,819|0,801/0,739|0,691|0,634/0,637|0,596/|0,699|0,828)0,862|0,799|0,790|1,012[1,226|1,220|1,233|1,245|1,250(1,254(1,218|1,172
4,71 |0,822/0,797|0,797/0,990[1,268|1,374/|1,216[1,061|0,927|0,793|0,749)0,727|0,691|0,622|0,565|0,596|0,628|0,724|0,832|0,846(0,769|0,760|0,990(1,221|1,259|1,284(1,297|1,270[1,224(1,178|1,133
4,51 |0,806/0,748|0,728|0,921[1,233|1,408)1,278|1,115|0,916/|0,782|0,675|0,628/0,591|0,537|0,496|0,547|0,597|0,677|0,780|0,794(0,728|0,734/|1,001(1,269|1,313|1,314|1,264|1,231[1,185|1,139|1,094
4,31 |0,790/0,732|0,673|0,894(1,241|1,416|1,316[1,176|0,960|0,769|0,662|0,563|0,495|0,455|0,433|0,513|0,571|0,651|0,737|0,745|0,684|0,714/|1,043(1,323|1,321|1,174|1,124|1,134[1,145|1,100|1,055
4,12 |0,763|0,754/|0,696/0,916[1,259|1,420|1,319[1,216|1,028)0,812|0,603|0,487|0,413|0,386|0,364/0,443|0,537|0,699|0,811|0,782|0,645|0,675|1,004(1,355|1,214|1,034|0,983)0,994(1,004(1,015|1,016
3,92 (0,736|0,736(0,721|0,941|1,300(1,462|1,315|1,212[1,087|0,890(0,637|0,397|0,323|0,298|0,319)0,409/0,506|0,710(0,906|0,877|0,725/0,668|1,019|1,374[1,233|1,062(1,006|1,016|1,027|1,036| 1,045
3,73  (0,792|0,792(0,792|1,018)1,344(1,506|1,352|1,208|1,083|0,958(0,714|0,445|0,284(0,289|0,3100,393/0,476|0,686(0,937|0,937|0,759|0,703|1,047|1,392[1,266|1,102[1,045|1,055|1,064[1,073| 1,082
3,53 (0,987|0,987(0,987|1,213|1,442(1,518|1,467|1,310[1,135|1,010(0,774|0,505|0,344/0,308|0,302|0,398/0,498|0,774(1,033|1,032|0,815|0,738|0,986|1,222(1,140|1,035(1,083|1,092|1,101[1,110|1,119|
3,33 [1,182]1,182[1,182|1,276|1,333|1,409|1,515|1,436[1,239|1,071|0,835|0,566|0,403|0,350|0,322|0,428|0,528|0,8041,113|1,130/0,935/0,785|0,786/|1,011/0,963|1,089(1,137|1,136|1,138[1,147|1,156|
3,14  [1,092|1,092(1,092|1,138)1,205[1,282|1,387|1,486|1,335|1,139|0,856|0,568|0,402|0,372|0,344|0,449/0,560|0,820(1,122|1,207|1,078|0,928|0,929|0,906(1,018|1,142[1,190|1,190|1,190[1,190|1,193|
2,94 (0,940]0,940(0,940|0,987|1,047|1,121|1,218|1,317|1,341|1,169|0,867|0,547|0,381|0,357|0,371|0,488|0,603|0,844|1,122|1,207|1,106[1,046|1,002|0,966(1,078|1,157|1,171|1,171|1,171[1,187]
2,75 [0,804/0,804(0,804/0,835|0,887|0,960|1,056|1,148|1,172(1,196|0,898|0,557|0,384|0,383|0,401|0,525|0,647|0,887|1,142|1,269|1,222[1,168|1,091|1,026(1,081|1,119[1,134(1,143|1,181
2,55 [0,708]0,708(0,708|0,740/0,832|0,886|0,879|0,960/0,904(0,928(0,861|0,539|0,368|0,399|0,431|0,581|0,751|0,8831,134{1,271|1,310[1,289|1,231|1,184[1,169|1,1581,137|1,174|1,185
2,36 (0,613]0,613/0,613|0,717|0,958/1,012|0,768|0,778|0,672|0,629|0,562|0,467|0,351|0,454|0,576/|0,715|0,885(1,017(1,143|1,262|1,276[1,313|1,4191,372[1,353|1,203|1,168|1,183|
2,16  [0,673]0,673|0,673|0,841|1,082(1,144|0,900|0,664/0,555|0,450(0,412|0,404|0,482|0,636|0,758|0,896(1,023|1,073(1,154|1,195|1,202[1,239|1,366|1,512[1,384|1,234|1,182|1,169
1,96 |0,795/0,795/0,795/0,962|1,186/|1,253|1,056|0,8200,686(0,580|0,526/0,500|0,577|0,753|0,923|1,021|1,122|1,084|1,089(1,130|1,134|1,198[1,376|1,553|1,426(1,253|1,167
1,77  |0,896/0,896|0,896|1,062|1,282|1,348[1,171|0,976|0,842/0,710|0,656|0,626(0,692|0,891(1,071|1,141|1,222[1,183|1,116[1,102(1,147|1,224[1,412|1,594|1,441|1,238|
1,57 |0,896/0,896|0,896|1,062|1,304|1,487|1,360|1,196|1,131/0,997|0,933|0,934(0,977|1,070[1,218|1,266|1,269|1,247|1,173[1,152(1,177|1,250[1,426|1,586|1,416(1,219)
1,38  |0,896/0,896|0,896(1,067|1,326|1,509|1,571|1,435|1,435(1,357|1,291(1,246(1,285|1,291(1,247|1,262|1,264|1,248|1,228(1,208|1,209|1,235(1,389|1,548|1,379
1,18 |0,885/0,885|0,885(1,070|1,338|1,550(1,613|1,662|1,661(1,661|1,608[1,529|1,390|1,265(1,221|1,238|1,259|1,265|1,261(1,219|1,183|1,209|1,361
0,98 (0,868]0,868|0,868|1,053|1,311[1,595|1,825(1,875(1,782|1,782[1,777|1,732|1,594(1,387|1,210|1,272(1,333|1,336(1,330|1,2881,214
0,79 (0,848]0,848(0,848|1,024|1,276(1,560|1,896|2,087|1,987|1,903|1,898|1,892|1,735(1,425|1,182|1,312[1,407|1,409(1,402,
0,59  (0,790|0,795(0,810]0,989|1,242(1,609|1,964/|2,259|2,122|2,022(1,863|1,8081,656(1,388|1,151|1,251
0,40 0,775(0,958|1,237|1,604(2,113|2,411|2,224|2,095|1,915/|1,713|1,560)
0,20 1,600]2,108)2,563(2,376|2,189
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Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Bregma -3,14 mm

mm LATERAL

VERTICAL| 0,00 0,24 0,48 0,72 0,96 1,20 144 169 1,93 2,17 241 2,65 2,89 3,13 3,37 3,61 3,85 4,09 4,33 4,57 481 506 530 554 578 6,02 6,26 6,50
9,39 0,902|0,8540,806|0,758|0,717|0,853|0,819
9,17 0,998|0,950(0,902|0,855|0,807|0,759|0,711]0,663|0,615]0,800|0,901|0,853|0,819|0,830
8,96 1,143]1,095[1,047|1,004|0,974(0,944|0,914|0,884)|0,855|0,825|0,795|0,718|0,630/0,557|0,522|0,634|0,800|0,901/0,851|0,812|0,830
8,74 |1,188|1,188|1,188|1,188|1,166|1,136|1,077|0,990/0,903|0,816|0,729|0,647|0,578|0,508|0,438|0,434|0,557|0,634|0,800|0,893|0,835|0,796|0,824|0,841
8,53 |1,188|1,188|1,188|1,188|1,188|0,956|0,682|0,652|0,696|0,614|0,529|0,459|0,389|0,320|0,347|0,537|0,559|0,650/0,831]0,915|0,819]|0,781|0,808|0,836|0,852
8,31 |1,174/1,182|1,188|1,188|1,188|0,956|0,682]|0,652|0,696|0,605|0,460|0,338|0,215|0,253|0,432|0,557|0,598|0,689|0,865|0,947|0,813|0,765|0,792|0,820|0,848
8,10 |1,141/1,148|1,156(1,163|1,171|0,947|0,680]|0,652|0,696|0,605|0,454|0,325/0,210(0,253|0,432|0,557|0,621|0,775|1,076|1,203|0,943|0,749|0,776|0,804]|0,832|0,860
7,89 |1,107|1,115]1,122|1,130|1,137|0,913|0,714]0,705|0,749|0,625|0,454|0,325|0,210|0,253|0,432|0,545|0,588|0,823|1,366|1,518|1,182]|0,894|0,870|0,846|0,822|0,844|0,871
7,67 |1,074/1,081]1,089|1,096|1,104/0,955|0,765|0,756|0,802|0,678|0,482|0,366|0,285|0,228|0,365|0,480|0,540|0,778|1,252|1,654|1,339|1,051|1,027|1,003|0,979|0,955|0,931|0,883
7,46 |1,040/1,047|1,055|1,063|1,070/0,926|0,806]|0,802|0,847|0,772|0,588|0,492|0,437|0,380|0,342|0,410/0,507|0,659|0,969|1,372|1,496|1,209|1,184|1,160|1,136|1,070|0,967|0,863
7,24 |1,031/1,031]1,031]1,031|1,037/0,954|0,882|0,871/0,890/0,814|0,685|0,598|0,546|0,443|0,354|0,386|0,532|0,684|0,912|1,088|1,414|1,366|1,342|1,258|1,155|1,051|0,947|0,844
7,03 |1,031/1,031]1,031]1,031]|1,031/0,984|0,931]|0,926|0,934/0,822|0,677|0,622|0,582|0,453|0,276|0,308|0,487|0,574|0,637|0,798|1,127|1,415|1,342|1,239|1,135/1,031|0,928|0,824
6,81 |1,032/1,032|1,031|1,031]|1,031/0,988|0,948]|0,942|0,948|0,824|0,648|0,593|0,595|0,485|0,277|0,296|0,531|0,618|0,480(0,527]0,946|1,259|1,217|1,174|1,116|1,012|0,908|0,805
6,60 |1,036/1,035|1,034|1,034|1,033/1,002|0,965|0,960(0,964/0,847|0,676|0,606|0,622|0,479|0,234|0,254|0,539|0,698|0,655|0,556|0,791|1,104|1,061|1,019]|0,976|0,934|0,889|0,785
6,39 |1,033/1,039|1,038|1,037|1,036(1,005|0,983]|0,972(0,974/0,895|0,747|0,674|0,662|0,518|0,236|0,208|0,487|0,723|0,889|0,810|0,635|0,948|0,906|0,863|0,821|0,778|0,767|0,766
6,17 ]0,939/0,960|0,981|1,002|1,023|1,025|1,004|0,993|0,985/0,905|0,789|0,727(0,701|0,626|0,389|0,314/0,449|0,668|0,845|0,941]|0,836|0,793|0,755|0,753|0,752|0,750|0,748|0,747
5,96 0,845/0,866|0,887|0,908|0,929(0,937|0,983]|0,948(0,940(0,912|0,799|0,736|0,708|0,633|0,515|0,473|0,544|0,650/0,831(0,927|0,824|0,748|0,738|0,734|0,732|0,731|0,729|0,727
5,74 ]0,793/0,801]0,809|0,817)0,835/0,893|0,978]|0,929/0,863|0,834|0,797|0,747(0,708|0,653|0,544|0,498|0,539|0,645|0,824(0,919|0,824|0,748|0,738|0,728|0,717|0,712|0,710|0,708
5,53 0,756|0,764|0,773|0,781]0,789(0,868|0,957]|0,920(0,831/0,820(0,813|0,729|0,662|0,627|0,586|0,541|0,566|0,611|0,756|0,864|0,824|0,748|0,738|0,728|0,717|0,707|0,697|0,689
5,31 |0,738/0,736|0,736|0,744|0,752(0,826|0,895|0,884(0,817/0,826|0,866|0,782(0,651|0,583|0,564|0,551|0,553|0,598|0,708|0,793|0,809|0,748|0,738|0,728|0,717|0,711|0,704|0,698
5,10 ]0,749|0,747|0,744|0,742|0,739|0,784|0,837|0,822(0,786|0,803|0,844|0,807|0,666|0,588|0,568|0,554(0,547|0,595|0,732|0,815|0,779|0,749|0,743|0,736|0,730(0,723|0,717|0,711
4,89 |0,758|0,757]0,755|0,752|0,750|0,795|0,842(0,777|0,733|0,742|0,777|0,746|0,672|0,596|0,573|0,560|0,556|0,615|0,775|0,861|0,805|0,755|0,752|0,749|0,743|0,736|0,730|0,723
4,67 |0,751|0,753]|0,754]|0,756|0,758|0,799|0,846|0,780(0,681|0,688|0,717|0,676|0,599)|0,633|0,644|0,619|0,573|0,627|0,766|0,867|0,810|0,760|0,757|0,754|0,751|0,748|0,743|0,736
4,46 |0,744|0,746|0,747]|0,749|0,751|0,792|0,835(0,781|0,682|0,654|0,685|0,625|0,521)|0,556|0,685|0,693|0,614|0,598|0,706|0,807|0,816|0,766|0,763]|0,760|0,757|0,754|0,750|0,747
4,24 |0,525|0,591]|0,658)|0,725|0,743|0,777|0,814/0,764|0,682|0,654|0,658|0,593|0,477|0,515|0,666|0,699|0,602|0,586|0,682|0,749|0,785|0,771|0,768|0,765|0,761|0,757|0,752|0,748
4,03 |0,228]0,294|0,361|0,428|0,495|0,588|0,729|0,724|0,649|0,644|0,643|0,574|0,460|0,505|0,683|0,717|0,613|0,565|0,641]|0,706|0,737|0,771|0,771]|0,766|0,762|0,758|0,754/|0,750
3,81 ]0,202/0,116|0,064(0,131]|0,198|0,367|0,768|0,701/0,571/0,583|0,622|0,553|0,441|0,486|0,662|0,737(0,647|0,598|0,629|0,668|0,717|0,755|0,759|0,762|0,764|0,760|0,755|0,751
3,60 |0,584/0,498|0,412|0,327)|0,241(0,501|0,824|0,740(0,534/0,517|0,584|0,576|0,481|0,484|0,616|0,691/0,647|0,611|0,586|0,619]|0,701]0,739|0,743|0,746|0,750|0,754|0,757|0,753
3,39 ]0,935/0,880(0,794(0,708|0,623|0,883|0,864|0,740(0,541/0,520(0,584|0,581|0,533|0,537|0,625|0,658|0,635|0,588|0,504|0,531|0,685|0,723|0,727|0,730|0,734|0,738|0,748|0,761
3,47 ]0,857/0,875|0,892|0,910)|0,927(0,879|0,815|0,690(0,547(0,527|0,579|0,578|0,528|0,559|0,641|0,668|0,636|0,588|0,495|0,469|0,606|0,707|0,712|0,724|0,737|0,750|0,762|0,775
2,96 |0,780/0,797|0,814(0,832|0,849(0,803|0,651|0,667(0,524|0,395|0,410|0,475/0,517|0,549|0,650|0,682|0,639|0,569|0,463|0,437|0,566|0,656|0,714|0,738|0,751|0,764|0,776|0,789
2,74 ]0,634/0,672|0,711]0,749|0,772(0,610|0,368|0,437(0,513|0,385|0,263|0,306|0,420|0,526|0,619|0,658|0,626|0,555|0,444|0,378|0,477|0,567|0,626|0,684|0,743|0,778|0,790|0,803
2,53 |0,465/0,503|0,541]0,579|0,617(0,397|0,161]|0,247(0,409|0,355|0,225|0,258|0,385|0,489|0,577|0,616|0,593|0,654|0,677|0,550|0,389|0,479|0,537|0,596|0,655|0,713|0,772|0,817
2,31 |0,374/0,368|0,371|0,409|0,448|0,286|0,250|0,284/0,402/0,336|0,175|0,209|0,345|0,456|0,553|0,600(0,593|0,654|0,823|0,794|0,370|0,391|0,449|0,508|0,566|0,652|0,742|0,831
2,10 |0,402/0,396|0,390|0,383|0,377|0,357|0,335|0,373|0,428|0,348|0,206|0,215|0,372|0,479|0,560|0,607|0,596|0,649|0,806|0,821]|0,520|0,309|0,399|0,488|0,578|0,667|0,757|0,846
1,89 [0,460)0,424/0,418/0,412|0,405|0,386(0,412|0,559)|0,630|0,494(0,319(0,322|0,415/0,521|0,586|0,621|0,621(0,666|0,781|0,793|0,574|0,439|0,471|0,503|0,593|0,682(0,771|0,861
1,67 [0,927]0,822(0,717|0,612|0,507]0,469|0,502|0,649|0,830|0,695/0,471|0,415|0,491/0,568|0,635|0,666|0,654|0,698|0,721|0,853|0,718|0,582|0,614|0,646|0,678|0,710|0,786|0,876
1,46  [1,393]|1,288|1,183/1,079(0,974]|0,914/0,658|0,811]|0,992|0,836|0,595|0,503|0,530/0,606|0,683|0,715|0,702|0,598|0,435|0,567(0,861(0,725|0,757|0,789|0,821]|0,853|0,884
1,24  [1,398|1,435/1,471/1,508|1,440|1,130/0,677|0,866|1,190|1,034/0,729|0,627|0,613|0,615|0,674|0,726|0,748|0,643]|0,392|0,346|0,771|0,869|0,900/0,932|0,914|0,896
1,03  [1,236]1,272(1,309|1,345|1,382|1,039/0,655(1,037|1,418|1,191/0,867|0,689|0,652|0,637|0,635|0,687|0,734/0,763]|0,607|0,569|0,830|0,945|0,927(0,909|0,891
0,81 |1,285/1,203|1,146(1,183|1,219/0,927|0,715|1,316{1,892(1,560(0,980|0,802(0,717|0,678|0,678|0,690(0,755|0,785|0,749(0,757|0,852|0,922|0,904|0,886
0,60 |1,653|1,570(1,488|1,405|1,322(1,072|0,791|1,376|2,222(1,993|1,285|0,883|0,786|0,752|0,763|0,775(0,803|0,804|0,762|0,747|0,830|0,899|0,881
0,39 |1,991/1,938|1,855(1,773|1,690(1,439(1,091]|1,051(1,802[1,964(1,494|1,079/0,848|0,812|0,834/0,816|0,772|0,750|0,763|0,754|0,807|0,876|0,858
0,17 |1,915/1,932|1,949|1,966|1,983(1,731|1,374|1,334[1,390(1,543|1,425|1,295[1,071|1,013|1,081|0,992|0,724|0,674|0,687|0,723]|0,809|0,853
-0,04 |1,840(1,857|1,874|1,891(1,908|1,867|1,545(1,202|1,258(1,536|1,531[1,456(1,307|1,249(1,334[1,250|0,881|0,629|0,611]|0,646
-0,26 |1,764(1,781|1,798|1,815[1,832|1,793|1,672(1,237|0,918(1,196|1,573|1,562|1,411|1,326(1,318[1,191]|0,881|0,629|0,590
-0,47 |1,689(1,706|1,723|1,740(1,757|1,718|1,692(1,308|0,839|0,933|1,345(1,408|1,243|1,157(1,141[1,014
-0,69 1,647|1,664(1,681|1,685|1,804(1,338|0,797|0,851|1,162[1,226(1,071
-0,90 1,449(0,808
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -5,30 mm

mm LATERAL

VERTICAL| 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20 3,40 3,60 3,80 4,00 4,20 4,40 4,60 4,80 500 520 540 560 580 6,00 6,20 6,40 6,60 6,80 7,00
9,60 1,077|1,160|1,243|1,326(1,4741,622(1,770[1,915|2,060|
9,40 1,032/1,009[1,038|1,121|1,163|1,137|1,285(1,435|1,599|1,745(1,975[1,981(1,988|1,994/2,231
9,21  [1,017]0,993|0,969]0,999|1,001(0,974|0,947|1,1011,265|1,429[1,636|1,889|1,896|2,0332,217|2,362[2,468|2,5132,3922,366
9,01 |0,978(0,954/0,927|0,896(0,869(0,843|0,844|1,008|1,172|1,246(1,499(1,7252,079|2,354|2,538|2,683|2,577|2,362|2,241|2,215|2,189(2,164|2,138|1,858]
8,82 |0,939(0,904/0,867|0,835(0,809(0,828|0,847|1,011|1,054(1,047|1,290(1,462|1,816|2,171|2,482[2,533[2,372|2,210|2,095|2,120|2,146(2,172[2,1982,096|1,867|1,641|1,554(1,581
8,62 |0,881(0,844/0,807|0,791(0,811(0,830/0,850|0,863|0,856|0,848|1,027(1,199|1,484|1,748[2,012[2,063|1,902|1,943|2,028|2,121(2,215[2,274|2,299|2,198|1,985|1,783[1,696(1,615|1,391
8,42 |0,820|0,783|0,769]0,773|0,792/0,810|0,823]0,815|0,809|0,824|0,996|1,019|1,195|1,3721,549|1,669|1,747|1,824|1,910[2,003|2,096|2,189]2,2822,250[2,093|1,925|1,735|1,491(1,267|1,064]
8,23  |0,774[0,761/0,748|0,751(0,767(0,779|0,7920,790|0,805|0,820[0,889(0,848|1,025|1,194{1,355(1,482|1,574|1,664|1,753|1,883[1,976[2,069]2,162|2,129|1,972|1,819[1,619|1,372|1,254|1,099|0,945|
8,03 |0,753|0,740|0,727/0,725/0,738|0,751|0,787]0,802|0,818|0,821|0,780]0,690]0,831|0,9881,149[1,276|1,338|1,370|1,459|1,605|1,7511,897|2,041(2,010|1,858|1,705|1,505[1,279|1,174|1,185|1,058|0,838
7,84 |0,732|0,717|0,702]0,700/0,713|0,768|0,830|0,8460,843|0,828|0,777|0,555(0,696/0,836|0,975(1,045|1,053|1,0751,164|1,328|1,506|1,6831,861|1,876[1,728|1,580|1,395|1,190[1,085|1,086/1,079|0,952(0,731
7,64 |0,707|0,692|0,677]0,686/0,749|0,811|0,874|0,866)0,850(0,835(0,642|0,420]0,557]0,6920,826|0,896|0,904/0,8790,960[1,160[1,361|1,542]1,719|1,734]1,576|1,403]1,218|1,040[0,945(0,912]0,905|0,949(0,845|
7,44  |0,682|0,667|0,585)0,566|0,628|0,698|0,846/0,831|0,815(0,805|0,583|0,406(0,492]0,577|0,676|0,740|0,7010,662|0,743|0,944|1,144|1,345|1,532[1,549|1,395|1,226|1,060(0,933|0,839|0,777]0,731|0,775(0,819|0,738|
7,25 |0,622|0,521]0,4210,403|0,504|0,652|0,800]0,785|0,776(0,766|0,574/0,424/0,509]0,577(0,596(0,579|0,527)0,474|0,529|0,687|0,873]1,059|1,245(1,261|1,108|1,012|0,924|0,809|0,752]0,701|0,650[0,645|0,645/0,689)0,631
7,05 |0,458|0,358|0,258)0,344|0,492[0,640|0,760|0,751|0,741|0,739|0,590|0,4510,4240,442|0,461|0,444/0,417]0,437|0,500[0,607|0,713]0,8200,957|0,983|0,9210,859]0,771|0,723|0,689]0,6470,597|0,591|0,586|0,581|0,575
6,86 |0,295|0,278|0,337|0,440|0,588|0,677|0,740|0,7300,733|0,750|0,600|0,508|0,471]0,433|0,396(0,373|0,389]0,409]0,472(0,576|0,647|0,718]0,789|0,798|0,745(0,692]0,683|0,659|0,6225|0,585(0,567|0,572|0,578|0,583|0,584/0,564)
6,66 |0,315|0,374|0,433)0,530/0,593[0,656|0,719]0,7270,744|0,760|0,655(0,565(0,520]0,458|0,396|0,373|0,388|0,4170,437|0,434|0,445(0,516/0,587|0,596(0,568|0,605/0,61 1|0,596|0,630|0,638]0,620]0,626(0,631|0,616/0,596/0,577
6,47 |0,411(0,470|0,537|0,604|0,667(0,730(0,692|0,709]0,726|0,715(0,624(0,578]0,518|0,457|0,396(0,373(0,4150,456|0,476|0,473|0,470[0,467(0,4660,4740,497|0,534|0,547|0,560(0,594|0,649]0,6 74/0,668|0,648(0,628|0,609]0,589)
6,27 |0,510|0,582|0,654/0,721|0,751|0,706|0,6610,6780,661|0,644|0,580|0,571|0,510]0,4500,384|0,377|0,429]0,481|0,523|0,527|0,530|0,5340,537|0,545(0,557|0,542]0,523|0,531|0,56 10,6 16/0,6720,669|0,660|0,6410,6210,602)
6’07 0,627|0,699|0,771/|0,747(0,702(0,658|0,626/|0,608(0,591(0,582|0,573|0,550|0,495|0,429|0,363|0,355|0,412|0,485(0,533(0,555|0,578|0,600(0,608(0,616|0,573|0,527(0,509(0,505|0,530|0,588|0,644(0,641|0,638|0,635|0,632(0,6 14|
5,88 |0,745(0,756/0,658|0,587|0,543[0,536(0,559]0,542]0,542|0,578|0,569(0,447]0,405|0,363|0,320[0,350(0,4220,496|0,544|0,566|0,596(0,633(0,6700,657]0,595|0,532|0,483[0,473|0,4980,556/0,612|0,606(0,600(0,593(0,587/0,592]
5,68 |0,694(0,597|0,499|0,427|0,446(0,469|0,493|0,503]0,539|0,575|0,480(0,344]0,305|0,331|0,357|0,403|0,470]0,518|0,562|0,628|0,678|0,715(0,751|0,738]0,663|0,507|0,427|0,433|0,4680,499]0,551|0,545|0,539|0,540(0,545/0,550)
5,49 |0,535(0,437|0,382|0,393|0,416|0,440|0,465|0,5010,537|0,565(0,429|0,349]0,367|0,384|0,410[0,456(0,484|0,504/0,547|0,613|0,679|0,745(0,811|0,763]0,606|0,450|0,378|0,487(0,521|0,481/0,491|0,488|0,493(0,497(0,502/0,507|
5,29 |0,383[0,381/0,379|0,389|0,413|0,439|0,465|0,5010,527|0,551|0,444|0,4310,448|0,466(0,450|0,447(0,468)0,489]0,521|0,571|0,621(0,671(0,721|0,671]0,521|0,399|0,423|0,537|0,5620,507|0,451|0,448|0,450(0,455(0,460/0,464]
5,09 [0,379(0,377/0,375|0,387|0,413|0,439|0,4660,490]0,514|0,536(0,523|0,510]0,484|0,458|0,432|0,429|0,450]0,467]0,489|0,519|0,548|0,579(0,629]0,579]0,498|0,434|0,459|0,557|0,558)0,482]0,426(0,423|0,421(0,418|0,4170,422]
4,90 |0,376(0,373|0,366/0,376]0,402|0,439(0,491(0,515(0,529)0,504/0,491|0,514]0,482]0,449|0,417|0,409|0,425(0,442|0,4650,494/0,523|0,541(0,560(0,547|0,503)0,459]0,480|0,564|0,565(0,483|0,4010,397|0,393|0,389|0,385(0,39:
4,70  |0,369|0,362(0,356/0,365|0,412|0,465(0,517|0,522(0,4970,472]0,485|0,517|0,485|0,447|0,407|0,394|0,409|0,425(0,4350,429]0,445(0,463|0,482|0,469(0,425/0,4710,531|0,602|0,548|0,453|0,362]0,358)0,354|0,358|0,370(0,382)
4,51 |0,358|0,352|0,347/0,375|0,427|0,479|0,515(0,490(0,4650,479]0,511|0,500/0,468]0,433]0,393|0,380|0,401|0,425(0,4350,429]0,424|0,418|0,413|0,432(0,480]0,528|0,588|0,606|0,552|0,426(0,3230,321]0,333|0,345|0,358(0,370)
4,31  |0,347|0,349/0,351|0,378]0,430|0,456|0,482(0,458|0,4840,529]0,543|0,461(0,429]0,396/0,377|0,384|0,405(0,4260,4350,428|0,422|0,416(0,410[0,436(0,494|0,543]0,567|0,604|0,556(0,431(0,306/0,309]0,321/0,333|0,345(0,357
4,11  |0,350|0,352|0,3550,371]0,398|0,424|0,450(0,489|0,534|0,579]0,504|0,422{0,410]0,403|0,395|0,401|0,423|0,424|0,4230,420|0,417|0,413|0,406(0,432(0,459]0,469|0,492|0,536|0,528|0,442(0,317/0,320|0,323|0,326|0,333(0,345
3,92 |0,354|0,356|0,354|0,366|0,392|0,412|0,414|0,459]0,503|0,546(0,465(0,406/0,408|0,409[0,411[0,411|0,411/0,410|0,408|0,405(0,403|0,398|0,3920,390|0,392|0,394|0,424|0,475(0,4680,4010,328|0,331|0,333|0,335(0,337/0,340)
3,72  |0,355(0,352|0,350|0,362|0,373|0,375|0,377/0,4210,464|0,507|0,442|0,392]0,394|0,390|0,382|0,380|0,383]0,387|0,393|0,381|0,376(0,370|0,3640,362]0,364|0,366|0,388|0,432|0,439)0,386/0,332|0,334|0,336(0,339(0,342/0,345|
3,53 |0,351(0,349|0,346|0,345|0,347|0,349]0,3520,395|0,438|0,477|0,428|0,3830,365|0,354|0,347|0,344|0,359]0,384/0,390|0,376|0,363|0,3490,3360,334/0,335|0,337|0,360(0,416|0,4250,386/0,336|0,338|0,341(0,344(0,3470,351
3,33 |0,347(0,344/0,339|0,338|0,340(0,3440,348)0,391]0,429|0,463|0,415(0,383]0,365|0,347|0,332|0,3380,358)0,380|0,386|0,376(0,367|0,358|0,349]0,341/0,335|0,330|0,373|0,402|0,4110,376|0,342|0,343|0,346(0,349]0,353)0,35!
3,13  |0,341|0,337|0,332|0,331]0,335|0,339|0,343]0,380|0,414|0,449]0,415|0,383|0,371|0,364|0,3570,363|0,383|0,3920,393|0,388|0,383|0,375|0,366|0,359|0,385|0,444|0,4860,480|0,423|0,3860,352|0,353|0,354|0,356(0,358|0,36 1
2,94 |0,334/0,329|0,331|0,334|0,337|0,342|0,348|0,3830,417|0,449|0,418|0,383|0,383]0,383|0,382|0,385|0,3910,3960,396(0,392|0,387|0,382/0,372|0,408|0,491|0,558)0,570(0,497|0,441|0,4010,3630,364|0,365|0,362|0,360|0,363
2,74 |0,330(0,332/0,334|0,337|0,342|0,349]0,355/0,389]0,421|0,453|0,419|0,3830,383|0,386(0,393|0,399|0,402]0,405|0,394|0,380|0,371|0,361|0,351|0,387|0,469|0,537|0,540[0,485(0,4420,394/0,345|0,343|0,340(0,3390,349|0,358|
2,55 |0,333[0,336/0,338|0,346|0,352|0,358|0,3620,394/0,426|0,451(0,415(0,379]0,396|0,403[0,411|0,417|0,4160,409|0,397|0,380|0,362|0,345(0,330|0,3630,423|0,483|0,487|0,457|0,4200,369|0,320|0,318|0,324|0,334|0,343)0,353|
2,35 |0,337(0,344/0,355|0,364|0,370[0,371|0,3720,403]0,424|0,433|0,397|0,365/0,382|0,399|0,416|0,420(0,419]0,413]0,401|0,384|0,372|0,360(0,347/0,365/0,411|0,458|0,457|0,436(0,399]0,350|0,308|0,310|0,319[0,329]0,338)0,347|
2,16  |0,351|0,362|0,373]0,381|0,381|0,381|0,381/0,397]0,406(0,415|0,383|0,351|0,365/0,375|0,384|0,388|0,388|0,390]0,394|0,398|0,401|0,388)0,3760,393|0,426|0,434/0,428|0,416|0,410|0,375/0,333|0,330(0,327|0,324/0,333]0,342)
1,96 [0,369|0,380(0,374|0,368|0,368|0,368|0,375|0,384|0,393[0,405(0,3730,347|0,347|0,3470,352]0,357|0,361/0,365(0,369|0,373|0,377/0,3810,396|0,403|0,398|0,406(0,4070,419]0,413|0,389|0,357|0,355(0,352]0,349|0,343|0,339)
1,76  [0,379|0,366(0,353|0,347|0,349|0,356|0,364|0,373|0,385(0,398|0,370|0,347|0,347|0,347|0,350|0,351]0,350|0,349|0,371|0,397|0,422]0,446|0,470|0,477|0,468|0,445(0,4300,434/0,416|0,390|0,365(0,360(0,354|0,349|0,346|0,344]
1,57 |0,358]0,345(0,332]0,332|0,340[0,347|0,367|0,380[0,393]0,391|0,368|0,347|0,351|0,3540,357|0,358|0,3580,359|0,381|0,4250,469|0,513|0,545(0,552]0,518|0,484|0,469]0,425|0,391|0,390]0,365|0,360(0,356(0,354|0,352(0,350)
1,37  [0,337/0,329(0,329|0,332|0,340|0,382|0,448|0,461|0,446/0,384|0,361|0,351|0,355|0,359|0,363]0,367|0,368|0,370|0,392]0,4360,475|0,513|0,550|0,557|0,533|0,510|0,462]0,3930,359(0,360|0,365|0,3640,361|0,359|0,357|0,355|
1,18 0,329(0,332{0,397|0,463(0,528|0,500(0,439|0,377|0,364/0,3550,359(0,361|0,364|0,367/0,3700,373|0,389|0,420|0,4540,491(0,529|0,535|0,510|0,477(0,426(0,363|0,3510,358|0,365(0,365|0,365(0,365(0,362(0,360|
0,98 0,385(0,451|0,517|0,455(0,404|0,395(0,388|0,381|0,374/0,367]0,364|0,367|0,370|0,373]0,389|0,420|0,451|0,482]0,513|0,508|0,475|0,441|0,394|0,363|0,351|0,358|0,365/0,365(0,365|0,365(0,365(0,365
0,78 0,450|0,443|0,436(0,429|0,422]0,415|0,408|0,401(0,394|0,387]0,380|0,386|0,4 12|0,438|0,465(0,491|0,487|0,451|0,414|0,381|0,357|0,3510,358/0,365|0,365|0,365(0,365(0,365/0,365|
0,59 0,455|0,448(0,441(0,4340,427|0,420|0,413|0,406(0,404(0,424|0,444/0,470|0,465|0,426(0,385(0,3530,345(0,351|0,358|0,365(0,365(0,3650,365/0,365|0,365|
0,39 0,460|0,453|0,446(0,439(0,432(0,425)0,444/0,464|0,451|0,406|0,360(0,340|0,345|0,351|0,358|0,362[0,3570,381
0,20 0,465(0,458(0,451|0,464|0,451|0,407|0,398)0,397/0,421
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Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Bregma -6,80 mm

mm | LATERAL
VERTICAL| 0,00 0,24 048 0,72 0,96 1,20 1,44 1,69 1,93 217 241 265 2,89 3,13 3,37 3,61 3,85 4,09 4,33 4,57 481 506 530 554 578 6,02 6,26 6,50

9,60 1,859(1,733

9,40 2,039|1,814(1,665|1,609|1,587(1,547|1,777|2,177

9,21 1,914(2,204|1,922|1,620(1,515|1,528|1,505(1,462|1,692|1,964(1,937|1,749

9,01 1,596|1,923(2,226|1,945(1,495|1,394(1,407(1,398|1,375|1,475|1,635[1,608|1,593(1,664|1,773

8,82 1,218(1,570(1,897|2,233|1,804(1,324|1,223(1,243(1,234|1,248|1,327(1,431|1,505(1,571(1,642|1,751|1,860(1,969|1,524

8,62 1,192(1,544(1,871|2,272|1,802(1,167|1,058(1,079(1,108|1,150|1,230(1,247|1,320(1,440(1,596|1,698(1,801|1,907|1,931(1,766|1,601

8,42 0,819|1,166(1,518(1,874|2,312(1,816|1,137|0,997(0,964/0,970|1,025(1,044|1,062|1,164|1,366|1,521|1,624(1,732|1,841(1,865|1,701|1,536(|1,371(1,248

8,23 0,806|1,148(1,491(1,874|2,251|1,757|1,087|0,917|0,810(0,815|0,834(0,853|0,888(1,043|1,282|1,448(1,557|1,666(1,775|1,800(1,635(1,470|1,337(1,230

8,03 0,793|1,135(1,512(1,809|2,164(1,671|1,017]|0,783|0,676|0,656|0,643(0,679|0,736/0,891(1,132|1,331|1,480(1,600|1,709(1,734|1,569|1,442|1,319(1,212|1,197

7,84 0,780|1,122(1,547(1,844|2,127(1,577|0,920|0,687(0,664|0,646|0,585(0,572|0,613|0,746|0,983|1,182|1,332(1,481|1,631(1,672|1,548|1,424|1,301(1,194|1,179

7,64 0,767|1,157(1,582(1,879|2,090(1,522|0,824|0,654|0,654/0,600|0,498(0,485|0,537|0,672|0,877(1,018]1,162(1,307|1,486(1,613|1,511|1,407|1,283(1,176|1,161(1,146

7,44 0,762|1,192|1,616(1,890|2,053|1,482|0,772|0,609|0,594/0,511|0,410(0,412|0,463(0,578|0,696|0,826/0,971|1,180(1,409|1,537(1,434(1,332|1,230(1,153]1,143[1,128

7,25 0,780|1,217{1,651{1,800|1,838|1,392|0,717|0,547|0,503/0,420|0,357(0,364|0,402|0,444|0,506|0,645(0,874|1,104(1,333|1,460(1,358(1,256|1,173(1,111|1,111{1,110]1,095]

7,05 0,797]1,235|1,627|1,524|1,545|1,099|0,597|0,469|0,425(0,370|0,309(0,306|0,325|0,367|0,453|0,604(0,800|1,027(1,256|1,383|1,281(1,203]1,130{1,069|1,069(1,069|1,069|

6,86 0,815|1,252|1,572|1,469|1,331|0,967|0,558|0,430(0,392(0,337|0,283(0,269|0,271(0,331|0,443|0,594(0,790|0,987(1,183)1,307(1,233|1,161]1,088|1,027|1,027{1,027|1,029|1,039|

6,66 0,832|1,204(1,517|1,414|1,207|0,876|0,520|0,396|0,360(0,315|0,276(0,263|0,341/0,420|0,481|0,577(0,770|0,962(1,158|1,275(1,196(1,119]1,046(0,985|0,985(0,993|1,003|1,012

6,47 0,841]1,149|1,462|1,342|1,079|0,757|0,465|0,370(0,340(0,310/0,271(0,335|0,435/0,505|0,469|0,538(0,731]0,931[1,135|1,252(1,173|1,093]|1,013]0,948|0,957|0,967|0,976|0,986)

6,27 0,814]1,106|1,406|1,228|1,033|0,736/|0,442|0,349(0,337(0,307|0,348(0,432|0,506(0,474|0,430]0,499(0,703]0,908(1,112]1,229(1,149(1,070|0,996|0,938|0,938|0,940|0,950|0,960|

6,07 0,786|1,078|1,406|1,2371,043|0,745|0,429|0,344(0,333|0,385|0,444(0,502|0,487(0,455|0,441]0,532(0,680|0,885[1,089|1,206(1,126{1,054|0,986|0,928|0,928|0,928|0,928|0,934

5,88 0,759|1,051|1,446(1,277(1,059|0,743|0,416|0,332(0,303|0,354|0,429(0,443|0,448(0,502|0,551]0,641(0,780|0,919(1,066|1,183[1,113|1,044|0,976|0,918|0,918]0,918]|0,918|0,920|

5,68 0,731]1,077{1,487|1,318|1,054|0,730|0,403|0,307|0,267(0,301|0,326(0,339|0,358|0,447|0,591|0,733(0,857|0,981(1,106|1,178(1,104(1,034]0,966(0,908|0,908(0,909|0,911]0,912

5,49 0,707]1,118|1,528|1,351(1,041|0,717|0,389|0,283(0,251(0,249|0,244(0,249|0,274|0,363|0,557|0,720(0,844|0,974(1,110|1,182(1,108|1,035|0,961|0,898|0,900{0,902|0,903|0,905

5,29 0,727|1,152|1,568|1,338(1,031|0,701/0,373|0,266(0,273|0,272|0,246(0,237|0,239(0,340|0,544|0,707(0,841]0,978(1,114|1,186(1,112|1,039|0,962|0,894|0,894|0,894|0,896|0,898|

5,09 0,748|1,172|1,586|1,332(1,025|0,694|0,359|0,287(0,295(0,274|0,240(0,226|0,203(0,305|0,508|0,687(0,845|0,982(1,118]1,190(1,117{1,039|0,958/0,889|0,889(0,889|0,889|0,891

4,90 0,768|1,193|1,580(1,326(1,020|0,683|0,340|0,267(0,271(0,251|0,224(0,202|0,172(0,257|0,444)0,623(0,793]0,963[1,123)1,194(1,115|1,034|0,953|0,885|0,885|0,885|0,885|0,886)

4,70 0,788|1,195|1,575(1,321/0,970|0,646(|0,321|0,245|0,245|0,228|0,218(0,195|0,174|0,248|0,398|0,561(0,737]0,914(1,090|1,195(1,111{1,030/0,949|0,880|0,880(0,881|0,883|0,885

4,51 0,809]1,189(1,569(1,313]0,906(0,582|0,300|0,236{0,237{0,230|0,213(0,198|0,184|0,258|0,394|0,548]0,724(0,905|1,0931,198|1,114|1,030|0,947(0,876|0,878|0,880|0,882|0,883

4,31 0,806|1,184(1,563(1,249|0,858(0,582|0,309|0,246(0,257(0,249|0,225|0,205|0,192|0,255|0,382|0,535)0,719(0,908|1,096(1,200{1,117|1,033]|0,949(0,877]0,877(0,878|0,880/0,882

4,11 0,804|1,181(1,561(1,222]0,835|0,565|0,316|0,264(0,276(0,260|0,231(0,212|0,214|0,278|0,394/0,538]0,722(0,910|1,098|1,203|1,119|1,035]0,951(0,879|0,879/0,879|0,879|0,881

3,92 0,801]1,178(1,567(1,220|0,812(0,546|0,303|0,257{0,277{0,284|0,249(0,238|0,237|0,300|0,416|0,561]0,739(0,918|1,101(1,206|1,121{1,037]0,952(0,880|0,880|0,880{0,880/0,886

3,72 0,798]1,180(1,573(1,226|0,744|0,508|0,294|0,252(0,284(0,294|0,278(0,274|0,271|0,469|0,473|0,583|0,777(0,983|1,189|1,200(1,123|1,038]0,953(0,882|0,882|0,884|0,893|0,901

3,53 0,795|1,186(1,579(1,232]0,635(0,399|0,262|0,261{0,293|0,298|0,297(0,274|0,408|0,608|0,723|0,821]1,027(1,192|1,195(|1,173|1,099|1,024|0,950(0,883|0,891/0,900{0,908|0,917

3,33 0,797]1,192(1,584(1,132|0,563(0,383|0,275|0,274(0,293(0,298|0,297(0,344|0,544|0,744|0,944(1,071]|1,164(1,166|1,168(1,147|1,073]0,998]|0,931(0,909|0,909(0,915|0,923|0,932

3,13 0,800]1,194(1,583(1,129|0,5890,406|0,288|0,277{0,293(0,298|0,297(0,480|0,688|0,907|1,126(1,170|1,137(1,140|1,142|1,121|1,046|0,987]0,960(0,938|0,938|0,938|0,939(0,947

2,94 0,803|1,197(1,554(1,119|0,615(0,427|0,298|0,280(0,281(0,274|0,285(0,652|0,992|1,210(1,429(1,473]1,314(1,154|1,116(1,094|1,043|1,016|0,989(0,967]0,967(0,967|0,967|0,962

2,74 0,806|1,185(1,525(1,090|0,554(0,412|0,301|0,277{0,252(0,245|0,256(0,623|0,991|1,358|1,725(1,776|1,617(1,440|1,254|1,112|1,072|1,045|1,018(0,996|0,996|0,994|0,986|0,977

2,55 0,809|1,156(1,496(1,061|0,457|0,316|0,275|0,254(0,229(0,232|0,245(0,642|1,023|1,404|1,785|1,904|1,719(1,534|1,354|1,214(1,160|1,106|1,053(1,025|1,018(1,009|1,000(0,991

2,35 0,798]1,127(1,466(0,976|0,376(0,279|0,268|0,247(0,257(0,265|0,277(0,686|1,094|1,498(1,878|1,998|1,815(1,636|1,456(|1,316|1,262|1,208|1,151(1,032|1,032(1,024|1,015|1,006

2,16 0,784]1,113(1,406(0,941|0,369(0,272|0,262|0,266|0,290(0,297|0,309(0,718|1,126|1,531|1,930|2,096|1,917(1,738|1,558(1,417|1,364|1,293|1,151(1,032|1,032(1,032{1,029|1,020

1,96 0,769]1,098(1,028(0,730|0,363(0,278|0,322|0,349(0,578(0,940|0,940(0,926|1,086|1,486|1,886|2,052]|1,944(1,837|1,660(1,519(1,434|1,293|1,151(1,032|1,032(1,032|1,032

1,76 0,755|0,946(0,649(0,504|0,778(0,432|0,424|0,520(1,284(1,670|1,823(1,808|1,794|1,779(1,841|2,007]|1,900(1,792|1,681(1,569|1,434|1,293|1,151(1,032|1,032(1,032

1,57 0,740|0,740(1,014(1,289|1,563(1,217|0,743|1,194(1,959(2,108|2,102(2,088|2,073(2,059|1,979|1,879|1,778|1,678]1,578(1,477|1,377|1,266|1,151|1,032

1,37 0,715]1,025(1,414(1,804|2,194(1,850|1,259|1,710{2,068(2,108|2,095(2,080|2,006|1,906|1,806|1,706|1,605(1,505|1,405|1,304|1,204|1,055

1,18 0,684|0,924(1,262(1,652|2,048(2,021{1,775|1,937(2,068(2,101|2,024(1,934|1,834(1,733|1,633|1,533|1,432(1,319]1,126

0,98 0,653|0,894(1,134(1,506|1,903(1,877|1,858|1,954(2,043(1,960|1,861(1,761|1,661|1,560(1,390(1,198

0,78 0,622|0,863(1,134(1,488|1,849(1,904|1,884|1,979(1,889(1,789|1,654(1,461|1,269

0,59 0,592|0,856(1,134(1,488|1,849|1,904(1,904|1,725(1,533(1,341|1,148

0,39 0,856|1,134|1,488(1,849|1,604(1,412|1,220

0,20 1,134]1,488(1,291
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Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -8,80 mm

mm LATERAL

VERTICAL| 1,70 1,83 1,95 2,08 2,20 2,33 2,45 2,58 2,70 2,83 2,95 3,08 3,20 3,33 3,45 3,58 3,70 3,83 3,95 4,08 4,20 4,33 4,45 4,58 4,70 4,83 4,95 5,08
8,68 0,823)0,873(0,923|0,966
8,57 0,804)0,854(0,888|0,890)|0,934|0,979(1,024|1,065
8,45 0,785|0,811/0,812|0,814)0,858|0,903/0,943|0,978|1,038[1,098
8,33 0,734|0,735|0,737|0,738|0,783)|0,821/0,855|0,890|0,950{1,011|1,071|1,120
8,22 0,690|0,677|0,664|0,662|0,698)|0,733|0,768|0,802|0,863|0,918|0,965|1,012|1,148
8,10 0,681]0,668(0,655|0,591)0,622)|0,653|0,684|0,715|0,762|0,809|0,856|0,903|1,039(1,172
7,99 0,672|0,651(0,586|0,521)0,552|0,583|0,622|0,706)|0,710/0,713|0,748|0,795|0,931[1,067|1,152|1,076
7,87 0,647)0,582(0,517|0,452|0,482)|0,530(0,614|0,699|0,702|0,706|0,709|0,710|0,827|0,958|1,094|1,132[1,056
7,75 0,585|0,512(0,447|0,382|0,438|0,522(0,607|0,691|0,695|0,698|0,695|0,691|0,808(0,924|1,041|1,143[1,112[1,036
7,64 0,557)0,483|0,409|0,363)0,441|0,519/0,600|0,684|0,684|0,680|0,676|0,672|0,789|0,905|1,002|1,086(1,059(1,031]|1,003
7,52 0,529)0,455(0,416|0,386)|0,464)|0,542(0,620|0,695|0,674/0,661|0,657|0,653|0,770/0,861]|0,945/1,030{1,002|0,974]|0,945|0,888
7,40 0,501]0,469(0,439|0,409|0,487|0,565|0,640|0,714|0,694/0,673|0,653|0,634|0,720(0,804|0,889|0,974(0,946(0,900|0,843|0,786(0,901
7,29 0,522|0,492(0,462|0,432|0,510|0,584(0,659|0,733|0,713|0,693|0,665|0,629|0,702(0,776|0,849|0,921(0,855/0,798|0,741/0,683|0,799]|0,914
717 0,488|0,472(0,456|0,440|0,527|0,604/0,678|0,753|0,731(0,696|0,660|0,625|0,698|0,772|0,842/0,903|0,810|0,716|0,638(0,581]|0,697|0,812|0,927
7,06 0,446|0,430/0,414|0,398|0,485|0,573|0,661|0,759|0,727(0,692|0,656|0,621|0,694|0,762|0,823|0,885|0,792|0,698|0,605(0,514|0,594|0,710|0,825|0,940
6,94 0,404)0,388(0,372|0,356|0,444|0,531|0,634|0,746/0,714/0,683]|0,651|0,616|0,682|0,744|0,805/0,867|0,774|0,681|0,591(0,502|0,569|0,636|0,723|0,838|0,954
6,82 0,362|0,346(0,330|0,314)0,402|0,508|0,620|0,732/0,700|0,669|0,637|0,582(0,650(0,718|0,787|0,849|0,758|0,669|0,580(0,490|0,557|0,624|0,691|0,758|0,851|0,967
6,71 0,357)0,328(0,298|0,272|0,383)|0,495|0,606|0,718|0,687|0,642|0,587|0,532(0,600|0,668|0,737(0,830|0,744(0,657|0,568|0,478|0,545|0,612|0,679|0,746|0,812|0,879|0,980
6,59 0,349|0,319(0,290(0,361|0,475|0,589|0,704|0,647|0,592|0,537|0,482|0,550(0,621|0,716|0,811/0,725(0,639|0,552|0,461|0,528|0,595|0,662|0,729|0,795|0,862|0,929
6,47 0,340)0,311/0,314/0,451|0,565|0,679|0,613|0,547|0,487|0,432/0,507|0,602|0,698(0,793|0,706|0,620|0,510|0,389|0,456 |0,522|0,589|0,656|0,723|0,790|0,871
6,36 0,361]0,332(0,302(0,414]0,540|0,654|0,589|0,523|0,457|0,396|0,489|0,584|0,679|0,774|0,679|0,558|0,437|0,316|0,383(0,450|0,517]|0,583|0,663|0,743|0,824
6,24 0,353)0,323|0,355|0,513|0,630/0,564|0,499|0,442|0,384/0,478|0,572|0,665|0,754|0,611|0,486|0,365|0,244|0,310|0,377|0,455(0,535|0,616|0,697|0,777
6,12 0,344(0,315|0,455|0,605|0,545|0,487(0,430/0,372|0,466|0,560(0,647|0,732|0,589|0,446|0,303]|0,171|0,246|0,327|0,408/|0,489|0,569|0,650|0,731
6,01 0,336|0,397(0,554(0,517|0,476|0,418(0,361]0,455|0,540|0,625|0,710/0,567|0,424(0,290|0,185|0,266|0,347|0,427|0,508|0,589|0,669(0,717
5,89 0,338|0,496|0,458|0,421)|0,383|0,348|0,433|0,518/0,603|0,688|0,545|0,432|0,327|0,222|0,303|0,384|0,464|0,545|0,603|0,613|0,624
5,78 0,348|0,438(0,400(0,363|0,335|0,313/0,400|0,488|0,575|0,664|0,573|0,469|0,364|0,259]|0,340(0,421|0,488|0,499|0,509(0,520|0,531
5,66 0,380|0,345|0,323|0,300|0,278|0,365|0,453|0,543|0,636|0,560(0,483]0,401|0,296|0,373]|0,384|0,395|0,405|0,416|0,427|0,438
5,54 0,318|0,288|0,265|0,243|0,330/0,421(0,515|0,608|0,532/0,455|0,378|0,300/0,310{0,321|0,332|0,342|0,353|0,364|0,375
5,43 0,334/0,256(0,208/0,300(0,393|0,487(0,580|0,504|0,426|0,347|0,268|0,279|0,290|0,300|0,311]0,322(0,331|0,339
5,31 0,349|0,272|0,264/0,361|0,457|0,552|0,474(0,395|0,316|0,237|0,247|0,258|0,269|0,278|0,286|0,294(0,302
519 0,354/0,287(0,319|0,415/0,512/0,437/0,363|0,284|0,205|0,216|0,226|0,234|0,242|0,250|0,258|0,266
5,08 0,341/0,303(0,373|0,470|0,395|0,321(0,246|0,180|0,188|0,196|0,204]|0,212|0,220|0,228|0,236
4,96 0,3280,332/0,428|0,354|0,279|0,226(0,178|0,186|0,194|0,202|0,210|0,218|0,236|0,287
4,84 0,314]0,386|0,322|0,273|0,224|0,175|0,184|0,192|0,200/|0,211|0,262|0,313|0,364
4,73 0,202|0,301/0,317|0,271/0,222|0,173|0,181|0,190|0,238|0,289|0,340|0,391|0,442
4,61 0,189|0,288|0,256|0,215(0,171]0,214|0,265|0,316|0,367|0,418|0,469|0,520
4,50 0,175/0,237]0,196|0,154/0,205|0,256|0,307|0,358|0,409|0,460(0,507
4,38 0,162]0,177|0,135|0,186|0,237|0,288|0,339|0,387|0,431|0,476
4,26 0,149]0,116/0,167|0,218|0,267|0,311|0,356|0,400|0,445
4,15 0,098|0,147|0,191|0,236|0,280|0,325|0,369|0,414
4,03 0,112]0,157|0,202|0,246|0,290|0,335|0,379
3,91 0,113]0,165|0,210|0,254|0,299|0,343
3,80 0,114/0,167]0,218|0,262|0,307
3,68 0,115]0,168|0,220(0,271
3,57 0,116]0,168|0,221
3,45 0,117]0,169
3,33 0,118

180




Aproximaciones metodolégicas y validacién farmacolégica

Bregma -11,00 mm

mm | LATERAL
VERTICAL| 0,00 0,22 0,34 045 0,67 090 1,12 1,35 1,46 1,57 1,80 2,02 2,24 247 2,69 2,92 3,14 3,37 3,59 3,82 4,04 427 4,49 4,71 494 516 5,39 5,50
9,00 ([4,721|4,796|4,803(4,766|4,433|3,988|3,653|3,388(3,219|2,990(2,400(1,834(1,440|1,173]0,955|0,767|0,625|0,537|0,486|0,457|0,439|0,429(0,422|0,418(0,416|0,414|0,413(0,412
8,63 [4,053|4,166(4,177(4,111|3,679(3,124]|2,947|3,066(3,024|2,819(2,019|1,267(1,042|0,952|0,775|0,521]|0,356|0,308|0,294|0,287|0,286|0,290(0,295|0,301(0,306|0,311{0,314(0,316
8,25 [3,500|3,593|3,593(3,505|2,977|2,276|2,116|2,495(2,602|2,427(1,568|1,010{1,143|1,391|1,210{0,749|0,426|0,299|0,238|0,206|0,200|0,206(0,215|0,223(0,230|0,235|0,240(0,242
7,88 [2,988|3,074|3,090(3,036|2,567|1,876|1,382|1,046/0,873|0,743|0,584|0,677(1,277|1,880|1,747(1,213|0,727|0,389|0,210|0,166|0,171]0,179(0,183|0,186(0,188|0,188|0,189(0,190
7,51 2,374|2,44412,456(2,415|2,133|1,693|1,186|0,714/0,537)0,408|0,317(0,542(1,161|1,681|1,680(1,310|0,826|0,409|0,190|0,163|0,193]0,194|0,189|0,182(0,173|0,165|0,158(0,155
7,13  [2,090|2,149|2,161(2,122|1,811|1,322]|0,902|0,639(0,551|0,482(0,454|0,716(1,296|1,756|1,607(1,092|0,618|0,302|0,159|0,164|0,199|0,221(0,218|0,201(0,180|0,158|0,140(0,133
6,76 [2,013|2,064|2,064(2,013|1,681|1,154]|0,745|0,512(0,429|0,386|0,438|0,726(1,269|1,653|1,431/0,852|0,441|0,277|0,240|0,286|0,331]0,322(0,283|0,239(0,197|0,160{0,128(0,116
6,39 1,810(1,844|1,854|1,841(1,674|1,412(1,073]0,721|0,589(0,499|0,450(0,614|0,993|1,302|1,156|0,769/0,480|0,340(0,314]0,381|0,433|0,387|0,318(0,257|0,206(0,164|0,131{0,118
6,02 1,289(1,294|1,296|1,291(1,286|1,235(1,041]0,756|0,635(0,543]0,451(0,459|0,552(0,635|0,705|0,701(0,576|0,407(0,315]0,313|0,326|0,308|0,271(0,230{0,191(0,158|0,130{0,119
5,64 (0,881/|0,873|0,879(0,881|0,876|0,835|0,761|0,665(0,613]|0,567(0,495|0,430(0,341|0,316|0,469(0,638|0,614|0,439|0,298|0,245|0,223]0,215(0,203|0,185(0,164|0,143|0,123(0,115
5,27 [0,778|0,768|0,770(0,767|0,720|0,634]0,611|0,654/0,661|0,632|0,505|0,393(0,334|0,341|0,456|0,596|0,585|0,449|0,326|0,250|0,204|0,181(0,168|0,156(0,144|0,131{0,118(0,112
4,90 |0,763|0,753|0,759|0,767(0,746|0,712(0,651]|0,562|0,524(0,498|0,464|0,432|0,422(0,436|0,434|0,426|0,435)0,429(0,377)0,295|0,226|0,184|0,160(0,146|0,136(0,127|0,119(0,114
4,52 |0,627(0,630/0,630|0,627(0,642|0,637(0,577]|0,494|0,466|0,456|0,477(0,491|0,425(0,346|0,337|0,359(0,396)0,430(0,404|0,313|0,226|0,185|0,162(0,147|0,135(0,127|0,119(0,115
4,15 |0,758/0,766/|0,770|0,765(0,698|0,590(0,481]0,398|0,380(0,382|0,429|0,463|0,437(0,391|0,355|0,350(0,373)0,404(0,390|0,323|0,255|0,203]0,171(0,151|0,138(0,128|0,118|0,113
3,78 [0,832|0,854|0,855(0,837|0,704|0,516]0,384|0,318/0,307|0,330{0,430/0,481(0,436|0,366|0,322(0,308|0,316|0,328|0,318|0,276|0,227]0,191(0,168|0,153(0,141]|0,130{0,121(0,115
3,40 (0,708|0,723|0,728(0,718|0,590|0,403]0,364|0,480(0,530|0,536|0,472|0,434/0,411|0,363|0,311/0,253|0,238|0,272|0,282|0,238|0,191]0,175(0,167|0,157(0,146|0,134(0,121(0,114
3,03 [0,520/0,530|0,530(0,520|0,525|0,526|0,484|0,421(0,390|0,360(0,300(0,317(0,512|0,654|0,475/0,191]|0,106|0,187|0,247|0,240|0,216]0,204(0,192|0,177(0,160|0,141{0,122(0,113
2,66 [0,683|0,682|0,686(0,688|0,664|0,613|0,512|0,363(0,301|0,273|0,310(0,431(0,630|0,744|0,566|0,266|0,127|0,158|0,221|0,260|0,273]0,260(0,236|0,209(0,181|0,153|0,127(0,116
2,28 [0,695|0,701|0,702(0,696|0,649|0,577]|0,518|0,488(0,479|0,456|0,406|0,443(0,588|0,672|0,541(0,316|0,186|0,174|0,221|0,283|0,316|0,302(0,268|0,231(0,197|0,166|0,138(0,126
1,91 0,597(0,613]0,613[0,602|0,557|0,482|0,443|0,447(0,447)0,447|0,447(0,463|0,509|0,512|0,395(0,233|0,160|0,175|0,222|0,279(0,311]0,293|0,261|0,228(0,196|0,167|0,141(0,129
1,54 |0,665|0,665(0,668]|0,669|0,614(0,545[0,491|0,456|0,452(0,460|0,502|0,522|0,444|0,342(0,255|0,190(0,174|0,201(0,229|0,238|0,235(0,232|0,220(0,201|0,180(0,157|0,135|0,125
1,17 |0,465|0,474(0,475]0,470|0,456|0,437(0,425|0,427|0,428(0,429|0,416|0,368|0,291(0,205(0,163|0,160(0,188|0,236(0,255|0,229|0,203|0,193]0,185(0,174|0,159(0,142|0,124|0,115
0,79 [0,412|0,420|0,420(0,411]0,362|0,3010,310|0,385(0,414|0,418|0,366(0,301(0,243|0,197|0,174|0,168|0,186|0,216|0,227|0,213|0,192|0,179(0,168|0,156(0,142|0,127|0,111(0,103
0,42 [0,450|0,456|0,461(0,458|0,367|0,249]0,239|0,3110,333|0,327(0,258|0,206|0,221|0,258|0,242(0,204|0,197|0,214|0,222(0,211|0,193|0,175(0,159|0,144(0,129|0,114
0,05 0,256|0,264|0,264|0,258|0,241]0,221|0,220|0,232(0,224|0,198|0,104|0,049|0,142(0,252|0,255(0,210|0,195(0,207(0,211]0,199(0,181]0,164(0,147]0,131]|0,116(0,102
-0,33 |0,225|0,220(0,223|0,225|0,222|0,216|0,208|0,191|0,173|0,147)0,083|0,055|0,105|0,170|0,194|0,186|0,178)0,178(0,176|0,169(0,158|0,144|0,130(0,116|0,102
-0,70 |0,249|0,243|0,243]0,242(0,233|0,220(0,207|0,191|0,179(0,161]|0,116|0,093|0,102|0,125(0,142|0,149(0,151|0,150(0,146|0,141|0,132(0,122|0,110

181




Distribucion de niveles extracelulares de NO en el sistema nervioso central de la rata adulta utilizando técnicas voltamétricas:

Bregma -12,30 mm

mm | LATERAL

VERTICAL| 0,00 0,18 0,37 055 0,73 0,92 1,10 1,29 1,47 1,65 1,84 2,02 220 2,39 257 276 294 312 331 349 3,67 3,86 4,04 422 441 4,50
8,00 1,475]1,475|1,475(1,483(1,513[1,544
7,65 1,344 11,344 |1,344(1,352(1,358 (1,334 (1,143(0,820(0,850 (1,064
7,31 1,086)1,086(1,086|1,079/1,055[1,071]0,910|0,586|0,416| 0,386 0,380 0,374 |0,440(0,836 | 1,433
6,96 |0,743)0,743|0,743)|0,755|0,798(0,840(0,810|0,662]0,513|0,483/0,477|0,471/0,453|0,401|0,385|0,425)|0,465|0,706 | 1,205
6,62 0,538)0,538/|0,538)|0,550/0,635(0,744(0,763|0,7080,610|0,580(0,531|0,479(0,427(0,376|0,359)0,400|0,440(0,480|0,520(0,575|0,753|0,938|1,192| 1,575
6,27 |0,413]|0,413|0,413)|0,443|0,552(0,614|0,607|0,5580,572|0,536|0,491|0,445|0,400{0,350|0,334)0,385|0,442|0,500{0,557(0,615|0,793|0,978 1,163 | 1,340 [ 1,412[1,448
5,92 0,331]|0,331/0,331)|0,345|0,397(0,448|0,479|0,493|0,506 | 0,471/0,425|0,380|0,363|0,372|0,395)|0,442| 0,489 (0,540 0,597 | 0,655|0,833|0,970| 1,042 | 1,114 1,187 (1,223
5,58 |0,262)0,262|0,262)0,277|0,372(0,475|0,501|0,464|0,441|0,418|0,426|0,435|0,443(0,452|0,475)0,522|0,569 | 0,616 |0,645|0,630|0,690|0,755|0,820| 0,889 | 0,961 (0,998
5,23 |0,331]0,331/0,331)|0,360/0,462|0,504|0,503|0,459|0,397|0,411/0,441/0,471{0,501[0,530|0,552)0,536 | 0,521 0,506 | 0,491/ 0,476 | 0,536 | 0,601]0,666 | 0,720 |0,755(0,772
4,88 |0,417/0,417/0,417]|0,429|0,471|0,492|0,462|0,404)0,342|0,357|0,387|0,417(0,427|0,433|0,428|0,403|0,378|0,353|0,337(0,322 (0,382 (0,426 (0,461 [0,495(0,530 (0,547
4,54 |0,457/0,457]0,457(0,461(0,388|0,316)0,285)|0,288|0,288(0,290|0,297(0,303|0,310|0,316|0,3110,286 | 0,261|0,2360,229|0,230|0,242| 0,254 | 0,267 | 0,280 | 0,304 | 0,322
4,19 |0,466(0,466|0,466(0,446(0,368|0,271)0,230|0,221(0,199(0,197|0,199{0,200|0,202|0,203 | 0,206 | 0,207 [0,207|0,2080,209|0,210|0,222|0,234 | 0,247 | 0,253 0,253 | 0,254
3,85 |0,480|0,480/0,480)0,453/0,356(0,272|0,232|0,211|0,161|0,160/0,171/0,181/0,183(0,185|0,1860,187|0,187(0,188|0,189(0,190|0,202|0,203 0,204 | 0,204 | 0,205 | 0,205
3,50 |0,503]0,503/0,503)|0,485|0,421(0,358|0,294|0,231|0,167|0,158|0,160/0,161[0,163(0,165|0,1660,167|0,167(0,169(0,175/0,181|0,177|0,172|0,168 0,163 | 0,159 (0,157
3,15 |0,503]0,503|0,503)|0,485|0,423(0,362|0,300|0,230|0,157|0,145/0,146/0,146|0,146(0,147|0,150|0,157|0,163|0,169|0,175(0,181|0,177|0,172| 0,168 | 0,145
2,81 0,477(0,477]0,477/0,460/0,400/0,334 (0,278 /0,218 (0,146 (0,134 (0,134|0,132|0,127]0,122|0,124|0,137)0,150| 0,163 0,175|0,181|0,172| 0,146 0,120| 0,127
2,46 |0,426|0,426|0,426(0,407(0,337(0,267(0,223(0,177{0,132(0,117|0,112/0,107{0,102(0,097 {0,099/0,111/0,124{0,133|0,140|0,146|0,121)0,095|0,105
2,12 |0,329|0,329|0,329|0,310/0,275(0,260(0,228|0,193|0,158|0,141/0,128|0,115/0,102|0,088|0,073|0,070| 0,076 | 0,082 0,088 0,094 | 0,070|0,083 0,111
1,77 [0,285|0,285|0,285|0,281|0,2660,246|0,233/0,218(0,184|0,167|0,154|0,137]0,120| 0,103 /0,087 (0,076 | 0,065 0,053 0,042| 0,043 0,060 | 0,091
1,42 [0,260|0,260|0,260|0,255|0,233|0,212/0,203(0,197|0,193|0,184|0,169|0,152|0,134/0,117(0,102|0,090|0,079|0,066 | 0,053| 0,041 0,069 [ 0,093
1,08 [0,209|0,209|0,209|0,203|0,190|0,178/0,170(0,173|0,176|0,1660,154|0,140|0,126|0,116{0,111{0,101{0,088|0,075|0,062| 0,049 0,075
0,73 |0,211]|0,211/0,211)0,208/0,195(0,171{0,162|0,161|0,148|0,135/0,121/0,119{0,118|0,116|0,111)0,101/0,090(0,079|0,069| 0,058
0,38 |0,217|0,217/0,217)0,210/0,186(0,163|0,148|0,136|0,124|0,121{0,121/0,119{0,118|0,116|0,111)|0,101 /0,090 [0,079|0,069| 0,058
0,04 |0,200|0,200/0,200)0,193/0,175(0,157|0,142|0,130|0,118|0,115/0,115/0,115/0,115|0,115]|0,111)0,101 /0,090 (0,079
-0,31  |0,162(0,162|0,162(0,157|0,144|0,147]0,142|0,122|0,095|0,094|0,098|0,103|0,107|0,112| 0,090
-0,65 [0,140(0,140|0,140(0,141|0,144]0,141)|0,129/0,106(0,079|0,080|0,088|0,087
-1,00 |0,140{0,140|0,140(0,137]0,125|0,112]0,100|0,088 {0,076
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