
 

 

 

SEÑALIZACIÓN ANTERÓGRADA MEDIADA POR ÓXIDO 

NÍTRICO PRODUCIDO EN FIBRAS PREMOTORAS DEL 

NÚCLEO MOTOR DEL TRIGÉMINO  

 

Dra. Adriana Fernández Alvarez, MD, MSc 

 

 

 

Tesis de Doctorado 

Programa de Desarrollo de las Ciencias Básicas (PEDECIBA) 

Área Biología – Subárea Neurociencias 

Universidad de la República 

Montevideo-Uruguay 

Año 2011 

 

 

 

Tutora: Dra. Verónica Abudara 

Co-tutor: Dr. Ruben Budelli 

 

 

Tribunal de Tesis:  

Dr. Omar Macadar (Presidente) 

Dra. Ana Denicola (Vocal) 

Dra. Patricia Cassina (Vocal)  



 1

INDICE 
 
1. RESUMEN DEL PROBLEMA SOBRE EL QUE VERSA LA TESIS 

 
 

8 

2. ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 
 

9 

 2.1. Contextualización histórica. Evidencias recientes para interrogantes 
antiguas: de los postulados de Cajal y Golgi a la transmisión por 
cableado y en volumen de Agnati y Fuxe 
 

9 

 2.2. La evolución del concepto de la transmisión por cableado y en 
volumen 
 

15 

  2.2.1. El avance en el perfil de las definiciones de WT y VT 
 

15 

  2.2.2. Nuevos criterios para clasificar la comunicación intercelular 
en el SNC: de las redes celulares a las redes moleculares 
 

17 

 2.3. El óxido nítrico (NO): un mensajero en volumen para la transmisión 
“NO sináptica” en el SNC 
 

25 

  2.3.1. Los criterios que definen a un neurotransmisor 
 

26 

  2.3.2. Las características fisico-químicas del NO lo convierten en 
un neurotransmisor atípico 
 

28

  2.3.3. Algunos de los blancos moleculares del NO 
 

32

  2.3.4. El cese de la acción mensajera del NO 
 

36

  2.3.5. Las características de las redes de comunicación del NO 
como neurotransmisor en volumen en el SNC 
 

38

 2.4. Una cuestión central de la transmisión en volumen:¿Cuánto y cómo 
difunde el NO desde sus fuentes en el SNC? 
 

40

  2.4.1. Valores obtenidos empíricamente para concentración y 
difusión de NO en el SNC 
 

40 

  2.4.2. Modelos matemáticos para predecir la difusión de NO 
 

43

 2.5. El NO en el núcleo motor del trigémino: ¿una señal espacial que 
coordina la actividad neural? 
 

48

  2.5.1. El NO de origen exógeno modula las propiedades 
electrofisiológicas de las motoneuronas trigeminales 
 

48

  2.5.2. En el NMT las fuentes nitrérgicas neurales son fibras 
premotoras de pequeño diámetro 
 

50

  2.5.3. El NO como mensajero anterógrado en el NMT 
 

52



 2

3. HIPÓTESIS GENERAL DE TRABAJO Y PREGUNTA QUE TRATA DE 
RESPONDER EL TRABAJO DE TESIS 
 
 
 

55

4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 
 

58

 4.1. Objetivo general 
 

58

 4.2. Objetivos específicos 
 
 
 
 

58

5. ESTRATEGIA METODOLÓGICA DESARROLLADA 
 
 

60

 5.1. Puntualizaciones 
 

60

 5.2. Estrategia desarrollada 
 
 
 
 

62

6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

65

 6.1. Identificación de las motoneuronas trigeminales mediante marcado 
retrógrado 
 

65

 6.2. Preparación de rodajas de tallo cerebral de cobayo 
 

68

 6.3. Incubación y carga de las rodajas de tronco encefálico con DAF-2 
DA 
 

69

 6.4. Monitorización indirecta de la concentración intracelular de NO en 
rodajas de tejido vivo mediante el indicador DAF-2 DA 
 

70

 6.5. Microscopía de epifluorescencia, sistema de captación y 
procesamiento de imágenes 
 

74

 6.6. Análisis computacional de las variaciones de fluorescencia para 
DAF-2T en experimentos dinámicos 
 

77

 6.7. Inmunohistoquímica para detección de GMPc 
 

80

 6.8. Microscopía confocal 
 

81

 6.9. Tratamiento de las rodajas. Soluciones y drogas 
 

83

 6.10. Análisis estadístico 
 

85



 3

7. RESULTADOS 
 
 

87

 7.1. Indagar la existencia de producción de NO endógeno en situación 
basal (Objetivo específico 1)  
 

87

  7.1.1. Las motoneuronas trigeminales pueden ser identificadas en 
rodajas de tejido vivo por marcado retrógrado con CM-DiI 
 

87

  7.1.2. El NO endógeno es detectado en motoneuronas 
trigeminales carentes de NOSn en condiciones basales 
 

90

  7.1.3. Existen diferentes patrones de distribución del NO en 
condiciones basales dentro del NMT 
 
 

91

 7.2. Demostar que ante la depolarización de múltiples fibras nitrérgicas 
delgadas el NO endógeno liberado incluye a las motoneuronas 
trigeminales en su dominio de influencia (Objetivo específico 2) 
 

95

  7.2.1. La perfusión con alto-[K+]o aumenta la producción y 
difusión de NO en el NMT con respecto a la situación basal 
 

85

  7.2.2. El incremento de la señal DAF-2T en las motoneuronas 
inducido por la depolarización con alto-[K+]o efectivamente 
está vinculado con la producción de NO endógeno 
 

104

  7.2.3. La dinámica de incremento en la concentración de NO en 
las motoneuronas trigeminales es diferente si el NO es 
generado endógenamente o es aplicado exógenamente 
 
 

110

 7.3. Evidenciar que el NO endógeno al difundir ingresa a las 
motoneuronas trigeminales en concentraciones biológicamente 
efectivas que permitan activar a la GCs presente en ellas (Objetivo 
específico 3) 
 

115

   
7.3.1. 

La administración de NO exógeno incrementa la 
inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas 
trigeminales 
 

115

  7.3.2. La depolarización con alto-[K+]o aumenta la señal de 
inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas 
trigeminales NOSn-negativas que expresan la GCs 
 
 

118

 7.4. Identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la  
transmisisón nitrérgica en el NMT (Objetivo específico 4) 
 

120

  7.4.1. Desde la estimulación de las fuentes nitrérgicas premotoras 
a la producción post-sináptica de GMPc en las 
motoneuronas: una secuencia que subyace a la 
transmisión anterógrada mediada por el NO en el NMT 

120



 4

  7.4.2. La transmisión anterógrada entre las fibras nitrérgicas 
premotoras y las motoneuronas trigeminales requiere de 
activación neural 
 

121

  7.4.3. La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
requiere de la apertura de canales de Ca2+ voltaje-
dependientes presinápticos y del ingreso de Ca2+ 
extracelular a las terminales 
 

123

  7.4.4. La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
requiere la activación de la NOSn y la producción de NO en 
las fibras nitrérgicas premotoras 
 

125

  7.4.5. La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
requiere la difusión de NO desde las fibras y su ingreso al 
interior de las motoneuronas trigeminales NOSn-negativas 
 

126

  7.4.6. Resumen de los resultados obtenidos correspondientes al 
cuarto bloque 
 
 

128

8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 

130

 8.1. Las fuentes nitrérgicas que responden al estímulo con alto-[K]º en 
el NMT 
 

131

 8.2. Eventuales fuentes productoras de NO en condiciones basales 
 

133

 8.3. En el NMT la extensión de la señal de NO permite el reclutamiento 
de grupos de motoneuronas 
 

136

 8.4. Posibles efectos de la activación de la vía NO/GMPc sobre la 
actividad neuronal 
 

138

 8.5. La segregación espacial entre las terminales axónicas premotoras y 
las fuentes somatodendríticas le confiere propiedades funcionales 
particulares a la señalización por NO en el NMT 
 

141

 8.6. Conclusiones generales 
 
 

145

9. RESUMEN DE LA TESIS 
 

146 

10. REFERENCIAS BIBILIOGRÁFICAS 
 

147

11. ENDOGENOUS PRESYNAPTIC NITRIC OXIDE SUPPORTS AN 
ANTEROGRADE SIGNALING IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
(Fernández Alvarez et al., 2011, J. Neurochem. 118: 546-557) 
 

163 

 



 5

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS 
 
 
 
Figura 1 Representación esquemática de las propuestas de Golgi, de 

Cajal y de Agnati y Fuxe para la comunicación intercelular 
en el SNC 
 

14 

TABLA I  Diferentes tipos de comunicación intercelular en el SNC 
 

15

TABLA II  Propiedades diferenciales entre los circuitos de WT y VT 
 

17

Figura 2  Concepto de redes de redes 
 

18

TABLA III  Posibles criterios informáticos para la clasificación de las 
redes de comunicación en el SNC 
 

20

TABLA IV  Resumen de los diferentes tipos de WT y VT que integran 
las redes de comunicación en el SNC 
 

22

Figura 3  Características básicas de la WT y la VT 
 

23

Figura 4  Representación esquemática de distintos ejemplos de VT en 
el SNC 
 

24

Figura 5  Esquema general de la síntesis de NO por la NOS a partir 
de Arginina y O2 

 

28

Figure 6  Regulación de la señalización de NO a través de proteínas 
adaptadoras 
 

30

Figure 7  Vía de transducción NO/GMPc 
 

34

Figura 8  Dibujo del contorno de la zona de concentración umbral de 
NO efectiva para la vía NO/cGMP 
 

45

Figura 9  La eficacia de señalización de una única fibra nitrérgica 
depende de su diámetro y es posible obtener mayores 
concentraciones de NO si múltiples fibras delgadas actúan 
cooperativamente 
 

47

Figura 10  Registros electrofisiológicos intracelulares de la actividad de 
motoneuronas trigeminales en rodajas de tronco encefálico 
de cobayo, efectos de los dadores de NO 
 

49

Figura 11  Registros electrofisiológicos intracelulares de la actividad de 
motoneuronas trigeminales en rodajas de tronco encefálico 
de cobayo, efectos dependientes del GMPc 
 

49

Figura 12  Fibras nitrérgicas delgadas inervan a las motoneuronas 
trigeminales 
 

51



 6

Figura 13  Características del marcador retrógrado 
 

66

Figura 14  Esquema que ilustra la estructura molecular del DAF2-DA y 
del DAF2 
 

70

Figura 15  Mecanismo propuesto para la detección de NO por el DAF-2 
en presencia de O2 

 

72

Figura 16  Representación esquemática de los sucesos que acontecen 
una vez que se incuba el tejido vivo con el marcador DAF-2 
DA 
 

72

Figura 17  Espectros de excitación y emisión para DAF-2T 
 

73

Figura 18  Ejemplo de solapamiento del espectro de dos fluoróforos e 
influencia del mismo en el fenómeno de “bleedthrough” 
 

77

Figura 19  Microfotografías que ilustran la inmunofluorescencia para 
GMPc a través del conjugado Alexa 488 en motoneuronas 
trigeminales identificadas con CM-DiI 
 

83

Figura 20  Identificación de motoneuronas trigeminales por marcado 
retrógrado en rodajas de tejido vivo 
 

88

Figura 21  Monitorización de NO intracelular en el NMT de rodajas de 
tejido vivo cargadas con el indicador indirecto DAF-2 DA 
 

90

Figura 22  Producción y difusión de NO endógeno en condiciones 
basales en el NMT 
 

93

Figure 23  La perfusión con alto-[K+]o induce un aumento en los 
niveles de NO endógeno en el NMT 
 

96

Figura 24  La perfusión con alto-[K+]o induce un aumento en los 
niveles de NO endógeno en las motoneuronas trigeminales 
NOSn-negativas 
 

98

Figura 25  Curso temporal de las variaciones de la fluorescencia 
intracelular para DAF-2T en motoneuronas trigeminales 
durante la perfusión con alto-[K+]o 

 

100

Figura 26  La señal fluorescente para DAF-2T es originada tanto por el 
NO endógeno generado por activación de la nNOS ante la 
depolarización como por el NO exógeno liberado por 
dadores de NO 
 

105

Figura 27  Distribución de frecuencia de valores máximos de señal 
fluorescente DAF-2T en las motoneuronas trigeminales ante 
distintos tratamientos recibidos por las rodajas de tejido 
vivo 
 
 
 

107



 7

Figura 28  La latencia a la máxima concentración de NO en las 
motoneuronas trigeminales es diferente en las rodajas 
tratadas con alto-[K+]o y con DETA/NO 
 

111

Figura 29  La dinámica de incremento de la concentración de NO 
dentro de las motoneuronas trigeminales es diferente si el 
NO es generado endógenamente o si el NO es aplicado 
exógenamente 
 

112

Figura 30  El incremento de la concentración de NO en las 
motoneuronas trigeminales es inducido también en 
experimentos estáticos al depolarizar y al administrar un 
agonista glutamatérgico 
 

114

Figura 31  La administración exógena de NO incrementa la señal de 
inmunofluorescencia para GMPc en motoneuronas 
trigeminales con respecto a la situación control 
 

117

Figura 32  El NO endógeno alcanza a las motoneuronas trigeminales 
postsinápticas en concentraciones biológicamente efectivas 
para activar a la GCs 
 

119

Figura 33  La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
depende de la actividad neural 
 

122

Figura 34  La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
requiere del influjo de Ca2+ extracelular a la fuente 
nitrérgica a través de canales de Ca2+ 

 

124

Figura 35  La transmisión anterograda mediada por NO en el NMT 
requiere la activación de la NOSn presináptica 
 

126

Figura 36  La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
requiere de la difusión extracelular de NO desde fuentes 
extramotoneuronales 
 

127

Figura 37  La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
depende de la actividad neural y requiere del influjo de Ca2+ 

y apertura de CCVDs presinápticos 
 

128

Figura 38  La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT 
depende de la actividad neural y requiere de Ca2+ 

extracelular, de la activación de la NOSn presináptica, de la 
difusión de NO y de la activación de la GCs 

129

 



 8

1.- RESUMEN DEL PROBLEMA SOBRE EL QUE VERSA LA TESIS 
 
          La capacidad de señalización espacial intra e interneuronal que le 

confieren sus propiedades físico - químicas, hacen del óxido nítrico (NO) un 

neurotransmisor en volumen. Esta tesis plantea un problema científico central 

inherente a la señalización espacial: la capacidad de difusión biológicamente 

efectiva del NO en el sistema nervioso central (SNC). Los reportes 

experimentales relativos a la cuantificación directa de la difusión del NO en 

tejido vivo son escasos. Los modelos teóricos y matemáticos intentan 

compensar esta ausencia de información. En la mayoría de los casos ambos 

tipos de aproximaciones consideran al soma neuronal como fuente principal de 

NO. En esta tesis se aborda en rodajas de tronco encefálico, el estudio de la 

difusión de NO endógeno y los mecanismos subyacentes a la modulación de 

dicha difusión en el núcleo motor del trigémino (NMT) del cobayo; en este 

sistema la fuente nitrérgica está representada por fibras premotoras finas y la 

transmisión de información es anterógrada, o sea que el NO liberado desde 

dichas fibras modula motoneuronas postsinápticas. El patrón de conexiones en 

el sistema nervioso es determinante en la especificidad de transferencia de la 

información. El diseño de "conexiones" mediadas por el NO está moldeado por 

el patrón espaciotemporal de la difusión de NO. Éste patrón a su vez es 

determinado, entre otros factores, por las características de la fuente 

nitrérgica. De confirmarse en nuestro modelo que el NO endógeno, generado 

por activación de la Óxido Nítrico Sintasa neuronal (NOSn) presente en las 

fibras delgadas promotoras, ingresa en concentraciones biológicamente 

efectivas a las motoneuronas trigeminales (blancos post-sinápticos 

propuestos), se aportarían elementos para el mapeo de una red difusional 

nitrérgica en dicho núcleo. Si además el volumen de difusión de NO fuera 

modificable por acciones farmacológicas específicas se evidenciaría que el 

patrón témporo - espacial de estas redes difusionales nitrérgicas es transitorio, 

dinámico y modulable. 
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2.- ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 

 

 Los antecedentes y el marco teórico serán abordados de lo general a lo 

particular. Se iniciará con una contextualización histórica referida al problema 

de la comunicación en el SNC, se pasará luego a abordar los conceptos de 

transmisión por cableado y en volumen, posteriormente se analizarán 

diferentes aspectos de la transmisión en volumen mediada por NO y por último 

se harán aportes con respecto a la transmisión mediada por NO en el NMT del 

cobayo. 

 

2.1.- Contextualización histórica. Evidencias recientes para 

interrogantes antiguas: de los postulados de Cajal y Golgi a la 

transmisión por cableado y en volumen de Agnati y Fuxe 

 

Entre fines del S XIX e inicios del S XX, se debatían dos concepciones 

opuestas y fundamentales acerca de la transmisión de la información en el 

sistema nervioso central: la doctrina de la neurona del español Santiago 

Ramón y Cajal y la teoría reticularista del italiano Camillo Golgi. Mientras Cajal 

postulaba que la comunicación interneuronal se establecía por contigüidad, 

siendo las neuronas unidades definidas independientes (teoría de la neurona), 

Golgi alegaba, basado en la observación de preparaciones teñidas con su 

técnica (1891a,b), que dicha comunicación se producía por continuidad, como 

en una especie de red continua o sincitio (teoría reticular). Ambos 

investigadores realizaron los primeros mapas detallados de circuitos 

neuronales en el SNC y desarrollaron la atinada idea de que la descripción 
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estructural de la red neural tenía sentido funcional sólo analizándola 

conjuntamente con los modos de comunicación entre las neuronas, por tanto 

estructura y comunicación constituían dos aspectos inseparables de la función 

del sistema nervioso. La repercusión de sus estudios, basados en evidencias 

exclusivamente morfológicas, determinó que dichos científicos compartieran en 

1906 el galardón del Premio Nóbel en Fisiología y Medicina “a pesar de 

defender posiciones tan diferentes y conflictivas con respecto a la organización 

neural en el SNC” (De Carlos y Borrell, 2007). Durante varias décadas la teoría 

de la neurona de Cajal fue tomando rasgos de paradigma. Simultáneamente, 

ante el importante desarrollo del conocimiento sobre la transmisión sináptica 

(incluidos la definición y los aportes de Sherrington), la concepción de Golgi se 

fue dejando paulatinamente de lado y “en los libros de neurofisiología era 

planteada como un gran error, pero… ¿realmente lo era?” (Agnati et al., 2007).  

En la década de los '80 del siglo XX las ideas de Golgi fueron 

revaloradas, recontextualizadas y ampliadas en vistas de la existencia de 

distintas evidencias morfológicas y funcionales publicadas durante los ’70 y 

’80, lo cual llevó a varios autores a sugerir la existencia de vías para la 

comunicación interneuronal alternativas a la transmisión sináptica (Kiss y Vizi, 

2001). Entre estas evidencias se encontraban: el mapeado de las redes 

monoaminérgicas portadoras de un gran porcentaje de varicosidades 

liberadoras de neurotransmisores en ausencia de sinapsis (Fuxe et al., 1967;  

Fuxe y Jonsson, 1973; Descarries et al. 1975; Kalia et al., 1984), la 

descripción de otras sinapsis “en passant” en el SNC (Kalia y Richter, 1985), el 

“spillover” de neurotransmisores actuando en receptores extrasinápticos (Alger 
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y Nicoll, 1982), el descubrimiento de “mismatches” entre neurotransmisores y 

receptores como por ejemplo en el sistema opioide (McLean et al., 1987; 

Herkenham, 1987), la neuromodulación por monoaminas (Cheramy et al., 

1981) péptidos (De Wied y Jolles, 1982)  y otros novedosos neurotransmisores 

(Fuxe et al., 1977; 1980) y la detección de potenciales sinápticos tardíos de 

varios minutos de duración (Dingledine y Korn, 1985).  

Diferentes propuestas surgieron para indicar que otros modos de 

comunicación podrían funcionar en el cerebro además de la transmisión 

sináptica. Dichas vías alternativas de comunicación interneuronal recibieron 

diferentes denominaciones como: transmisión no sináptica entre neuronas 

(Vizi, 1984), transmisión neuronal no clásica (Cuello, 1983) o transmisión 

parasináptica operando en paralelo con los circuitos sinápticos (Schmitt, 1984). 

Sin embargo todas estas denominaciones pasaban por alto la importancia de la 

comunicación glia-glia y glia-neurona y la comunicación punto a punto que 

involucra a las uniones gap y a la yuxtaposición de membranas en el SNC. Es 

así que basados en estos y otros antecedentes Agnati y Fuxe  postulan la 

existencia de dos mecanismos complementarios de comunicación intercelular 

en el SNC: la ya bien conocida “transmisión por cableado” y la “transmisión en 

volumen”; considerando como la transmisión en volumen de las señales 

aquella que se desarrolla a través del espacio extracelular y a través del líquido 

cefalorraquídeo (Agnati et al., 1986; Fuxe et al., 1988). En concordancia la 

confirmación de evidencias y el afianzamiento de ciertos conceptos que no 

encajaban en el paradigma de CajalF

1
F y/o que no daban cuenta de la 

                                           
1 que comenzaba a sufrir una especie de “crisis Kunheana” (Agnati et al., 2007) 
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conceptualización de la sinapsis química clásica, pero que sí quedaban 

contemplados por la propuesta de Agnati y Fuxe, fueron en aumento. Entre 

dichas evidencias experimentales se incluyen: la amplia distribución de uniones 

gap en el SNC de los mamíferos (Bennett y Goodenough, 1978), la descripción 

de comunicación glia-glia y glia-neurona tanto por “cableado” como en 

“volumen” (Ventura y Harris, 1999; Fields y Stevens-Graham, 2002), la 

existencia de algunas respuestas fisiológicas de lenta aparición y desaparición 

como por ejemplo el sueño, el hambre o la respuesta sexual (Pfaus, 1999), así 

como también la existencia de neurotransmisores no convencionales como por 

ejemplo gases (Gally et al., 1990). El principal criterio para la clasificación que 

divide la transmisión por cableado y la transmisión en volumen son las 

características de la vía o canal utilizado para la comunicación (Agnati et al., 

2010):  

- con fronteras físicamente bien delimitadas en la transmisión por 

cableado (axones y sus sinapsis, uniones gap) y  

- sin delimitación física clara en la transmisión en volumen (el 

fluido extracelular que llena el tortuoso espacio extracelular y el 

líquido cefalorraquídeo que llena el espacio ventricular y el 

espacio subaracnoideo).  

Efectivamente la transmisión por cableado (WT, por “wiring 

transmission”) se define por la presencia de vías de comunicación físicas 

dentro de circuitos neuronales, la comunicación ocurre como si en un cableado 

representado por estructuras relativamente fijas se produjera  la rápida y 

segura conducción de los potenciales de acción. El prototipo de la WT es la 
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transmisión sináptica clásica con la transferencia punto a punto de señales 

químicas  en la hendidura sináptica representando una transmisión discreta 

con baja a moderada divergencia y plasticidad y que se ha involucrado 

preferentemente en la elaboración elemental de acciones de corto término 

(Fuxe et al., 2007). 

En cuanto a la transmisión en volumen (VT, por “volume transmission”) 

se define como la comunicación entre células nerviosas y/o glias entre sí y/o 

con células endoteliales y ependimales, caracterizada por la difusión de señales 

químicas (neurotransmisores, neuromoduladores y factores tróficos) y el flujo 

de corrientes iónicas (señales electrotónicas) en el fluido del espacio 

extracelular del SNC (Agnati et al., 1986; Agnati y Fuxe, 2000). Esta 

transmisión involucra además vías de traslado a larga distancia en el líquido 

cefalorraquídeo (Nicholson, 1999) y a lo largo de vías o canales extracelulares 

delineados por el empaquetado de la masa de las glias y neuronas y por la 

arquitectura vascular. Para la VT se ha propuesto un papel preferencial en 

acciones de largo término y en la elaboración holística de la información, con 

participación en la modulación de largo plazo de grandes redes neurogliales 

para el manejo de la información y el trofismo.   

La teoría de que las redes neurogliales del cerebro están organizadas en 

dos modos complementarios de comunicación para el manejo de la 

información, VT y WT interactuando una con otra (Figura 1), resolvería el 

conflicto entre las visiones opuestas de Golgi y Cajal sobre la comunicación en 

el sistema nervioso (Agnati et al., 2007). Al decir de Fuxe et al. (2010): “the 

output of a neuronal network is not the sound of a soloist (one chemical 
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signal), but most of the times of an orchestra since many VT and WT signals 

interact according to precise chemical, temporal and spatial patterns”.  

 

 

 

 

Figura 1: Representación esquemática de las propuestas de Golgi, de Cajal y de Agnati 
y Fuxe para la comunicación intercelular en el SNC. Es de destacar la importancia que 
Agnati y Fuxe le otorgan al proceso de comunicación entre todos los tipos celulares presentes en 
el SNC y a la propuesta de la existencia de dos modos diferentes de comunicación intercelular: 
VT y WT, según cual sea la vía o canal a través de la cual esta se realiza (Tomado de Agnati et 
al., 2007). 
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2.2.- La evolución del concepto de la transmisión por cableado y 

en volumen  

 

2.2.1.- El avance en el perfil de las definiciones de WT y VT 

 

En 1998 y 1999, Zoli et al. proponen una clasificación más detallada de 

los distintos tipos de comunicación intercelular en el sistema nervioso central 

manteniendo la división entre WT y VT (véase la TABLA I). Los criterios 

elegidos para el establecimiento de las categorías en la clasificación fueron: a) 

la relación numérica fuente / blanco, entendiendo como fuente las estructuras 

subcelulares que producen la señal y como blanco las estructuras subcelulares 

que reconocen la señal, b) la distancia entre la fuente y el blanco y c) el 

tiempo de retardo entre la producción de la señal en la fuente y la acción en el 

blanco.  

TABLA I - Diferentes tipos de comunicación intercelular en el SNC 

(Tomada de Zoli et al., 1998) 
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Dichos autoresF

2
F definen la transmisión en volumen en forma más 

detallada como una modalidad de transmisión no sináptica y difusa, que tiene 

una relación fuente / blanco menor a 1 (menos fuentes que blancos), pudiendo 

ser la fuente una terminal presináptica o cualquier otro sector de una neurona 

u otro tipo celular del sistema nervioso. Este tipo de transmisión con alta 

divergencia prescinde de sofisticadas uniones intercelulares (como las sinapsis) 

y no tiene limitaciones espaciales, permitiendo comunicar todas las fuentes con 

todos los blancos, en forma verdaderamente multidireccional, y a mayor 

distancia (µm a cm) que la de la hendidura sináptica (nm). En general la 

concentración de la sustancia señal que llega al blanco es baja (nM) mientras 

que la afinidad con los receptores capaces de su detección y decodificación es 

alta (pM a pocos nM). El retardo de la transmisión se encuentra en el orden de 

los segundos a minutos y los efectos biológicos en los que interviene son 

principalmente de tipo tónico. 

La clasificación básicamente dicotómica de la comunicación intercelular 

en el SNC es aún considerada válida y las propiedades diferenciales más 

notables entre WT y VT se resumen en la TABLA II, pero recientes evidencias 

sobre la existencia de inesperadas estructuras especializadas para la 

comunicación intercelular (como exosomas y túneles de nanotúbulosF

3
F), 

plantean la necesidad de refinar el modelo de clasificación.  

 

                                           
2 Integrantes del equipo de Agnati y Fuxe 
3 Que permitirían la comunicación intercellular  de proteínas, mtDNA and RNA  en microvesiculas 
en el primer caso y hasta de mitocondrias enteras en el segundo. Si bien queda mucho por 
demostrar y verificar al respecto de la presencia y función de estos nuevos mecanismos no es 
posible desconocer la potencial importancia de dichos hallazgos. 
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TABLA II – Propiedades diferenciales entre los circuitos de WT y VT 
 (Tomada de Fuxe et al., 2007) 

 

2.2.2.-Nuevos criterios para clasificar la comunicación 

intercelular en el SNC: de las redes celulares a las redes 

moleculares  

 

Las adaptaciones propuestas a la clasificación de WT y VT se basan en 

criterios extraídos de la informática que se adaptan para clasificar las redes de 

comunicación en el SNC y trata de incluir los novedosos hallazgos que 

permiten la identificación de nuevas subclases de WT y VTF

4
F.  

Los circuitos neuronales se caracterizan entonces como redes 

informáticas en las que se identifican como componentes: a) los elementos 

computacionales o nodos, b) las vías o canales de comunicación entre los 

nodos y c) las señales y procesos que permiten su transmisión a lo largo de 

dichos canales. A veces estos componentes no son fácilmente separables en el 

SNC donde se identifican varios niveles jerárquicos computacionales dentro del 

                                           
4 Si bien no se pofundizará aquí sobre dichas subclases, sí se analizarán los criterios de la 
informática que permiten refinar la clasificación original.  
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circuito neuronal y frecuentemente un nodo puede ser resuelto dentro de una 

red de mayor miniaturización tal como se representa en la Figura 2 que ilustra 

el concepto de “redes de redes”. De acuerdo a esta línea de pensamiento el 

cerebro es considerado como una red de neuronas conectada por axones y las 

neuronas son consideradas ellas mismas como una red de moléculas 

conectadas por reacciones bioquímicas (Agnati et al., 2004). Cada circuito 

neuronal estaría formado por una jerarquía de redes con diferentes grados de 

miniaturización (celular, molecular, submolecular) trabajando a veces en 

paralelo y a veces en serie.  

 

 
Figura 2 - Concepto de redes de redes. Representación esquemática de una red celular y de 
una red molecular contenida en ella. El esquema permite deducir los principios de la 
miniaturización y de jerarquización (Tomada de Agnati et al., 2007). 

 



 19

 

 

Por lo tanto además de los dos modos de comunicación propuestos en el 

SNC (VT y WT), pueden distinguirse dos tipos de redes: celulares y 

moleculares (más allá de que modo de comunicación internodo esté 

involucrada). Dado que las acciones de integración en el SNC depende de 

todos los tipos celulares presentes en él Agnati y Fuxe, (2000) han introducido 

el concepto de “red celular compleja” definida como el grupo de células de 

cualquier tipo que intercambia señales en cierto volumen de tejido cerebral y 

gracias a ese intercambio es capaz de integrar las entradas de información de 

forma de dar salidas adecuadas. Considerando lo antes expuesto aunque el 

principal y único criterio para diferenciar WT y VT es el de los límites físicos de 

los canales de transmisión (bien delineados en la WT pero no en la VT), es 

posible realizar una clasificación de los tipos de comunicación intercelular más 

detallada tomando en cuenta también las características de la señal y los 

procesos que permiten su transmisión a lo largo de dichos canales. Se 

considerarán los siguientes criterios de la comunicación tomados de la 

informática (Agnati et al., 2010): a) la conectividad, b) la privacidad y c) la 

seguridad tal como se plantea en la TABLA III.  
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TABLA III – Posibles criterios informáticos para la clasificación de las redes de 

comunicación en el SNC. (Tomada de Agnati et al., 2010) 

 
 

 

 

 

a) En cuanto a la conectividad, si la conexión entre células puede ser 

rápidamente formada o removida constituye una “red dinámica”, pero si la 

estructura de una red de comunicación tiene un patrón estable en el tiempo 

constituye una “red estática”. 

 

b) Una señal tiene máxima privacidad (es “reservada”) cuando 

solamente las células dotadas con un aparato específico de reconocimiento y 

decodificación de la señal (por ejemplo un receptor específico) pueden tener 
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acceso a ella. En forma contraria una señal cuenta con baja privacidad (es de 

“banda ancha”) cuando cualquier célula alcanzada por la señal tiene acceso a 

ella. El más frecuente decodificador para la transmisión en volumen es la 

proteína G acoplada a receptores extrasinápticos ubicados en la superficie de la 

membrana de las neuronas y las células gliales pero además enzimas y canales 

iónicos también son blancos de la transmisión en volumen con diferentes 

grados de privacidad. La mayoría de las señales de la transmisión en volumen 

son reservadas a excepción de los potenciales de campoF

5
F y el CO2 que son dos 

típicos ejemplos de señales de banda ancha por tener un código abierto. 

 

c) Una señal “segura” es aquella que no es alterada durante su 

conducción desde la fuente hacia el blanco. Una señal es “insegura” si puede 

ser alterada durante este recorrido, este sería el caso de algunas señales que 

pueden ser destruidas o modificadas por acción enzimática en el espacio 

intercelular.  

 

Con la base de estos conceptos puede elaborarse una caracterización 

más detallada de la WT, la VT y sus subtipos tal como lo representa la TABLA 

IV (véase atentamente la definición de términos en el sector inferior de dicha 

TABLA). 

 
 
 
 
 
 

                                           
5 Una célula nerviosa podría por medio de su actividad eléctrica modular otra célula dentro de un 
rango de micrómetros a través del flujo iónico en el fluido extracelular. 
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TABLA IV - Resumen de los diferentes tipos de WT y VT que integran las redes de 

comunicación en el SNC (Tomada de Agnati et al., 2010) 

 

 

 
 
 
 
 

Por lo tanto se podría decir que la WT se caracteriza por desarrollarse en 

una vía o canal de comunicación “privada” bien definida integrada por los 

complejos macromoleculares estructurales que funcionan como cableado que 

conecta en la red un nodo fuente con un nodo blanco. Dentro de la WT entre 

células del SNC se reconocen el modo de contacto físico (uniones gap) y el de 

casi contacto (sinapsis química). En cambio la VT se desarrolla por una vía de 

comunicación “difusa”, pobremente definida desde el punto de vista 

estructural, en la cual todo el espacio disponible entre los dos nodos de la red 

es potencialmente utilizable para intercambiar la señal. La transmisión de las 

señales químicas o eléctricas tiene lugar por difusión y/o convección 



 23

tridimensional en el medio interpuesto entre los nodos a una distancia mayor 

que la hendidura sináptica (Figura 3). Si bien no hay una vía única en la red 

que finalice en cada uno de los nodos, existe una secuencia de eventos 

ordenada temporalmente que conecta ambos. 

 

 

 

 
 
Figura 3: Características básicas de la WT y la VT. Panel superior: representación 
esquemática de la transmisión por cableado (WT) y la transmisión por volumen (VT). Panel 
inferior: Representación esquemática de las principales características de la transmisión por 
cableado (izquierda) y la transmisión en volumen (derecha) considerando algunos criterios de la 
comunicación informática. (Tomada de Fuxe et al., 2007) 
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Las señales en VT pueden ser liberadas desde cualquier tipo de célula 

cerebral (astro, micro, oligodendroglia, células ependimales) y desde cualquier 

sector celular tanto desde dendritas, somas, terminales axónicas, 

varicosidades y/o lugares carentes de cualquier tipo de especialización 

sináptica u de otro tipo. La “privacidad de la señal” cuando está presente es en 

general dada por el código químico como por ejemplo la especificidad para un 

receptor. La ausencia de un “cableado” que comunique la fuente con el blanco 

de la señal en general reduce la seguridad de la misma. Las señales que 

migran por el fluido extracelular pueden ser detenidas si alcanzan un “camino 

ciego” (Hrabetová et al., 2003), si son inactivadas por enzimas o aclaradas en 

los vasos sanguíneos (Jansson, 2000) o recaptadas a las células por 

transportadores (Rice y Cragg, 2008). En la Figura 4 a modo de cierre de este 

ítem se esquematizan algunos ejemplos de VT en el SNC. 

 
Figura 4: Representación esquemática de 
distintos ejemplos de VT en el SNC. Si bien el 
esquema no se ajusta a la clasificación más actual 
descrita anteriormente aporta ejemplos concretos de 
células liberadoras y mensajeros en cada caso (a) 
Transmisión sináptica abierta (neuronal) liberación 
intrasináptica del neurotransmisor por vesículas en la 
hendidura sináptica y difusión a una concentración 
efectiva para actuar en receptores extrasinápticos (ej. 
“spillover” de aminoácidos) (b) Transmisión sináptica 
abierta (neuronal) liberación extrasináptica del 
neurotransmisor directamente al fluido extracelular 
extra-hendidura sináptica (ej. liberación no sináptica de 
neuropéptidos) (c): Transmisión parácrina (neuronal) 
liberación vesicular desde varicosidades 
extrasinápticas; éstas no poseen ni especializaciones 
presinápticas ni densidad postsináptica (ej. liberación 
difusa de catecolaminas). (d) Transmisión parácrina 
(neuronal o no neuronal) funcionamiento reverso de 
mecanismos de recaptación (ej. glutamato, D-serina y 
GABA desde astroglia y glutamato y dopamina desde 
neuronas) (e) Transmisión parácrina (no neuronal) 
liberación calcio dependiente de vesículas desde 
elementos celulares no neurales (ej. endotelina desde 
células endoteliales (f) Transmisión parácrina (neuronal 
o no neuronal) liberación de “gasotransmisores” (ej. NO 
desde neuronas y endotelio) (g) corrientes iónicas 
locales inducidas por actividad de canales sensibles a 
neurotransmisores o voltaje dependientes neuronas o 
glias (Tomado de Zoli et al., 1999) 
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2.3.- El óxido nítrico (NO): un mensajero en volumen para la 

transmisión “NO sináptica” en el SNC 

 

Las señales de la VT se dividen en dos grandes grupos: (1) las señales 

físicas, como por ejemplo potenciales de campo, y (2) las señales químicas 

como por ejemplo neurotransmisores, factores de crecimiento, etc. Desde el 

punto de vista estructural las señales químicas de la VT presentan una gran 

diversidad (lo que les otorga también gran diversidad de peculiaridades en la 

transmisión) y por ser un tipo de transmisión difusa es importante distinguir 

las señales hidrofílicas de las lipofílicas. Las primeras tienen su volumen de 

difusión prácticamente confinado al espacio extracelular, es el caso de las 

monoaminas y los péptidos que difunden en el fluido extracelular como señales 

VT de corta y larga distancia y operan por la activación de receptores de 

membrana (Fuxe et al., 2007). Las segundas por el contrario pueden difundir 

con facilidad a través de la estructura lipoproteica de las membranas celulares 

y por tanto tienen un amplio espacio de difusión, este es el caso de dos 

neurotransmisores no convencionales: el NO y el CO (Dawson y Snyder, 1994;  

Barañano et al., 2001; Mustafa et al., 2009) y será sobre el primero que se 

centrará el análisis.  

A esta pequeña molécula “NO” le faltan reconocimientos; ya en 1992 la 

revista Science había seleccionado al NO como la “molécula del año” lo que 

demostraba el amplio interés de la comunidad científica en investigar sobre el 

tema. En 1998 nuevamente un neurotransmisor fue responsable del 
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otorgamiento de un premio NóbelF

6
F, en este caso el premio Nóbel de Fisiología 

y Medicina fue otorgado en forma compartida a Ferid Murad, Robert Furchgott 

y Louis Ignarro por sus aportes independientes en la demostración de la 

actividad farmacológica del NOF

7
F. 

 

2.3.1.- Los criterios que definen a un neurotransmisor  

 

La demostración de que el NO es un mensajero biológico en el sistema 

nervioso, sintetizado en neuronas e involucrado en fenómenos como la 

plasticidad sináptica y la potenciación postsináptica de larga duración 

(Garthwaite et al., 1988; Gally et al., 1990; Snyder, 1992; Bredt y Snyder, 

1992), contribuyó a consolidar la concepción “no clásica” de la 

neurotransmisión mediada por un “gas”F

8
F. Desde la mirada conceptual de la 

neurotransmisión química clásica para que una sustancia sea considerada 

como un neurotransmisor debe cumplir ciertos criterios establecidos pos hoc 

basados en los mecanismos conocidos de dicha neurotransmisión. Los 

principales criterios seríanF

9
F: 1) La maquinaria biosintética de un 

neurotransmisor debe estar presente en la neurona presináptica; 2) La 

sustancia debe encontrarse almacenada en vesículas en la terminal 

presináptica; 3) La sustancia debe liberarse ante la estimulación nerviosa 

presináptica; 4) La administración exógena de la sustancia debe provocar una 

                                           
6 Esto ya había acontecido en 1970 como se mencionará  más adelante. 
7 Se plantea que se excluyó injustamente de compartir el reconocimiento a Salvador Moncada, 
de amplia trayectoria en el tema, pero el límite de investigadores por premio era tres. 
8 En realidad en condiciones biológicas el NO se encuentra disuelto en soluciones fisiológicas 
(Beckman y Koppenol, 1996). 
9 Basados durante mucho tiempo en que cualquier neurotransmisor debiera asemejarse a la 
acetilcolina ya que era el neurotransmisor conocido (Boehning y Snyder, 2003) 
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respuesta, que imita la causada por la estimulación nerviosa presináptica; 5) 

Aquellas drogas que modifican la respuesta causada por la sustancia, deben 

provocar las mismas modificaciones en la respuesta causada por la 

estimulación nerviosa presináptica; 6) En la postsinápsis debe encontrarse el 

receptor específico para la sustancia candidata a transmisor y 7) En la sinapsis 

o en su cercanía deben encontrarse mecanismos que determinen el cese de la 

acción de dicha sustancia neurotransmisora sobre la postsinápsis. Varias 

sustancias fueron reconocidas como neurotransmisores a lo largo del Siglo XX 

por el cumplimiento de criterios que evolucionaban y se modificaban ante el 

surgimiento de diversas evidencias experimentalesF

10
F, e incluso el Premio Nóbel 

de Fisiología y Medicina de 1970 fue otorgado a Axelrod, Katz y von EulerF

11
F 

fundamentalmente por sus descubrimientos en torno a sustancias 

neurotransmisoras, su almacenamiento, liberación e inactivación (Snyder, 

2009). En los ’20 se identificó como neurotransmisor a la acetilcolina, la 

noradrenalina en los ’40, los aminoácidos en los ’60 y entre los ’70 y ’80 los 

neuropéptidos (Barañano et al., 2001). Si bien la designación de una molécula 

como neurotransmisor depende de los criterios empleados y estos criterios 

inicialmente se basaban en las propiedades de la acetilcolina, con la aparición 

de cada nuevo candidato las reglas se iban modificando y ampliando (Boehning 

y Snyder, 2003) y en la década de los ’90 el NO fue reconocido como el primer 

neurotransmisor de naturaleza “gaseosa” tanto a nivel periférico como central 

                                           
10 Se puede consultar los criterios más actualizados y ajustados al nuevo estado del 
conocimiento de la neurobiología en los tratados especializados como por ejemplo Fundamental 
Neuroscience (Squire et al., 2003, segunda edición) 
11 Axelrod fue honrado por su estudio del mecanismo involucrado en la inactivación de la 
noradrenalina, Katz por describir la liberación de cuantos de acetilcolina en la unión 
neuromuscular y von Euler por demostrar el papel de la noradrenalina como neurotransmisor en 
el sistema nervioso simpático. 
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(Gally et al., 1990, Bult et al.,1990; Snyder, 1992; Edelman y Gally, 1992; 

Dawson y Snyder, 1994; Garthwaite y Boulton, 1995; Rand y Li, 1995). 

Algunos autores prefirieron denominarle cautelosamente como mensajero 

neural mientras que otros más audaces acuñaron años más tarde el término de 

“gasotransmisor”F

12
F . 

 

2.3.2.- Las características físico-químicas del NO lo 

convierten en un neurotransmisor atípico 

 

Este neurotransmisor “atípico” es atípico en su naturaleza química, su 

biosíntesis, su mecanismo de acción y su localización celular (Barañano et al., 

2001). Las Óxido Nítrico Sintasas (NOS) catalizan la oxidación de la  L-arginina 

a L-citrullina y NO;  la síntesis enzimática de NO es compleja y depende de la 

disponibilidad de cofactores como NADPH, FAD, FMN, hemo y, 

tetrahidrobiopterina (Figura  5, Alderton et al., 2001; Mayer, 1995;  Hill et al., 

2010). 

 
Figura 5: Esquema general de la síntesis de NO por la NOS a partir de Arginina y O2 

(Tomado de Alderton et al., 2001).    

                                           
12 Principalmente el grupo de Solomon H. Snyder de Johns Hopkins University School of 
Medicine, USA.  
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Las propiedades físico-químicas del NO determinan características 

peculiares en la neurotransmisión nitrérgica; a diferencia de otros 

neurotransmisores el NO difunde fácilmente a través de las membranas 

biológicas (Denicola et al., 1996) y no puede ser almacenado en vesículas 

sinápticas ni ser liberado por exocitosis desde las neuronas. Al no poder 

regularse su almacenamiento y liberación por exocitosis el NO debe ser 

producido de novo por la isoenzima óxido nítrico sintasa neuronal (NOSn) ante 

requerimientos funcionales y por esta razón la disponibilidad de NO es 

altamente regulada a nivel biosintético por múltiples mecanismos. La síntesis 

de NO por las isoenzimas NOS puede ser regulada por modificaciones post-

translacionales de la NOS, el control de su ubicación dentro de las células, la 

disponibilidad de sustrato y cofactores y la presencia de otras proteínas con las 

que la NOS puede conformar complejos estables (Hill et al., 2010). La iso-

enzima NOSn está presente en varios tipos neuronales (Bredt et al., 1990) y 

su mapeo histoquímico en el SNC fue posible cuando se la identificó como la 

enzima responsable de la reacción histoquímica de la NADPH-diaforasaF

13
F (Hope 

et al., 1991; Dawson et al., 1991) lo que evidenció cuales poblaciones 

neuronales podrían operar vía la señal de NO (Vincent y Kimura, 1992). La 

NOSn es una isoenzima constitutiva de activación rápida que genera NO en 

concntración nanomolar baja (Derbyshire y Marletta, 2009), es regulada in 

vivo en forma  Ca2+/calmodulina-dependiente (Bredt y Snyder, 1990; 

Garthwaite y Boulton, 1995; James et al., 2009) y por lo general se activa 

durante el influjo de Ca2+ a la célula a través de receptores glutamatérgicos de 

                                           
13 fosfato de dinucleótido de nicotinamida y adenina reducido-diaforasa (NADPH-d) 



 30

tipo NMDA (N-Methyl-D-aspartato). La localización intracelular de la NOSn 

influye en la regulación de su actividad (Boehning y Snyder, 2003); en una 

suerte de compartimentalización en microdominios la NOSn está conectada al 

receptor NMDA por la proteína de densidad postsináptica PSD95 y por lo tanto 

la enzima es directamente expuesta al influjo de Ca2+ que entra por el canal 

activado del receptor glutamatérgico (Figura 6, Brenman et al., 1996; 

Brenman y Bredt, 1997; Boehning y Snyder, 2003; Ishii et al., 2006). 

 

Figure 6: Regulación de la señalización de NO a través de proteínas adaptadoras.  La 
NOSn es localizada cercanamente al receptor NMDA por su unión a través de la proteína 
adaptadora PSD95. El ingreso de calcio a través del receptor NMDA activa a la NOSn por un 
mecanismo calcio/calmodulina dependiente. El NO producido por la NOSn puede difundir a la 
célula vecina para activar la GCs o para modificar covalentemente residuos cisteína de otras 
proteínas blanco (S-nitrosilación). La nitrosilación de los receptores NMDA inhibe su actividad y 
por tanto provee de una posibilidad de retroalimentación negativa para la señalización a través 
del receptor glutamatérgico. La proteína CAPON compite con PSD95 por su unión a la NOSn y 
acerca a la NOSn a la pequeña proteína-G monomérica Dexras 1. Esto facilita la nitrosilación y 
consecuente activación de Dexras 1 (Tomado de Boehning y Snyder, 2003). 
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Esta no es una interacción estática ya que otra proteína adaptadora 

denominada CAPON compite por el dominio PDZ de la NOSn con la PSD95 y 

tiende a separarla del receptor NMDA lo que se presume pudiera reducir la 

capacidad de activación de la NOS por el influjo de Ca2+ a través del receptor 

NMDAF

14
F

 (Jaffrey et al., 1998; Boehning y Snyder, 2003; Mustafa et al., 2009). 

A nivel presináptico CAPON se liga a las sinapsinas I, II y III lo que promueve 

la formación de un complejo NOSn-CAPON-sinapsinas (Jaffrey et al., 1998; 

Jaffrey et al., 2002; Boehning y Snyder, 2003); éstas últimas a su vez, están 

ubicadas en las zonas activas presinápticas cercanas a canales de calcio voltaje 

dependientes cuya apertura determina el incremento del Ca2+ intracelular 

(Photowala et al., 2005) que podría activar a la NOSn. En forma similar a estos 

ejemplos la señalización por NO puede ser favorecida a través de proteínas 

adaptadoras que acoplen la NOSn a proteínas blanco específicas como otra 

forma más de regulación de la transmisión de la señal (Jaffrey et al., 2002).  

 También por ser una molécula liposoluble y muy difusible tanto en medio 

acuoso como lipídico (Kelm y Schader, 1988; Denicola et al., 1996; 2002; 

Moller et al., 2005) la liberación del NO no se desarrolla necesaria y 

exclusivamente en las terminales sinápticas (Wiklund et al. 1997) sino que 

acontece desde cualquier parte de la neurona donde se exprese NOSnF

15
F y esta 

enzima se active. Puede difundir a través de membranas celulares en forma 

isotrópica en múltiples direcciones a distancias de varios diámetros celulares 

desde su fuente según los gradientes de concentración existentes (Lancaster, 

                                           
14 Estableciéndose una retroalimentación negativa. 
15 Debe mencionarse que también se puede expresar la isoenzima NOSi en neuronas, pero nos 
centraremos exclusivamente en el papel de la NOSn. 
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1994; 1997) y en su trayecto activar efectores intracelulares ubicados en 

somas, procesos neurales o cualquier otro sector celular sin necesidad de 

contacto anatómico estrecho entre el elemento celular generador de NO y el 

blanco de su acción, por lo que sus efectos no están restringidos a, ni 

necesitan de, especialización sináptica alguna (Snyder, 1992; Bredt y Snyder, 

1992). En forma similar el requerimiento de que el receptor para el 

neurotransmisor se encuentre en la membrana postsináptica tampoco es 

cumplido por el NO ya que sólo es necesario que difunda a través de la 

membranas al interior de la célula blanco para allí activar efectores 

intracelulares (Fernández Álvarez et al., 1999). En la transmisión nitrérgica 

existe por tanto un claro desacople espacial entre el sitio de liberación de la 

señal y el de su detección. Un aspecto interesante en la bioquímica del NO es 

que su concentración y su localización son los determinantes claves de su 

capacidad de activar diferentes vías de señalización (Hill et al., 2010). En 

concordancia, la especificidad y la localización de los efectos nitrérgicos están 

determinadas por la naturaleza y la distribución de las moléculas “receptoras” 

situadas en los elementos neurales incluidos en su espacio o volumen de 

difusión. 

 

2.3.3.- Algunos de los blancos moleculares del NO  

 

El NO es un radical libre de vida media corta y de la posesión de su 

electrón desapareado es que derivan su gran afinidad por los metales de 

transición (en particular hierro) y su rápida reacción con radicales libres 
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derivados del oxígeno, los cuales pueden explicar una gran parte de sus 

propiedades biológicas (Hill et al., 2010). Dada su reactividad con otros 

radicales libres, grupos hemo, grupos tioles, entre otras moléculas (Stamler et 

al., 1992; Gross y Wolin, 1995) los posibles blancos moleculares de acción del 

NO en células, membranas y el espacio extracelular, son muy variados, siendo 

el más estudiado la hemoproteína guanilato-ciclasa soluble de ubicación 

citoplasmática (GCs) (Miki et al., 1977; Arnold et al., 1977; Dawson y Dawson, 

1995; Bellamy y Garthwaite, 2002; Krumenacker et al., 2004; Cary et al., 

2006). La interacción con diferentes blancos moleculares determinaría una 

decodificación diferente de la misma señal. 

Estudios sobre la actividad de la GCs en tejido homogeneizado o con 

GCs purificada indican que la velocidad de activación de la GCs por el NO es 

del orden de milisegundos, en presencia de exceso de sustrato el GMPc es 

formado a velocidad constante y al remover el NO la inactivación de la GCs 

acontece lentamente en el rango de segundos a minutos (Bellamy y 

Garthwaite, 2002). El NO reacciona en forma rápida y reversible con el Fe++ 

del grupo hemo de la GCs con una afinidad del orden nanomolar (Radi, 1996). 

Si bien la GCs no es estrictamente un receptor sino una enzima citoplasmática 

que sintetiza un mensajero intracelular (Snyder, 2009) igualmente es 

determinante en la especificidad de la acción de la señal ya que la 

decodificación de la señal nitrérgica acontece en el citoplasma por activación 

de dicha enzima (Figura 7; Derbyshire y Marletta, 2009; Agnati et al., 2010).  
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Figure 7: Vía de transducción NO/GMPc. El NO sintetizado por la NOS difunde a través de 
las membranas celulares hacia las células blanco. En el citoplasma activa a la GCs lo cual lleva a 
un incremento en la síntesis de GMPc y desencadena diferentes acciones. (Tomado de 
Derbyshire y Marletta, 2009) 
 

Estudios de la actividad de la enzima en preparados celulares han 

demostrado que la GCs se comporta en cuanto a su actividad de forma análoga 

a la que opera un receptor de un neurotransmisor clásico: presenta un sitio de 

unión al ligando (grupo hemo), tiene un dominio de transducción, desarrolla 

una respuesta dependiente de la concentración del NO, la sensibilidad de la 

GCs al NO cambia con el tiempo de exposiciónF

16
F y además la inactivación de la 

GCs al remover el NO es 25 veces más rápida en células (en el orden de 

subsegundos) que en los otros preparados experimentales (Bellamy y 

Garthwaite, 2001; Griffiths y Garthwaite,2001; Bellamy y Garthwaite, 2002; 

Roy y Garthwaite, 2006). En células del SNC no se observa retardo entre la 

unión del NO a la GCs y el inicio de la actividad enzimática (con 20 ms de 

                                           
16 Una exposición al NO del orden de milisegundos determina una actividad máxima de la GCs 
mayor que la exposición al NO durante segundos o minutos (Bellamy y Garthwaite, 2002). 
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tiempo de muestreo; Bellamy y Garthwaite, 2001); por otra parte ante la 

remoción del NO  la actividad de la GCs decae con una vida media de 200 ms. 

Esta cinética no es muy diferente de la descripta en receptores glutamatérgicos 

de tipo NMDA o receptores metabotrópicos gabaérgicos y glutamatérgicos 

(Garthwaite, 2008).  La activación de la GCs por el NO determina rápidamente 

en la célula blanco un incremento de 100 a 400 veces en la síntesis de GMPc a 

partir de GTP, que a su vez activará la proteínquinasa GMPc dependiente, 

regulará fosfodiesterasas, la fosforilación/desfosforilación de cascadas y por 

este medio la expresión génica y modulará la actividad de canales iónicos; de 

esta forma intervendrá en una gran gama de acciones fisiológicas (Gally et al., 

1990; Garthwaite y Boulton, 1995; Snyder y Bredt, 1991; Vincent, 1994; 

Vincent y Hope, 1992; Derbyshire y Marletta, 2009). Las diferentes actividades 

en las que están involucrados los canales iónicos activados por el GMPc en el 

sistema nervioso incluyen la plasticidad neuronal (Wei et al., 1998), la 

expresión génica (Kraus-Friedmann, 2000) y por supuesto aquellas que siguen 

a la activación generada por la acción del NO (Leinders-Zufall, 1995; 

Garthwaite y Boulton, 1995). Si bien se han descrito una gran variedad de PDE 

capaces de hidrolizar el GMPc producido poco se sabe sobre que isoformas de 

la PDE son responsables de dicha hidrólisis en cada tipo celular del SNC 

(Garthwaite, 2008).  

En otros casos los blancos moleculares del NO podrán ser otras 

hemoproteínas, grupos tioles de proteínas, etc. La S-nitrosilaciónF

17
F selectiva y 

                                           
17 S-nitrosylation ha emergido como un mecanismo importante para la regulación dinámica post-
translacional de una vasta gama de proteínas, lo que amplía aún más la ubicua influencia del NO 
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reversible de residuos cisteína de proteínas podrá regular la función de canales 

iónicos, receptores de neurotransmisores,  enzimas metabólicas, de forma que 

la habilidad del NO de modificar un vasto rango de blancos moleculares 

proteicos amplía notablemente su capacidad de transmisión de información 

(Stamler et al., 1992, Montague et al., 1994; Boehning y Snyder, 2003; Hess 

et al., 2005; Mustafa et al., 2009). Entre las posibles proteínas a ser reguladas 

por este mecanismo se encontrarían la bomba de sodio, la actina y la tubulina  

(Hess et al., 2005; Snyder, 2009). Conceptualmente la idea de blanco 

molecular debe ir de la mano de la idea de especificidad, en el caso de la S-

nitrosilación la compartimentalización en microdominios de señalización de la 

NOS promovería una cierta especificidad ya que las interacciones proteína-

proteína facilitarían el acceso a los blancos de nitrosilación del NO, a modo de 

ejemplo obsérvese en la Figura 6 lo que acontece con Dexras1 (Jaffrey et al., 

1998; 2002; Boehning y Snyder, 2003). Como último ejemplo de molécula 

“receptora” de la señal de NO tan sólo se hará mención a la citocromo c 

oxidasa que es responsable del consumo mitocondrial de O2 y que es inhibida 

por NO en forma competitiva con el O2 (Bellamy et al., 2002).  

2.3.4.- El cese de la acción mensajera del NO 

El NO tampoco es inactivado o recaptado como otros neurotransmisores 

para asegurar el cese de su acción sino que se va agotando a medida que 

reacciona con diferentes moléculas en su trayecto de difusión, (Vincent, 1994; 
                                                                                                                                
en la señalización celular  (Hess et al., 2005).  Garthwaite (2008) plantea que la S-nitrosilación 
sería un mecanismo de señalización del NO involucrado principalmente en situaciones 
patológicas más que en fisiológicas.  
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1995). Sin embargo a bajas concentraciones del orden nanomolar y aún 

menores que corresponderían a situaciones fisiológicas la reactividad del NO no 

es alta. La reacción con el O2 por ejemplo es importante en el rango 

micromolar de concentración de NO pero no en concentraciones nanomolares 

(Ford et al., 1993). En esas concentraciones una forma de degradar al NO es 

través de la reacción con la hemoglobina circulante en los eritrocitos (Liu et al., 

1998). A pesar de que la hemoglobina  permanece en el espacio extracelular (a 

la fuente de NO) el hecho de que el NO esté difundiendo rápida y 

permanentemente hacia y desde su compartimiento de síntesis permite que el 

“secuestrador” extracelular inevitablemente depleccione tanto el NO 

intracelular como el extracelular (Lancaster, 1997). Al parecer un mecanismo 

mucho más efectivo de consumo de NO descrito en rodajas de cerebelo estaría 

presente en el tejido nervioso (Hall y Garthwaite 2006), pero merece aún más 

estudio y podría ser diferente en distintas regiones del SNC (Garthwaite, 

2008). 

De lo hasta aquí expuesto sobre el papel del NO como mensajero queda 

claro que no cumple estrictamente todos los criterios necesarios para 

considerarlo un neurotransmisor clásico, esto no invalida se le considere un 

neurotransmisor no clásico. De hecho el acúmulo de las evidencias 

experimentales que demostraron sus novedosos mecanismos en el proceso de 

neurotransmisión permitió redimensionar el cumplimiento riguroso del 

conjunto de criterios determinados a priori (Vincent, 1995; Rand y Li, 1995). 

La transmisión nitrérgica constituye una forma particular de neurotransmisión 

y al decir de Mustafa et al., 2009:“The gasotransmitters have revolutionized 



 38

our thinking about messenger molecules in multiple ways. Their mode of 

biosynthesis, storage, and release differs markedly from those of other 

hormones, neurotransmitters, and growth factors. Recent studies indicate that 

their modes of signaling also differentiate them from other chemical 

messengers.” 

2.3.5.- Las características de las redes de comunicación del 

NO como neurotransmisor en volumen en el SNC 

Considerando la clasificación anteriormente expuesta de los tipos de 

comunicación en el SNC según Agnati y Fuxe (Agnati et al., 2010) el NO sería 

un neurotransmisor en volumen que utiliza como canal de comunicación una 

vía difusa, donde si bien existe una secuencia de eventos temporalmente 

ordenados que “conectan” el “nodo fuente” y el “nodo blanco”, todo el espacio 

existente entre ambos es potencialmente utilizable para el tránsito de la señal, 

de hecho como se mencionó anteriormente existe en la transmisión nitrérgica 

un evidente desacople espacial entre el sitio de liberación de la señal y el de su 

detecciónF

18
F. La conectividad de las redes en las que el NO interviene es 

dinámica ya que las conexiones entre la fuente y el blanco pueden ser 

rápidamente formadas o removidas. El NO es una señal de privacidad 

reservada ya que las células blanco deben poseer moléculas capaces de 

reconocerla y decodificarla (por ejemplo a través de la GCs) y es  una señal 

                                           
18 En el SNC la GCs presenta una distribución diferencial, siendo relativamente abundante en los 
núcleos estriado y accumbens, la sustancia negra (Hofmann et al. 1977), caudado-putamen,la 
neocorteza y el cerebelo (Ariano et al. 1982), el bulbo olfatorio y algunas zonas del tronco 
encefálico (Furuyama et al. 1993). En general, el elemento neural que produce NO se encuentra 
en las cercanías del elemento neural que posee la guanilatociclasa soluble (De Vente et al., 
1998) pero el contacto anatómico obviamente no es esencial. En este sentido, existe una 
complementariedad anatómica de estos elementos (Schmidt et al. 1992).  
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insegura dado que en el trayecto hacia un blanco molecular específico puede 

interactuar con otra moléculas (y por ejemplo ser “consumido o secuestrado” 

por hemoglobina, Joshi et al., 2002). Retomando el concepto de redes (Figura 

2; Agnati et al., 2007) en un nivel molecular de alto grado de miniaturización y 

bajo grado de integración el NO, sus mecanismos de transducción y sus 

moléculas receptoras conformarían “circuitos químicos” que se encontrarían 

en la base de una red comunicacional que puede modificarse rápidamente: las 

redes nitrérgicas serían transitorias y dinámicas. Estas redes quedarían 

contenidas en un volumen o espacio de difusión de NO cuyo tamaño y forma 

se moldean entre otros factores, por la síntesis de NO. Si se asciende 

jerárquicamente al nivel celular con bajo grado de miniaturización y alto grado 

de integración el volumen de influencia del NO podría tener una extensión que 

incluya redes celulares. Activadores fisiológicos de la NOSn tales como el calcio 

citosólico, al igual que moléculas capaces de reaccionar con el NO, ubicadas 

tanto intra como extracelularmente, afectarán el grado de difusión del 

mensajero, y en consecuencia la extensión de la red funcional nitrérgica. A 

modo de ejemplo, in vivo la activación neuronal al aumentar la concentración 

intracelular de calcio en estructuras nitrérgicas modularía la difusión del NO 

por mecanismos de regulación análogos a los descritos para la liberación de 

neurotransmisor en la sinapsis clásica (Park et al., 1998), pero la transmisión 

nitrérgica es multidireccional y puede afectar múltiples blancos de la “red 

celular compleja” para actuar a veces en paralelo y a veces en serie. Por 

tanto la señalización espacial VT mediada por el NO se superpone e interactúa 
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con la neurotransmisión mediada por los potenciales de acción y las sinapsis de 

los “circuitos eléctricos” clásicos.  

 

 

2.4.- Una cuestión central de la transmisión en volumen: ¿Cuánto 

y cómo difunde el NO desde sus fuentes en el SNC? 

 

 Una característica fundamental de la transmisión en volumen es su 

capacidad de permitir la difusión del transmisor más allá de la hendidura 

sináptica en concentraciones de relevancia biológica (Boehning y Snyder, 

2003; Sykova, 2004; Vizi et al., 2004). Al ser la difusión del NO tridimensional 

y sin restricciones de compartimentos se generan una serie de interrogantes 

que debieran tratar de responderse en cada modelo de estudio: ¿qué tan lejos 

difunde en concentraciones biológicamente efectivas?, ¿cuál es el perfil de 

liberación desde sus fuentes?, ¿con cuales moléculas interacciona para realizar 

sus acciones? (Hall y Garthwaite, 2009).  

 

2.4.1.- Valores obtenidos empíricamente para 

concentración y difusión de NO en el SNC   

 

Para lograr una máxima comprensión de este tipo de señalización en el 

SNC es necesario poseer valores de concentración y difusión de NO en tiempo 

real pero su inestabilidad en solución y su reactividad con otras moléculas 

dificultan estas mediciones en sistemas biológicos.                   
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Con respecto a la medición de la concentración de NO in vivo, una 

década atrás el valor de 1 μM medido con los primeros electrodos para NO 

parecía razonable teniendo en cuenta las estimaciones que existían sobre la 

potencia del NO por la GCs, pero desde aquel entonces han sido reportados un 

gran número de valores, a veces irreconciliables, obtenidos por medición con 

electrodos (Hall y Garthwaite, 2009). En compensación, otro tipo de 

aproximaciones han aportado información al respecto, entre ellas: el análisis 

cuantitativo de la activación de GCs por NO, modelos computacionales basados 

en dichos análisis, nuevas moléculas biosensoras para monitorizar producción 

y liberación de NO e incluso el uso de la GCs como un biosensor endógeno de 

NO. Todas estas líneas independientes de evidencias sugieren que la 

concentración fisiológica de NO tendría un rango de 100 pM (o menos) a 

aproximadamente 5 nM (Hall y John Garthwaite, 2009). 

 

 Con respecto a la caracterización de la difusión del NO la mayor parte 

de los trabajos asumen como válido el valor de la constante de difusión medida 

experimentalmente por Malinski et al. (1993) en la pared de aorta in situ con 

microsensores porfirínicos: D = 3300 μm2/s y también tienden a asumir que 

ese valor se mantiene espacialmente invariable en todo el tejido. Un valor 

similar (D = 3810 μm2/s) fue determinado en corteza de cerebro de rata por 

Meulemans (1994) demostrando que la velocidad de difusión es similar en 

tejidos y en agua. Según Lancaster (1997) la extensión de la difusión está 

influenciada no solamente por la difusibilidad del NO en un tejido específico 

(que refleja el valor de su constante de difusión), sino también por su 
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velocidad de producción, la velocidad con la cual es “consumido” por las 

moléculas con las que reacciona (“receptores”, grupos tioles, etc.) y la 

velocidad con que es “secuestrado” por ejemplo por la hemoglobina (por lo 

cual el lugar donde se realiza la producción y difusión de NO también 

determina la extensión de la difusión). Son escasos y a veces hasta 

discordantes los datos experimentales que cuantifican directamente la difusión 

del NO generado endogenamente en el SNC.  

 

Schuman y Madisson (1994) en rodajas de hipocampo en estudios de 

plasticidad sináptica demostraron que el NO inducía potenciación sináptica 

entre células y sinapsis separadas por una distancia de aproximadamente 100 

μm pero no en células separadas por 500 μm. Estudios más recientes que 

emplearon microsensores selectivos para el NO evidenciaron en este mismo 

preparado que el NO evocado por estimulación con NMDA difunde desde el sitio 

de estimulación, en concentraciones detectables, hasta una distancia máxima 

de 400 μm y que la concentración máxima detectada varía en distintas 

regiones del hipocampo con máximos en el rango de 50 a 300nM (Ledo et al., 

2005). Cuando se comparó el resultado de la estimulación con NMDA y con 

AMPA (otro agonista glutamatérgico) si bien en ambos casos se obtuvo una 

producción de NO concentración-dependiente la respuesta con NMDA fue 

mayor y más rápida que con AMPA, siendo la concentración máxima de NO 

producida de 150 nM para el estímulo con NMDA y de 80 nM para el AMPA 

(Frade et al., 2009). 
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2.4.2.- Modelos matemáticos para predecir la difusión de 

NO  

 

Distintos modelos matemáticos que asumen a la difusión de NO como 

isotrópica, han intentado predecir el patrón de difusión de NO en el SNC 

(Buerk, 2001). Estas predicciones son consistentes con las deducciones 

experimentales obtenidas por Schuman y Madisson (1994)  

 Wood y Garthwaite (1994) fueron los primeros en establecer un modelo 

tridimensional de difusión de NO en el SNC por el cual predicen que, a partir de 

una fuente puntual única de NO que emite durante 1 a 10 s, se obtiene una 

esfera fisiológica de influencia de un diámetro aproximado de 200 µm. En esta 

distancia entrarían 2 millones de sinapsis (la densidad de sinapsis en el 

neuropilo de mamífero corresponde a 20 / 100 micras2, en estudios en 2 

dimensiones, o en términos de volumen en 5 x 108 por mm3 (Rakic et al., 

1986; Napper y Harvey, 1988). La dimensión precisa del volumen de difusión 

dependerá de la duración de las salvas de estimulación administradas, de la 

vida media del NO (5 s según Moncada et al., 1989), y de la concentración de 

NO efectiva umbral considerada (1 nM según Furchgott y Jothianandan, 1991). 

Con estas consideraciones el modelo tridimensional muestra que existe un 

solapamiento de las “nubes” de NO originadas en diferentes neuronas fuente 

cuando ellas se encuentran a distancias de entre 200 y 500 μm. Este tipo de 

solapamiento también había sido descrito en un modelo matemático no- 

tridimensional anterior diseñado específicamente para células de mamífero en 

sistemas que la producción de NO era sostenida, relativamente constante y 
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que consideraba la influencia de la presencia de hemoglobina en el cálculo de 

la difusión teórica del NO (Lancaster, 1994). 

 Philippides et al. (2000), basándose también en valores experimentales 

obtenidos in vitro por otros autores, conciben un modelo en 4 dimensiones (las 

3 espaciales y el tiempo) que tiene en cuenta el coeficiente de difusión del gas 

(3300 µm2/s, Malinski et al., 1993), su velocidad de producción, su velocidad 

de degradación y el tamaño y la forma geométrica de la fuente (ya que a 

diferencia de modelos anteriores no considera la fuente de NO como puntual). 

En este modelo, la fuente de NO es una esfera ahuecada con diámetros 

internos y externos variables o una fuente de forma geométrica irregular, el 

territorio que rodea esta fuente es en principio homogéneo y la concentración 

de NO máxima en la superficie de la fuente (en el tiempoinicial) es de 1 µM 

(Malinski et al., 1993). Estos autores definen la distancia efectiva de difusión 

del NO como la distancia dentro de la cual la concentración de NO es mayor 

que la constante de disociación de la GCs (0,25 µM según Stone y Marletta, 

1996). En este modelo, para una esfera de 5 µm de radio, la distancia de 

difusión del NO fue 2 veces su radio, para una esfera de 15 µm de radio, la 

distancia de difusión del NO fue 3.2 veces su radio, para una esfera 100 µm de 

radio la distancia de difusión del NO fue 2.8 veces su radio y cuando el radio 

fue menor de 5 µm el volumen de difusión se aproximó al tamaño de la fuente. 

Por otra parte, las células que presentaron menor retardo (tiempo mínimo 

requerido para alcanzar la máxima difusión) fueron las de radio 15 - 20 µm y 

las que presentaron mayor retardo fueron las de 5 y 100 µm de radio. Un 

aspecto interesante de que las células del modelo sean huecas (además de 
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considerar la localización citoplasmática de las NOSn), es que el hueco de la 

esfera se convierte durante la síntesis en un reservorio de NO desde el cual el 

mensajero difunde hacia el exterior una vez que la síntesis cesa. En la 

búsqueda de aplicar el modelo en un ejemplo más afín a lo que acontecería en 

el SNC, los autores consideraron una fuente hipotética de NO de forma 

geométrica irregular similar a una neurona ubicada cerca de un sumidero de 

NO con forma análoga al corte transversal de un vaso sanguíneo (Figura 8).  

 

  

Figura 8: Dibujo del contorno de la zona de concentración umbral de NO efectiva para 
la vía NO/GMPc. Varios escalones temporales durante y después de 100 ms de síntesis se 
ilustran junto a la fuente en negro y el sumidero en gris. Para cada escalón temporal, el 
contorno define la región dentro de la cual la señal de NO puede tener efecto sobre la GCs. (A) 
Contornos de las concentraciones umbrales a los 25 y 50 ms posteriores al inicio de la síntesis y 
al finalizar la síntesis a los 100ms. (B) Contornos de las concentraciones umbrales a 25, 75 y 
100 ms después del fin de la síntesis. Nótese la ubicación del área afectada rodeando el 
sumidero durante y justo al fin de la síntesis y luego de la síntesis el desplazamiento a la 
izquierda de la nube efectiva atribuible a la acción del sumidero en conjunción con la formación 
de un reservorio de NO en el centro de la célula durante la síntesis (Tomado de Philippides et al. 
2000) 
 

 

Ante la aplicación de un pulso de producción de NO de 100 ms el sumidero no 

se convirtió en una barrera infranqueable para la difusión de NO en el tejido 

durante su producción (salvo en su límite adyacente) y solamente luego que 
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ésta se detuvo generó un desplazamiento significativo del centro de la “nube 

de NO” biológicamente efectiva con respecto al centro de la fuente de NO 

(Philippides et al., 2000). 

Más recientemente, el mismo equipo (Philippides et al., 2005) plantea 

por primera vez, un modelo matemático en cuatro dimensiones donde las 

fuentes nitrérgicas no son somas sino fibras nerviosas de diferentes diámetro y 

dispuestas con diferentes grados de dispersión. Los parámetros considerados 

en este modelo fueron: velocidad de producción del NO (Qp = 1,32 x 10-4 

µM/s), el coeficiente de difusión del gas (3300 µm2/s, Malinski et al., 1993) y 

la vida media del NO (5 s según Moncada et al., 1989). Como el valor de la 

concentración efectiva media (EC50) del NO para su principal receptor la GCs 

no está certeramente definido, y el rango requerido para activar la GCs medido 

experimentalmente va desde 1 mM a 1 nM (Artz et al., 2001; Griffiths et al., 

2003; Mo et al., 2004), la distancia efectiva de difusión del NO es considerada 

según dicho rango. Algo similar ocurre con las mediciones de la vida media del 

NO por lo cual analizan las consecuencias de variar la vida media entre 1 ms y 

5 s (el rango de la vida media extravascular del NO es de 0,09 a 2 s, según 

Thomas et al., 2001, dependiendo de la concentración de O2 y de la distancia 

de los vasos sanguíneos).  

Este modelo predice que para fuentes únicas aisladas cuanto menor sea 

su diámetro, menor será la cantidad de NO producida y por lo tanto menor el 

volumen de acción del mensajero (Figura 9), es así que el tamaño y la 

dispersión de las fuentes nitrérgicas son factores determinantes de la 

difusión del NO. Incorpora además el concepto de que la densidad de 
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distribución de las fibras también puede determinar la eficiencia de la señal y 

plantea que de existir cooperación entre muchas fibras dispersas de baja 

eficacia individual (como por ejemplo las que integran un plexo) se puede 

obtener una señal más extensa, potente y significativamente más homogénea 

en espacio y tiempo que la obtenida por la activación de unas pocas fuentes de 

mayor tamaño (el modelo considera el diámetro de la fibras nitrérgicas desde 0 

a 5 µm y la distancia entre ellas desde 0 hasta 35µm).  

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 9: La eficacia de señalización de una única fibra nitrérgica depende de su 
diámetro y es posible obtener mayores concentraciones de NO si múltiples fibras 
delgadas actúan cooperativamente. (A) En la gráfica se observa que la concentración de NO 
en la superficie de la fibra fuente declina dramáticamente con el descenso del diámetro de la 
fibra y más aún en las fibras más finas tal como se observa en el inset. (B) A medida que el 
número de fibras se incrementa es mayor el volumen de tejido que alcanza una determinada 
concentración de NO en este caso 100 μM y con fibras de 2 μm de diámetro separadas entre sí 
10 μm (Modificado de Philippides et al., 2005). 
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0B2.5.- El NO en el núcleo motor del trigémino: ¿una señal espacial 

que coordina la actividad neural?  

 

2.5.1.- El NO de origen exógeno modula las propiedades 

electrofisiológicas de las motoneuronas trigeminales  

 

En el NMT del cobayo, el NO se ha incorporado como neurotransmisor a 

la larga lista de sustancias neuroactivas que regulan la actividad de las 

motoneuronas somáticas (Abudara et al., 2002). En rodajas de tronco 

encefálico que contienen al NMT, al administrar exógenamente dadores de NO 

por perfusión, observamos depolarización y disminución de la reobase de las 

motoneuronas trigeminales, junto con un aumento de la amplitud y la 

frecuencia del ruido sináptico excitatorio e inhibitorio registrado en ellas en 

ausencia de estimulación a entradas sinápticas (Figura 10).  

En las condiciones experimentales en que se obtuvieron los resultados 

mencionados, cualquier estructura presente en la rodaja que tuviera 

“receptores” para el NO podría haber sido afectada. En este sentido, se ha 

reportado la presencia de la enzima GCs en las motoneuronas trigeminales 

(Furuyama et al., 1993; Southam y Garthwaite, 1993), lo cual junto con el 

hecho que los efectos de los dadores de NO fueron imitados por derivados del 

GMPc y bloqueados por inhibidores de la GCs como el ODQ (Figura 11), 

señalan a la motoneurona trigeminal como posible blanco celular directo del 

NO en el NMT (Abudara et al., 2002). A este nivel, el NO causaría efectos 
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biológicos mediados al menos en parte por la activación de la GCs y producción 

de GMPc.  

 
 
 
Figura 10: Registros electrofisiológicos intracelulares de la actividad de motoneuronas 
trigeminales en rodajas de tronco encefálico de cobayo, efectos de los dadores de NO. 
(A) En dos neuronas diferentes se observa el efecto depolarizante y de disminución de la 
reobase provocados por dadores de NO y la recuperación ante el lavado con solución fisiológica. 
(B) Efecto de un dador de NO sobre el ruido sináptico registrado en la motoneurona en ausencia 
de estimulación presináptica, nótese el incremento del ruido y la recuperación post-lavado 
(Modificado de Abudara et al., 2002). 

 

 

Figura 11: Registros electrofisiológicos intracelulares de la actividad de motoneuronas 
trigeminales en rodajas de tronco encefálico de cobayo, efectos dependientes del 
GMPc. (A) Efecto depolarizante y de disminución de la reobase provocados por dadores de NO, 
su recuperación ante el lavado con solución fisiológica, el bloqueo de ese efecto al aplicar el 
dador junto con un inhibidor de la GCs (ODQ) y la imitación del efecto del dador por un análogo 
del GMPc aplicado junto con ODQ. (B) Efecto de un análogo del GMPc sobre el ruido sináptico 
registrado en la motoneuronas en ausencia de estimulación presináptica, nótese el incremento 
del ruido y la recuperación post-lavado (Modificado de Abudara et al., 2002). 

A B

A B
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Dado el amplio espectro de vías de transducción del NO y la organización 

estructural del NMT, existirían otros múltiples blancos probables (celulares y 

subcelulares) para el mensajero. Por ejemplo el NO aplicado exógenamente 

pudo haber ingresado en otras terminales pre-motoras vecinas al sitio de su 

síntesis para facilitar la liberación o la acción de otros neurotransmisores desde 

estas terminales. El aumento de la actividad sináptica que hemos registrado 

ante la aplicación de dadores de NO y de derivados del GMPc, es compatible 

con esta idea.  

Estos experimentos farmacológicos tienen una correspondencia 

histológica ya que hemos reportado la presencia de NOSn en el NMT (Abudara 

et al., 2002). Ignoramos si in vivo, la producción y difusión de NO endógeno 

reproduce los efectos observados ante la aplicación exógena de NO.  

 

2.5.2.- En el NMT las fuentes nitrérgicas neurales son fibras 

premotoras de pequeño diámetro 

 

Tal como se observa en la Figura 12, las fuentes nitrérgicas que 

contienen la enzima óxido nítrico-sintasa neuronal (NOSn - positivas) incluyen 

fibras varicosas y terminales botón-símiles en íntima aposición con procesos 

dendríticos y somas de motoneuronas que no producen NO (NOSn-negativos). 

No se detectaron somas NOSn positivos en el NMT (Figura 12).  
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Figura 12: Fibras nitrérgicas delgadas inervan a las motoneuronas trigeminales. Las 
motoneuronas fueron identificadas por marcado retrógrado con  CTb-HRP (cólero toxina 
subunidad b-peroxidasa de rábano, en negro). La presencia de NOSn fue detectada por 
inmunohistoquímica para anticuerpos anti-NOSn (en marrón) o por actividad NADPH-d (en azul). 
(A) En A1 y A2 las flechas señalan las fibras NOSn positivas en la cercanía de los procesos 
motoneuronales. En A3 se observa una larga fibra nitrérgica con múltiples ramificaciones (d, d’ y 
d”) que se indican con flechas. En A4 se observan dos dendritas de motoneurona (d) y  una 
fibra NOSn-positiva (flecha) que parece realizar contacto con una dendrita postsináptica 
mediante dos terminales botón-símiles (cabeza de flecha) tal como se ilustra en el dibujo de 
A4’. Barras de calibración: A1 y A2 10 μm; A3 5 μm; A4 2 μm. (B) En B1 y B2 las 
microfotografías corresponden a secciones del NMT contralateral a (A) en el que las 
motoneuronas no fueron marcadas en forma retrograda con CTb-HRP. Se detectan fibras NOSn-
positivas al igual que en (A) pero las motoneuronas no pueden ser observadas ya que fueron 
NOSn-negativas. Las flechas en B2 indican dos varicosidades en una fibra nitrérgica. En B4 en el 
mismo núcleo que B1 y B2 se identifican las fibras nitrérgicas marcadas para actividad NADPH-d, 
el círculo de línea punteada encierra una serie de varicosidades en las ramas que parten de una 
fibra NADPH-d-positiva. La flecha señala otra rama nitrérgica en la misma sección. En B5 se 
observa un corte del NMT contralateral, que sí presenta las motoneuronas marcadas con CTb-
HRP, a alta magnificación. Las flechas señalan una fibra que se bifurca en dos ramas que 
finalizan en dos estructuras botón-símiles (cabezas de flecha) en aposición con la dendrita 
correspondiente a una motoneurona marcada retrógradamente. Nótese que la motoneurona no 
presenta actividad NADPH-d. Barras de calibración: B1, B2, B4 y B5  2 μm (Modificado de 
Abudara et al., 2002).  

 

En la mayoría de los casos observados, las fibras conteniendo NOSn, fueron 

muy finas (0,6 a 1,6 µm de diámetro) (Abudara et al.; 2002). Por otra parte 

A B
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las fibras delgadas nitrérgicas del NMT se disponen dispersas en forma similar 

a un plexo laxo. Los somas de las células premotoras, que originan las fibras 

nitrérgicas que proyectan hacia el NMT, se han localizado en la formación 

reticular bulbar (Fabbiani et al., 2005; Pose et al., 2005) y en el núcleo 

dorsomedial del hipotálamo (McGregor et al., 2005) mediante técnicas de 

marcado retrógrado y tinción para NADPH-diaforasa y anticuerpos anti-NOSn. 

Por los tanto en el NMT, la única fuente neural de NO descripta corresponde a 

estas fibras finas. 

 

  2.5.3.- El NO como mensajero anterógrado en el NMT 

 

 Si bien cualquier compartimiento neuronal que contenga NOSn puede 

actuar como estructura fuente de NO y se ha demostrado difusión de NO desde 

somas, axones y dendritas de células nitrérgicas (Wiklund et al., 1997; Olgart 

et al., 2000; HCao y Eldred, 2001H) la mayor parte de los estudios sobre 

neurotransmisión mediada por NO en el SNC consideran su papel como 

mensajero retrógrado. En esta situación los somas nitrérgicos postsinápticos 

(“esféricos” de 10 a 100 µm de diámetro) son considerados como fuentes y las 

terminales nerviosas presinápticas ("cilíndricas" de 0,1 a 5 µm diámetro) como 

blancos del NO (Sanchez y Leonard, 1994; Schuman y Madison, 1994; Arancio et 

al., 1996; Tao y Poo, 2001; Bon y Garthwaite, 2001) aunque el NO podría 

actuar tanto pre como post-sinápticamente (Garthwaite, 2008). En dicho 

escenario tanto la relación entre el tamaño de la fuente postsináptica y el 

blanco presináptico como la distancia entre ellos garantiza que varias 
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estructuras blanco subcelulares y/o celulares estén incluidas en el volumen o 

“dominio” de influencia del NO, tal como se esperaría en la VT (Bredt y Snyder, 

1992; Zoli et al., 1998). Además, muchas veces ese modelo de estudio 

considera la formación de NO como consecuencia de la acción glutamatérgica 

sobre receptores NMDA que están unidos a la NOSn postsináptica a través de 

la PSD95 lo que favorece la activación de la NOSn por el influjo de calcio 

acontecido a través los receptores NMDA (Christopherson et al., 1999, Ishii et 

al., 2006). Por el contrario la fisiología de la liberación del NO desde la 

presinápsis ha sido menos investigada en el SNC habiéndose reportado 

estudios en mamíferos (Mariño y Cudeiro, 2003; Okada et al., 2004; West y 

Grace, 2004) e invertebrados (Park et al., 1998). En cuanto al papel del NO 

como neuromodulador anterógrado en motoneuronas existen además de 

nuestros antecedentes en el NMT (Abudara et al., 2002) estudios en 

motoneuronas de hipogloso (Montero et al., 2008). 

Como se ha mencionado la distancia a la cual el NO difunde en una 

concentración eficaz, depende del tamaño de los elementos neurales que lo 

producen y de la cantidad de NO producida, así como también de la densidad o 

distribución espacial de las estructuras que lo producen (Lancaster, 1994; 

1997; Wood y Garthwaite, 1994; Philippides et al., 2000; 2005). Dado el 

pequeño tamaño de las fibras NOSn positivas premotoras en el NMT (0,6 a 1,6 

µm de diámetro) cada fibra o terminal individual produciría menos NO que un 

soma nitrérgico y en consecuencia, la difusión efectiva de NO desde estas 

terminales o fibras sería menor que la asociada a cuerpos celulares. En vistas 

de que las motoneuronas trigeminales contienen GCs (HFuruyama Het al., 1993) 
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y que su excitabilidad es modulada por la aplicación exógena de NO a través 

de la activación de la GCs (Abudara et al., 2002) es posible hipotetizar que el 

NO producido endogenamente por las fibras premotoras delgadas fuera un 

mensajero para las motoneuronas trigeminales postsinápticas. Se desconoce si 

una baja relación tamaño fuente/tamaño blanco provee de propiedades 

peculiares a la señalización por NO en el NMT. Es posible que la cantidad de NO 

sintetizada por cada fibra presináptica individual en el núcleo sea solo 

suficiente para actuar en aquellos elementos neurales postsinápticos más 

próximos a ellas y que según nuestros hallazgos corresponden a procesos 

dendríticos. Es más si aplicamos a nuestro preparado biológico el modelo 

propuesto por Philippides et al., (2005), la predicción sería que una única fibra 

de entre 0,6 y 1,6 µm de diámetro podría alcanzar una producción máxima de 

10 nM y 50 nM respectivamente y la concentración de NO podría declinar en un 

50% de su máximo (5 nM y 25 nM respectivamente) a 4 µm y 6 µm desde la 

superficie de la fibra, lo cual si bien podría incluir en su dominio a estructuras 

subcelulares, no llegaría a cubrir el diámetro de las motoneuronas trigeminales 

(de 20 a 60 µm aproximadamente). Sin embargo, si varias fibras delgadas 

NOSn positivas se activaran simultáneamente podrían cooperar entre sí 

produciéndose mayores cantidades de NO para alcanzar una mayor distancia 

de difusión biológicamente efectiva. En estas circunstancias si varias 

motoneuronas trigeminales postsinápticas se incluyeran en el dominio de 

influencia del NO se modularían simultáneamente a pesar de que las fuentes 

nitrérgicas premotoras fueran fibras delgadas dispuestas en forma dispersa 

cuyos somas de origen no se ubican en la misma rodaja que el NMT.  
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3.- HIPÓTESIS GENERAL DE TRABAJO Y PREGUNTA QUE TRATA 

DE RESPONDER EL TRABAJO DE TESIS  

 

 Debido a que el volumen de difusión del NO depende del tamaño, de la 

forma y de la distribución de sus fuentes de producción, y dado a que éstas en 

el NMT son fibras muy finas dispuestas en forma plexiforme laxa, se postula 

aquí que en circunstancias fisiológicas, la activación simultánea de un grupo de 

fibras nitrérgicas premotoras delgadas, podría generar una cantidad suficiente 

de NO endógeno, capaz de difundir en concentraciones biológicamente 

efectivas para de esa forma sincronizar y/o coordinar acciones en un conjunto 

elementos neurales dentro del NMT del cobayo.  

 La hipótesis general de trabajo aquí propuesta es que el NO endógeno es 

liberado ante la depolarización de las fibras nitrérgicas delgadas (únicas 

estructuras neurales generadoras de NO descriptas en el NMT) según la 

siguiente secuencia de eventos: durante la actividad neural la depolarización 

de las fibras abriría canales de calcio voltaje dependientes ubicados en las 

terminales presinápticas (Huston et al., 1995; Dobrev et al., 1997, Photowala 

et al., 2005) lo que resultaría en un influjo del catión y en un aumento de la 

concentración intracelular de calcio ([Ca2+]i), con la consecuente activación de 

la NOSn calcio-calmodulina modulada (Bredt y Snyder, 1990).  Desde las 

terminales premotoras, el NO producido difundiría en forma multidireccional 

dentro del núcleo para afectar, a través de la vía dependiente de la GCs y de 

otros diversos mecanismos de transducción alternativos, la actividad de más 

de una estructura neural celular (motoneuronas trigeminales, neuronas pre-
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motoras) o subcelular (dendritas motoras, terminales pre-motoras) presentes 

en su dominio de influencia, sin necesidad de un contacto anatómico estrecho 

(ej. sináptico; nm) entre las estructuras fuente y las estructuras que contienen 

blancos moleculares para el NO. El desarrollo de esta secuencia de eventos, de 

acuerdo a nuestros antecedentes (Abudara et al., 2002), resultaría en la 

modulación de la actividad eléctrica de las motoneuronas trigeminales y/o de 

la eficacia de sus entradas sinápticas.  

 Para que ocurra la secuencia de eventos descriptos en la hipótesis de 

trabajo, se requiere que las estructuras blanco del NO en el NMT: 

 

(a) se encuentren incluidas en su volumen o espacio de   

 difusión;  

(b) contengan al menos una de las múltiples potenciales 

moléculas “receptoras” para el NO, en tal sentido se ha reportado 

la presencia de GCs en las motoneuronas trigeminales (Furuyama 

et al., 1993; Southam y Garthwaite, 1993) y 

(c) que la concentración de NO que alcance a los potenciales 

blancos dentro de dicho volumen sea biológicamente efectiva y 

por tanto suficiente para activar a la GCs (en acuerdo con (b)). 

  

De esta manera el NO endógeno actuaría como un neuromodulador 

anterógrado entre un grupo de fibras premotoras que expresan la NOSn 

(productoras de NO) y las motoneuronas post-sinápticas que no expresan la 
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NOSn (no productoras de NO) pero que expresan la GCs (principal blanco 

molecular del NO).  

Se desconoce si en el NMT, la secuencia de eventos de la hipótesis 

planteada se genera ante la depolarización de múltiples fibras y si, en el caso 

que así sea, el NO endógeno liberado desde dichas fibras nitrérgicas ingresa en 

concentraciones biológicamente efectivas a las motoneuronas trigeminales, 

blancos post-sinápticos propuestos para el NO. Esta es la pregunta base que 

trata de responder este trabajo de tesis. 
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4.- OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

4.1.- Objetivo general 

 

            Demostrar que, en el NMT del cobayo, el NO endógeno producido en 

las fibras nitrérgicas premotoras difunde, (a) incluyendo a las motoneuronas 

trigeminales en su dominio de influencia, (b) ingresando a ellas en 

concentraciones biológicamente efectivas y (c) extendiéndose en un volumen 

de difusión modulable por diversos factores. 

 

4.2.- Objetivos específicos 

 

1.- Indagar la existencia de producción de NO endógeno en situación 

basal. Para cumplir con este objetivo se visualizará y analizará la producción y 

la difusión de NO endógeno en situación basal en el núcleo motor del 

trigémino.  

 

2.- Demostar que ante la depolarización de múltiples fibras 

nitrérgicas delgadas el NO endógeno liberado incluye a las motoneuronas 

trigeminales en su dominio de influencia. Para cumplir con este objetivo, se 

visualizará y analizará la producción y difusión de NO endógeno en el NMT por 

la activación de las NOSn inducida ante estímulos depolarizantes sobre las 

fuentes nitrérgicas.  
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3.- Evidenciar que el NO endógeno al difundir ingresa a las 

motoneuronas trigeminales en concentraciones biológicamente efectivas 

que permitan activar a la GCs presente en ellas. En este objetivo se considera 

a la GCs de las motoneuronas trigeminales como blanco molecular de la acción 

del NO (sin descartar la existencia de otras posibles moléculas blanco). 

 

4.- Identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la  

transmisisón nitrérgica en el NMT. Se intentará determinar la secuencia de 

eventos subyacente a la generación, difusión y acción celular de NO una vez 

producida la depolarización neural.  
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5.- ESTRATEGIA METODOLÓGICA DESARROLLADA  

 

5.1.- Puntualizaciones 

 

Para una mejor comprensión de la estrategia desarrollada es necesario 

realizar las siguientes puntualizaciones: 

 

1.- El preparado biológico seleccionado consiste en rodajas coronales de 

tronco encefálico de cobayo que contienen el NMT. Esta preparación de tejido 

vivo preserva los circuitos básicos entre las neuronas y esto es fundamental 

para estudiar el dominio de difusión del NO en el NMT. Por otra parte, esta 

preparación in vitro permite manipular experimentalmente la composición del 

medio extracelular y facilita la administración de sustancias y la localización e 

identificación de las estructuras a estudiar.  

 

2.- Se asume como única fuente neural de NO dentro del núcleo, a las 

fibras nitrérgicas descritas por nuestro equipo anteriormente (Abudara et al., 

2002). Las motoneuronas trigeminales carecen de la maquinaria sintética para 

producir NO, son NADPH-diaforasa negativas y NOSn negativas. Igualmente no 

se descarta a priori la formación de NO en el NMT desde otra fuentes no 

neurales y/o ante la activación de otras isoenzimas de la NOS.  
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3.- Los somas de origen de las fibras nitrérgicas no se localizan en la 

misma rodaja que contiene al NMT. Esto impide la estimulación somática para 

lograr la depolarización de las fibras NOSn positivas, pero favorece el estudio 

discriminado de la difusión del NO desde las mismas sin la influencia de la 

producción somática de NO.  

 

4.- Por otra parte, en este preparado biológico la estimulación selectiva 

de las fibras nitrérgicas es sumamente dificultosa desde el punto de vista 

técnico por su pequeño diámetro (0,5-1,5 μm) y por no estar organizadas en 

haces sino en forma de plexo laxo. Debido a estas razones se utilizó la 

administración de solución con alta concentración de K+ (alto-[K+]o) para lograr 

la depolarización simultánea de múltiples fibras nitrérgicas, lo cual además 

permite analizar la posible liberación cooperativa del mensajero 

simultáneamente desde varias fibras. 

 

5.- Las motoneuronas trigeminales fueron consideradas como el blanco 

neural postsináptico propuesto para el NO en nuestro modelo de estudio, esto 

no quiere decir que se descarte o desconozca la existencia de otros potenciales 

blancos en el NMT. En este sentido se consideró a la GCs de las motoneuronas 

trigeminales como el principal blanco molecular de la acción del NO (sin 

descartar la existencia de otras posibles moléculas blanco incluso en las 

propias motoneuronas). 
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 5.2. - Estrategia desarrollada 

 

Para cumplir con los objetivos específicos planteados se desarrolló la 

siguiente estrategia (se detallarán posteriormente los materiales y métodos 

utilizados): 

 

1.- Para indagar la existencia de producción de NO endógeno en 

situación basal (Objetivo específico 1), se visualizó y analizó la producción y la 

difusión de NO endógeno basal mediante (1) la identificación de las 

motoneuronas trigeminales en rodajas de tronco encefálico de cobayo, en 

tejido vivo no fijado, por marcado  retrógrado con un fluoróforo y la posterior 

observación por microscopía de epifluorescencia y/o confocal y (2) la 

monitorización indirecta de NO intracelular a través del marcador 4,5-

diaminofluoresceína diacetato (DAF-2 DA) por microscopía de epifluorescencia 

y/o confocal. A fin de robustecer las conclusiones, se realizaron controles de la 

técnica de monitorización mediante la administración de NO exógeno (dadores 

de NO) y de un inhibidor de la NOS los que, respectivamente, imitarían o 

bloquearían el aumento del contenido de NO en las motoneuronas.  

 

2.- Para demostar que ante la depolarización de múltiples fibras 

nitrérgicas delgadas el NO endógeno liberado incluye a las motoneuronas 

trigeminales en su dominio de influencia. Para determinar si ante la 

depolarización de múltiples fibras nitrérgicas delgadas el NO endógeno liberado 



 63

incluye a las motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia (Objetivo 

específico 2), se visualizó y analizó la producción y la difusión de NO endógeno 

en el NMT ante la activación de la NOSn por estímulos depolarizantes mediante 

las mismas técnicas empleada para cumplir el objetivo 1. En experimentos 

dinámicos y estáticos, con tejido vivo y fijado respectivamente, se buscó 

especialmente la presencia de NO en las motoneuronas trigeminales (NOSn 

negativas) ante la depolarización de estructuras productoras de NO mediante 

perfusión con solución conteniendo alto-[K+]o.  

 

3.- Para evidenciar que el NO endógeno al difundir ingresa a las 

motoneuronas trigeminales en concentraciones biológicamente efectivas que 

permitan activar a la GCs presente en ellas (Objetivo específico 3), se 

determinó si la depolarización induce un aumento del GMPc intracelular en 

dichas células mediante estudios inmunohistoquímicos y microscopía confocal 

(De Vente et al., 1998). A fin de robustecer las conclusiones, se realizaron 

controles de la técnica de detección de GMPc mediante la administración de NO 

exógeno (dadores de NO). Para demostrar si las variaciones de los niveles de 

GMPc corresponden a variaciones en la producción de NO endógeno se utilizó 

un inhibidor específico de la GCs (la cual es activable por NO). Se exploró si el 

incremento en la concentración de GMPc en las motoneuronas era bloqueado 

por secuestradores de NO (que impiden su difusión) e inhibidores competitivos 

de la NOSn (que impiden la producción de NO desde las fibras finas que 

contienen la NOSn).  
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4.- Para identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la  

transmisisón nitrérgica en el NMT (Objetivo específico 4), se utilizaron las 

mismas técnicas empleadas para cumplir los objetivos 2 y 3. Se investigó si 

existen variaciones en el perfil de producción y difusión de NO endógeno 

(inducido por la depolarización), en presencia de inhibidores de la NOSn o 

secuestradores de NO, y ante modificaciones en la disponibilidad de Ca2+ extra 

o intracelular. Se buscó especialmente en cada caso, cambios en el patrón 

témporo-espacial de difusión y en el dominio de influencia del NO. 

  

 

Para  procesar la información obtenida en las imágenes de las 

microfotografías digitales capturadas se diseñó un software adaptado 

especialmente para nuestros experimentos dinámicos, en colaboración con la 

Sección Biomatemáticas de la Facultad de Ciencias. Se cuantificaron algunos 

parámetros de la fluorescencia: variación relativa de la intensidad de 

fluorescencia para la detección de NO y/o GMPc, tiempo necesario para 

alcanzar el pico de fluorescencia, etc.  
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS  

 

Los procedimientos experimentales que se detallan a lo largo de esta 

tesis cumplen con los requerimientos determinados para el trabajo 

experimental con vertebrados por la “Comisión Honoraria de Experimentación 

Animal – CSIC, Universidad de la República” (CHEA). La tesista posee al día la 

acreditación expedida por dicha Comisión (categoría B, renovada en el año 

2009). El protocolo experimental desarrollado fue aprobado por la Comisión de 

Experimentación Animal (Exp. Nº 071140-000951-07) y refrendado por 

resolución del Consejo de la Facultad de Medicina de la Universidad de la 

República en sesión ordinaria de fecha 1 de agosto de 2007 (resolución Nº 11). 

Se realizaron los máximos esfuerzos para minimizar el número de animales 

utilizados y su sufrimiento.  

 

6.1.- Identificación de las motoneuronas trigeminales mediante 

marcado retrógrado 

 

Los cobayos fueron anestesiados con pentobarbital sódico (35 mg / Kg. 

peso intraperitoneal). Luego de desinfectar la piel, ésta y el tejido celular 

subcutáneo que cubre los músculos maseteros fueron rebatidos para inyectar 

el marcador en dichos músculos mediante la utilización de una jeringa 

Hamilton; posteriormente la piel fue suturada. Una vez que cesó el efecto 

anestésico se verificó que los animales ingirieran agua y alimentos en forma 

normal. Los cobayos permanecieron en recuperación durante un período de 7-
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14 días para permitir que el marcador se transportara en forma retrógrada 

hacia las motoneuronas del NMT ubicado en el tallo cerebral.  

 El marcador utilizado fue el fluoróforo CM-DiI (Chlormethylbenzamido-1, 

1 dioctadecyl-3, 3, 3’, 3’- Tetramethylindocarbocyamina, Molecular Probes – 

Invitrogen, Figura 13A) y fue administrado al 0,08 % en etanol 95 % en un 

volumen total de 12 µl repartido en varias inyecciones. El CM-DiI es un 

derivado análogo del DiI, algo más soluble en agua que éste último, pero al 

igual que otras carbocianinas de cadena larga es fuertemente fluorescente y 

bastante fotoestable cuando se incorpora en las membranas celulares. Este 

tipo de fluoróforo de muy baja toxicidad celular, ya que no afecta en forma 

apreciable la viabilidad celular, el desarrollo u otras propiedades fisiológicas 

básicas, es utilizado en forma exitosa como marcador neuronal retrógrado y/o 

anterógrado en preparados de tejido vivo (Honig y Hume, 1986;  1989a; 

1989b ), en marcado de duración prolongada en cultivos celulares (Ragnarson 

et al., 1992). A diferencia de otros marcadores es bien retenido por las células 

luego de los pasos de fijación y permeabilización utilizados para técnicas de 

inmunohistoquímica (Matsubayashi et al., 2008).  

 
Figura 13: Características del marcador retrógrado (A) Estructura de la molécula de CM-
DiI. (B) Espectro de absorción y emisión de fluorescencia del DiIC18(3) ("DiI") ligado a la bicapa 
fosfolipídica de las membranas celulares. (Tomado de Molecular Probes, Inc., 2005). 

 

C7000 CellTrackerTM CM-DiI 
peso molecular 1051,5 

A B
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El espectro de absorción y de emisión de fluorescencia del CM-DiI 

determina que su visualización por microscopia sea compatible con filtros 

ópticos para rodamina (Figura 13B). La absorción máxima se produce a 553 

nm y la emisión máximaF

19
F a 570 nm (Molecular Probes, Inc., 2005). El 

mecanismo subyacente al transporte retrógrado es la incorporación pasiva del 

marcador (Köbbert et al., 2000) ya que las membranas celulares proveen de 

un conducto conveniente para cargar el marcador lipofílico. Este se inserta en 

la capa externa de la membrana celular de los axones de las motoneuronas 

trigeminales que inervan los músculos maseteros que fueron inyectados y 

como parte del reciclaje lipídico los fragmentos de membrana celular son 

empaquetados en vesículas y son transportados en la célula llevando consigo 

las moléculas del marcador; además la difusión lateral dentro la membrana 

puede servir para lograr teñir la célula entera aún cuando el colorante sea 

aplicado localmente. Este mecanismo de captación es muy eficiente por lo que 

el fluoróforo puede en general utilizarse a bajas concentraciones. La 

fluorescencia observada generalmente es de tal intensidad que puede dificultar 

distinguir en detalle los procesos de menor tamaño. El “fotobleaching” no sería 

un problema mayor para la mayoría de los marcadores del tipo de las 

carbocianinas, así como tampoco son problemáticos en cuanto a su posible 

difusión o fuga al exterior de las células (Köbbert et al., 2000). El marcador 

habitualmente no se transfiere desde una célula marcada a una no marcada a 

menos que la membrana de la célula no marcada se dañe (Hofmann y 

Bleckmann, 1999). 

                                           
19 valores determinados en metanol y que son similares a los hallados en la membrana celular 
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6.2.- Preparación de rodajas de tallo cerebral de cobayo 

 

 Se emplearon cobayos de 180 - 220 g de peso (15 a 21 días de vida) 

previamente inyectados (7–14 días antes) con el marcador retrógrado CM-DiI. 

Los animales fueron decapitados y se obtuvieron rodajas coronales de tejido 

nervioso vivo tal como se describe en Abudara et al. (2002). Se seccionó la 

piel que recubre el cráneo, se removieron los músculos de la nuca y se 

retiraron los huesos occipitales y parietales, para posteriormente aspirar el 

cerebelo dejando expuesto el tronco encefálico. Rápidamente se seccionó el 

tronco encefálico rostralmente a los colículos superiores y aproximadamente 

0,5 cm caudal a la sección anterior. El trozo de tronco cerebral así aislado fue 

sumergido en solución cerebroespinal artificial (CE-A, ver composición en 

numeral 6.9.-), pH 7,4, equilibrada con carbógeno (O2 95% / CO2 5%) y a 5 

ºC. El bloque de tejido fue adherido con cianocrilato a la plataforma de la 

cámara de un vibrátomo (Campden Instruments) y fue seccionado en rodajas 

de 200 µm siguiendo su eje coronal. Las 2 a 6 rebanadas rostrales a la 

aparición de las ramas descendentes del nervio facial, contenían el núcleo 

motor del trigémino (atlas estereotáxico de referencia Rapisarda y Bacchelli, 

1977) y fueron las que se seleccionaron para los experimentos. Las rodajas 

que contienen el NMT fueron incubadas dentro de una caja de Petri, cada una 

en una camarita con fondo de red de nylon, en la misma solución CE-A 

equilibrada con carbógeno a temperatura ambiente por un período de 

estabilización de por lo menos 30 minutos.  
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1B6.3.- Incubación y carga de las rodajas de tronco encefálico con 

DAF-2 DA    

 

 Para monitorizar la presencia de NO intracelular en las rodajas de tejido 

vivo se utilizó un indicador indirecto de NO membrana permeante: 4,5-

diaminofluoresceína diacetato (DAF-2 DA, Calbiochem). Dado que la exposición 

a la luz produce un descenso en la fluorescencia en muestras de tejido 

cargadas con DAF-2 DA (Räthel et al., 2003) es estrictamente necesario 

trabajar con este compuesto en un cuarto oscuro. Todas las etapas descriptas 

de aquí en adelante se desarrollaron cumpliendo ese requerimiento. 

Las rodajas de tejido vivo de tronco encefálico (200 µm de espesor) que 

contenían el NMT fueron sumergidas en 5 ml de solución 5 µM de DAF-2 DA en 

CE-A por 30 minutos a temperatura ambiente. Para minimizar los errores de 

autofluorescencia (Leikert et al., 2001) se utilizaron concentraciones de DAF-2 

DA 50% menores a las reportadas previamente por otros autores en rodajas 

de tejido nervioso (Kojima et al., 1998b; 2001; Okada et al., 2004). 

Posteriormente al período de incubación, las rodajas fueron lavadas 2 veces en 

solución CE-A fresca. Luego fueron colocadas de a una en la cámara donde se 

llevaron a cabo las maniobras experimentales.  

El DAF-2 DA es un compuesto no fluorescente que permea la membrana 

celular y dentro de la célula es hidrolizado por esterasas citoplasmáticas a 

DAF-2, compuesto que permanece dentro de la célula por ser incapaz de 

atravesar la membrana celular (Figura 14).  
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Figura 14: Esquema que ilustra la estructura molecular del DAF2-DA y del DAF2. Las 
esterasas citoplasmáticas modifican al primero al ingresar en las células y el segundo queda 
retenido en ellas. 
 

 

6.4.- Monitorización indirecta de la concentración intracelular de 

NO en rodajas de tejido vivo mediante el indicador DAF-2 DA 

 

La producción y difusión de NO se monitorea indirectamente con buena 

precisión anatómica a través de la visualización de la fluorescencia para 

triazolofluoresceina (DAF-2T) (Kojima et al., 1998b; 2001; Nakatsubo et al., 

1998, Brown et al., 1999; 2000; Okada et al., 2004). El DAF-2 permite 

detectar indirectamente el NO en presencia de O2 y a pH fisiológico (7,4) 

gracias a la formación del compuesto triazolofluoresceína (DAF-2T) que no 

permea la membrana celular; su umbral de detección de NO es de 5 nM a pH 

7,4 (Kojima et al., 1998a). La formación del DAF-2T no se genera por la 

reacción directa del DAF-2 y el NO, sino que involucra una serie de pasos 
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intermedios requiriéndose la formación de N2O3. El N2O3 es generado dentro de 

la célula según las siguientes reacciones: 

 

2 NO + O2 → 2 NO2                  (1) 

 

2 NO2 + 2 NO ↔ 2 N2O3            (2) 

 

De acuerdo con este esquema de reacciones la formación de N2O3  necesita de 

dos moléculas de NO, por lo que la relación estequiométrica DAF-2 y NO es de 

1:2. La formación de NO2, reacción (1), en soluciones biológicas es una 

reacción lenta (Beckman y Koppenol, 1996) lo cual la convierte en un paso 

limitante en la velocidad de detección de la técnica. El N2O3 reacciona en forma 

irreversible con DAF-2 obteniéndose DAF-2T (Kojima et al., 1998a). La 

secuencia detallada de reacciones necesarias para la formación del DAF-2T se 

muestra en la Figura 15 (Nakatsubo et al., 1998), mientras que la Figura 16 

esquematiza resumidamente los eventos que acontecen desde que se carga el 

tejido con DAF-2 DA hasta que se detecta fluorescencia para DAF-2T en la 

célula. El DAF-2T fluoresce intensamente en el espectro del verde, siendo 

máxima su excitación a 495 nm y máxima su emisión a 515 nm (Figura 17) 

por lo cual su visualización por microscopía es compatible con filtros ópticos 

para fluoresceína.  
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Figura 15: Mecanismo propuesto para la detección de NO por el DAF-2 en presencia de 
O2. (Extraído de Nakatsubo et al., 1998) 
                                     

 

Figura 16: Representación esquemática de los sucesos que acontecen una vez que se 
incuba el tejido vivo con el marcador DAF-2 DA. Luego de permear la membrana celular es 
hidrolizado a DAF-2, el cual es retenido en la célula y posteriormente en presencia de NO y O2 
forma DAF-2T (extraído de Kojima et al., 1998a). 
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Figura 17: Espectros de excitación (A) y emisión (B) para DAF-2T a 37 ºC en buffer 
fosfato 0,1 M (pH 7,4) con valores de concentración de NO que van desde 0 a 2,4 μM. El NO fue 
adicionado bajo condiciones aeróbicas a una solución 10 μM de DAF-2 (extraído de Kojima et al., 
1998a). 
 

La producción del fluoróforo DAF-2T aumenta como consecuencia de los 

aumentos de la concentración de NO y por tanto aumenta la detección de la 

señal fluorescente. La reacción del DAF-2 y el NO es completamente 

independiente de los niveles de Ca2+ and Mg2+ a concentraciones fisiológicas 

(Suzuki et al., 2002).   

Sin embargo es necesario tener en cuenta ciertas consideraciones y 

controles antes de interpretar los datos obtenidos mediante esta técnica, ya 

que distintos factores podrían incidir en la intensidad de la señal fluorescente 

mencionada (von Bohlen und Halbach, 2003; Wardman, 2007; Hall y 

Garthwaite, 2009). A modo de ejemplo los ácidos ascórbico y dehidroascórbico 

pueden reaccionar con DAF-2 generando una señal fluorescente similar a la del 

DAF-2T (Zhang et al., 2002). Por otra parte, en presencia de NO la 

fluorescencia del DAF-2T puede aumentar por exposición intensa a la luz 

(Broillet et al., 2001), por iluminación ultravioleta (Rodríguez et al., 2005) o 

por la oxidación del DAF-2 (Jourd'heuil, 2002; Espey et al., 2002; Balcerczyk 
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et al., 2005). Al igual que Brown et al. (1999, 2000) para minimizar errores de 

autofluorescencia se utilizó una concentración de DAF-2 DA menor que las 

reportadas en otros preparados de rodajas cerebrales (Kojima et al., 1998b; 

2001; Okada et al., 2004). Para corroborar si en este modelo los incrementos 

en la fluorescencia para DAF-2 T corresponden efectivamente a incrementos en 

el contenido intracelular de NO se realizaron experimentos de administración 

del dador DETA/NO (el cual libera NO espontáneamente en solución) y de 

bloqueo con el inhibidor de la NOS NG-Nitro-L-arginine-methyl ester.HCl (L-NAME) 

en las rodajas cargadas con DAF-2 DA. El análisis en profundidad de estos 

controles experimentales se realizará en el numeral 7.2.3.- de Resultados 

(Figuras 26 y 27). En nuestra cámara de perfusión una solución 2 mM de 

DETA/NO libera espontáneamente NO con un flujo de 1.54 μM / min 

determinado por espectrofotometría (Abudara et al., 2002).  

 

 

2B6.5.- Microscopía de epifluorescencia, sistema de captación y 

procesamiento de imágenes  

 

La combinación de fluoróforos con espectros de emisión diferentes es 

una herramienta muy útil junto con la microscopía para permitir establecer 

ubicaciones celulares mediante marcado retrógrado así como también para 

determinar la existencia de colocalización de distintas sustancias, marcadores, 

neurotransmisores, enzimas, etc., (Köbbert et al., 2000). En este estudio fue 

usada para combinar la identificación de las motoneuronas trigeminales y la 
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detección de las variaciones de la concentración de NO en ellas. Las 

variaciones del contenido de NO dentro de las motoneuronas trigeminales 

identificadas con CM-DiI se monitorearon indirectamente por medición de la 

intensidad de la señal para DAF-2T tanto en experimentos dinámicos como 

estáticos. En los experimentos dinámicos la rodaja de tejido vivo cargada con 

DAF-2 DA fue mantenida en la superficie inferior de un cubreobjetos que a su 

vez constituye la parte superior de una cámara de perfusión que fue montada 

en la platina de un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot). Cada 

rodaja se perfunde continuamente (1-1,5 ml/min) desde su cara inferior con 

CE-A equilibrada con una mezcla de 95% O2 - 5% CO2.   

En el microscopio de epifluorescencia se utilizaron filtros ópticos 

adecuados a los espectros de excitación y emisión propios de cada fluoróforo. 

El filtro para fluoresceína (filtro de excitación 450 - 490 nm, espejo dicroico 

510 y filtro de barrera 520 nm) fue utilizado en el caso del DAF-2T y el filtro 

para rodamina (filtro de excitación 510 - 560 nm espejo dicroico 580 y filtro de 

barrera 590 nm) en el caso del CM-DiI. Para identificar a las motoneuronas 

marcadas retrógradamente las rodajas fueron iluminadas a través del filtro 

para rodamina y a posteriori el mismo campo de observación se iluminó a 

través de un filtro para fluoresceína para detectar la señal DAF-2T. Se 

utilizaron objetivos de 10x, 20x y 40x. Las microfotografías se capturaron 

mediante una cámara digital (Kodak DC 290) conectada al microscopio. La 

cámara fue conectada a su vez a una computadora. Para el procesamiento de 

la fluorescencia para DAF-2T las imágenes fueron captadas cada 30 segundos 

con un tiempo de exposición de 0,5 segundos, manteniendo siempre los 
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mismos parámetros en el microscopio y la cámara, y fueron almacenadas 

utilizando un software adecuado para procesamiento de imágenes (Adobe 

Photoshop).  

Los experimentos estáticos se realizaron en cámaras de incubación y las 

mediciones de la señal para DAF-2T correspondientes a cada maniobra 

experimental se realizaron en rodajas fijadas. Las rodajas fueron fijadas toda 

la noche a 4ºC en formaldehído al 4 %  (pH 7,4), lavadas en buffer fosfato 

(PBS) 0,1 M (pH 7,4) y montadas en glicerol para su observación en un 

microscopio confocal.  

Un aspecto a considerar durante la visualización de las señales 

fluorescentes de DAF-2T y CM-DiI es la posibilidad de la ocurrencia del 

fenómeno de “bleedthrough” originado en el solapamiento de sus espectros de 

absorción y emisión (DAF-2T 495 nm - 515 nm y CM-DiI 553 nm – 570 nm). 

La figura 18 ejemplifica el fundamento de este fenómeno para otros dos 

fluoróforos de máximos de absorción y emisión similares a los usados en esta 

tesis. En este sentido los resultados obtenidos con respecto a los patrones de 

distribución de la fluorescencia para DAF-2T en el NMT en situación basal y su 

modificación con el inhibidor L-NAME van en contra de la posibilidad de que la 

fluorescencia detectada para CM-DiI sea consecuencia de la presencia de señal 

DAF-2T (ver numeral 7.1.3.- y Figura 22 de resultados). 
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Figura18. Ejemplo de solapamiento del espectro de dos fluoróforos e influencia del 
mismo en el fenómeno de “bleedthrough” Espectro de emisión normalizado para los 
fluoróforos Alexa Fluor 488 (ex 495 – em 519) y Alexa Fluor 546 (ex 556 - em 573). Aunque el 
pico de emisión de estos fluoróforos se encuentra en colores que son fácilmente distinguibles por 
el ojo humano, existe un solapamiento moderado del espectro que indica una emisión 
significativa de Alexa Fluor 488 coincidente con el valor del pico de emisión de Alexa Fluor 546. 
Este “bleedthrough” de la señal puede dificultar la separación de la señal de los fluoróforos en 
las situaciones en que la intensidad de la señal para Alexa Fluor 488 sea mucho mayor que la 
intensidad de la señal para Alexa Fluor 546 (Tomado de Haugland, 2002)  

 

6.6.- Análisis computacional de las variaciones de fluorescencia 

para DAF-2T en experimentos dinámicos  

 

 En las imágenes almacenadas de los experimentos dinámicos se 

cuantificó la fluorescencia relativa en función del tiempo durante las distintas 

maniobras experimentales, tomando como referente la situación inicial (la 

situación inicial de cada preparado será su propio control). Para ello se utilizó 

un programa especialmente diseñado en colaboración con la Sección 

Biomatemáticas del Instituto de Biología de la Facultad de Ciencias, tomando 

como base el programa de análisis Matlab.  

Las fotografías capturadas con señal fluorescente para CM-DiI y para 

DAF-2T para cada experimento dinámico fueron procesadas según los 

siguientes pasos. Inicialmente fueron convertidas a escala de grises para 
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eliminar la información referente a los tonos y la saturación y conservar la 

referente a la luminancia. Con la finalidad de disminuir el costo del 

procesamiento computacional la resolución de las imágenes en escala de grises 

fue disminuida en un 45% usando el método de interpolación del vecino más 

próximo. Para eliminar ruidos de alta frecuencia las imágenes fueron tratadas 

con un filtro pasa bajos gaussiano bidimensional discreto.   

Luego de este proceso inicial aplicado a todas las fotografías, las 

imágenes obtenidas con el filtro para rodamina de cada campo se procesaron a 

fin de obtener las áreas correspondientes a las motoneuronas marcadas con 

CM-DiI. Esta segmentación de la imagen que permitió distinguir entre aquellas 

estructuras correspondientes a motoneuronas y el resto del tejido fue realizada 

ubicando las regiones localmente conectadas cuyos valores de luminancia se 

encontraron por encima de un cierto umbral. Por esta operación las imágenes 

de intensidad de luminancia se transformaron en imágenes binarias blancas 

(motoneuronas) y negras (no motoneuronas) donde pueden identificarse 

regiones diferentes que posteriormente fueron sometidas a un proceso de 

selección manual para eliminar detecciones erróneas. Es de destacar que cada 

área detectada como CM-DiI positiva puede  llegar a corresponder a una o más 

motoneuronas debido a que el solapamiento de las neuronas marcadas no 

puede ser resuelto por esta técnica.  

Una vez que se separaron las áreas correspondientes a las estructuras 

motoneuronales, dichas áreas se utilizaron para seleccionar las regiones a ser 

procesadas en la secuencia de microfotografías adquiridas con el filtro de 

fluoresceína. Para hacer esto, cada imagen de dicha secuencia fue multiplicada 



 79

por la imagen binaria obtenida correspondiente a esa misma región 

obteniéndose así los valores de intensidad de luminancia para todas las áreas 

seleccionadas en cada una las microfotografías. La suma de todos los valores 

de intensidad de cada región fueron divididos por el área de la región con la 

finalidad de obtener un valor de  intensidad normalizado (o luminancia media) 

en cada área de cada fotografía de la secuencia. Luego de procesar toda la 

secuencia de imágenes se obtuvo como resultante la serie temporal del perfil 

de valores de fluorescencia por unidad de área para cada región del campo de 

la rodaja observado durante el experimento. Luego del procesamiento de todas 

las secuencias de imágenes se obtienen las series temporales de variación de 

fluorescencia para cada área determinada en cada campo observado durante 

cada experimento. Un procedimiento similar se llevó a cabo para normalizar la 

intensidad de fluorescencia del background: la luminancia de la región que no 

resultó marcada con CM-DiI fue integrada y dividida por su área. Al valor de 

intensidad de fluorescencia para cada región de cada fotografía de la secuencia 

se le restó dicho valor del  background o autofluorescencia con el fin de 

eliminar cambios globales no específicos a lo largo de la serie fotográfica. 

Finalmente, los valores de intensidad de fluorescencia en cada región-

motoneurona (F) fueron divididos por el valor inicial de fluorescencia de esa 

región en el tiempo = 0 (Fo) obteniéndose el valor del cambio de fluorescencia 

para DAF-2T relativo al inicio del experimento (situación control). El cociente [F 

en cada motoneurona en cada fotografía /Fo para dicha motoneurona] se 

graficó en función del tiempo en minutos.  
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A modo de resumen, como resultado de este procesamiento se obtienen 

para cada experimento N series temporales donde N es el número de distintas 

regiones identificadas y cada serie comienza desde 1 que es el valor de referencia 

inicial. Los valores máximos de intensidad de fluorescencia que se graficaron en 

los histogramas de frecuencias fueron obtenidos de estas series temporales. Para 

el análisis estadístico los valores de fluorescencia correspondientes a las 10 

primeras fotografías fueron descartados para evitar errores introducidos por picos 

espurios que pudieran ocurrir previamente al arribo de la solución depolarizante a 

la rodaja. Solamente fueron considerados como picos o máximos verdaderos 

aquellos mayores de 5% con respecto al valor basal de fluorescencia. Las 

pendientes máximas para cada serie se obtuvieron tomando la máxima derivada 

primera. Del análisis computacional de los datos se generaron para cada 

experimento breves videos que permitieron visualizar las variaciones de 

fluorescencia en la secuencia fotográfica de cada campo escogido de manera más 

ilustrativa.  

 

3B6.7.- Inmunohistoquímica para detección de GMPc 

 

Después de cada experimento las rodajas fueron fijadas en formaldehído 

al 4 %  (pH 7,4) durante toda la noche a 4ºC, luego de lo cual fueron lavadas 

3 veces durante 20 minutos en PBS 0,1 M (pH 7,4), y críoprotegidas en una 

solución de sacarosa al 30% en PBS durante 24 horas. A la solución 

crioprotectora se agregó azida de sodio al 0,1 %. Posteriormente las rodajas 

fueron sumergidas en medio protector para congelación (Jung, Leica 
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microsystems, Nussloch, Germany), congeladas y cortadas en el plano coronal 

en secciones de 30 μm de espesor utilizando un crióstato. Las secciones 

sucesivas fueron colocadas en forma seriada en una caja con múltiples 

divisiones y se lavaron 3 veces durante 20 minutos en PBS. Posteriormente los 

cortes fueron bloqueados durante 1 hora en albúmina de suero bovino al 2% 

en PBS. Después de 3 nuevos lavados en PBS las rodajas fueron incubadas a 

4ºC durante 24 hs con anticuerpo primario policlonal de conejo anti-GMPc 

(1:1000; #AB303, Chemicon, Temecula, CA) diluido en PBS conteniendo 0,1% 

Triton X100 (PBST). Al día siguiente los cortes fueron lavados 3 veces en PBST 

durante 10 minutos y fueron  incubados durante 90 minutos con anticuerpo 

secundario de burro anticonejo conjugado con Alexa 488 (1:1000; Molecular 

Probes, Eugene, OR) diluido en PBST. Varios cortes fueron incubados 

omitiéndose el anticuerpo primario, el secundario o ambos a fin de obtener 

controles negativos. Por último los cortes fueron lavados en PBS y montados 

en glicerol para ser observados por microscopía confocal. 

 

6.8.- Microscopía confocal 

 

Los cortes montados fueron observados con microscopia confocal (FV 

300 Olympus, Tokyo, Japan) con objetivos de 20x (para los cortes de 

experimentos estáticos de determinación de fluorescencia para DAF-2T) o de 

40x (para los cortes de determinación de inmunofluorescencia para GMPc). Las 

imágenes consecutivas a intervalos de 1-5 µm fueron adquiridas en forma 

secuencial con dos láseres Ar-Ion (488 nm) y He-Ne (543 nm) y utilizando el 
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programa Olympus Fluoview. Los parámetros del microscopio y la cámara 

fueron idénticos para aquellos experimentos en los que los datos fueron 

comparados. La fluorescencia fue evaluada en unidades arbitrarias (AU) 

utilizando el programa Image J. La intensidad de fluorescencia se calculó como 

la diferencia (F - F0) entre la fluorescencia (F) de las motoneuronas y la 

fluorescencia del background (F0) medido donde no se detectaron células 

marcadas. El cociente entre Ftratamiento y Fcontrol en las motoneuronas fue 

graficado para cada tratamiento (Dunn et al., 1994). La señal fluorescente 

para DAF-2T y la inmunofluorescente para para GMPc fueron representadas en 

los gráficos de experimentos estáticos como el promedio de los cocientes entre 

los valores de la intensidad de la fluorescencia en las motoneuronas tratadas y 

en situación control evaluadas en unidades arbitrarias (Ftratamiento/Fcontrol). En los 

gráficos la línea punteada en los gráficos representa el valor correspondiente a 

la situación control. 

Al igual que para el DAF-2T y el CM-DiI, también para el Alexa 488 (ex 

495 nm – em 519 nm) y el CM-DiI (exi 553 nm-em 570 nm) se consideró la 

posibilidad de ocurrencia del fenómeno de “bleedthrough”. La Figura 19 

ejemplifica dos casos típicos en los que a pesar de no existir señal para el 

conjugado Alexa 488 igualmente se detectó la presencia de señal para CM-DiI 

en varias motoneuronas, por lo que la causa de la señal detectada con CM-DiI 

no sería la presencia de una señal de fluorescencia intensa para el Alexa 488. 

También se observaron casos de células que a pesar de desarrollar alta 

intensidad de la señal para Alexa 488 no mostraron fluorescencia para CM-DiI 

probablemente por no haber captado el marcador retrógrado. 
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Figura 19: Microfotografías que ilustran la inmunofluorescencia para GMPc a través del 
conjugado Alexa 488 en motoneuronas trigeminales identificadas con CM-DiI. Los dos 
tríos de microfotografías presentados corresponden cada uno a un mismo campo del NMT. Cada 
campo fue observado con dos sets de láseres diferentes: uno para las motoneuronas marcadas 
con CM-DiI (He-Ne, 543 nm, fotografías a la izquierda, en rojo) y otro para la detección de 
inmunofluorescencia para GMPc a través del conjugado Alexa 488 (Ar-Ion, 488 nm, fotografías al 
centro, en verde). Las microfotografías de un mismo campo obtenidas con cada uno de los 
láseres fueron superpuestas con la finalidad de detectar la colocalización de ambos marcadores y 
por lo tanto evidenciar la presencia de GMPc dentro de las motoneuronas (fotografías de la 
derecha). Nótese que existen motoneuronas que no presentaron señal fluorescente para Alexa 
488 pero si fueron identificadas como motoneuronas por medio del marcador retrógrado CM-DiI. 
Barra de calibración: 50 µm. 

 

 

6.9.- Tratamiento de las rodajas. Soluciones y drogas  

 

Las rodajas fueron perfundidas (1 – 1,5 ml / min) o incubadas con CE-A 

equilibrada con 95% O2 - 5% CO2 a temperatura ambiente. La composición de 

la solución CE-A fue (en mM): NaCl, 130; KCl, 3,0; CaCl2, 2,4; MgSO4, 1,3; 

NaHCO3, 20; KH2PO4, 1,25; D-glucosa, 10. En diferentes tratamientos 

experimentales se modificó la composición de la solución CE-A o se 

50µm50µm50µm
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incorporaron drogas a esta solución. El estímulo depolarizante fue desarrollado 

mediante la administración de solución CE-A modificada (alto-[K+]o; 13-30 

min) en la cual el KCl fue incrementado a 43-60 mM realizando la 

correspondiente sustitución del NaCl a fin de mantener la osmolaridad de la 

solución. Las diluciones de las diferentes drogas se prepararon en el día 

protegiéndolas de la exposición a la luz en el caso de ser fotosensibles. 

 En los experimentos con L-NAME este bloqueante fue incluido en forma 

continua en la CE-A desde etapas iniciales antes de cargar el tejido con DAF-2 

DA. En el resto de los experimentos de bloqueo las rodajas fueron tratadas 

previamente (20 minutos antes) y durante la exposición al alto-[K+]o con 

alguno de los bloqueantes mencionados en la tabla presentada a continuación. 

Propiedad  Nombre completo  Abreviatura Dosis 

Inhibidor de la NOS NG-Nitro-L-arginine-methyl ester.HCl L-NAME 0,3-1 mM 

Inhibidor selectivo de la NOSn 
Vinyl-L-NIO, N5-(1-Imino-3-butenyl)-L-

ornithine 
L-VNIO 1 µM 

“Secuestrador” de NO 

2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-

tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide, 

potassium salt 

c-PTIO 30 µM 

Bloqueante de la GCs 
H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-

one 
ODQ 5-10 µM 

Bloqueante de canales de Na+ 

voltaje dependientes 
tetrodotoxin TTX 1 µM 

Bloqueante de canales de Ca2+ 

voltaje dependientes 

presinápticos tipo N, P y Q 

ω-Conotoxin MVIIC ω-ctx-MVIIC 1 µM 
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Para determinar la influencia del Ca2+ extracelular sobre el aumento de 

la señal fluorescente para GMPc inducida por alto-[K+]o, las rodajas fueron 

incubadas previamente (20 minutos) y durante la exposición al alto-[K+]o en 

una solución CE-A modificada con bajo [Ca2+]o-alto-[K+]o cuya composición fue 

igual a la de la solución depolarizante alto-[K+]o con los siguientes cambios: 

Ca2+ (0,2 mM), Mg2+ (4 mM) y presencia del quelante de Ca2+  EGTA (2 mM). 

El dador de NO diethylenetriamine/nitric oxide adduct 2,2′-

(Hydroxynitrosohydrazono)bis-ethanimine (DETA/NO; 2 mM) y el agonista 

glutamatérgico NMDA (N-Methyl-D-aspartato, 10 μM) se administraron 

disueltos en solución CE-A.  

L-NAME y L-VNIO fueron adquiridos en Alexis (Plymouth Meeting, PA); c-

PTIO, ODQ, TTX, ω-Conotoxin MVIIC y NMDA fueron adquiridos en Tocris 

(Ellisville, MO) y el EGTA, y DETA/NO fueron adquiridos en Sigma (St. Louis, 

MO). 

 

6.10.- Análisis estadístico  

 

Salvo que se especifique lo contrario, los valores de los resultados de 

todos los análisis se expresan como la media ± ES y el valor de n representa el 

número de motoneuronas. Para comparar los efectos de los diferentes 

tratamientos experimentales se utilizó el test no paramétrico Mann-Whitney U-

test de dos colas dado que los datos obtenidos no presentaron una distribución 

normal. En los experimentos dinámicos para comparar el cociente entre la 

máxima amplitud y la pendiente de ascenso de las curvas de intensidad de 
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fluorescencia para DAF-2T ante diferentes tratamientos, en primer lugar se 

identificaron  las curvas de regresión lineal de mejor ajuste para cada grupo de 

datos. Posteriormente, se aplicó a las rectas un análisis estándar de 

covarianza. Para todos los experimentos el nivel de significancia considerado 

fue  p < 0,05, si bien se indicó con códigos de asteriscos el valor de p en cada 

caso. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SPSS 15.0 para 

Windows. Los gráficos se realizaron utilizando los programas SPSS 15.0 para 

Windows y Corel DrawX3 (2005). 
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7.- RESULTADOS 

 

La presentación de los resultados obtenidos se desarrolla siguiendo su 

orden de vinculación con los objetivos específicos planteados.  

  

7.1.- Indagar la existencia de producción de NO endógeno en 

situación basal (Objetivo específico 1)  

 

7.1.1.- Las motoneuronas trigeminales pueden ser 

identificadas en rodajas de tejido vivo por marcado 

retrógrado con CM-DiI  

 

Las motoneuronas trigeminales se proponen como el blanco neural 

postsináptico del NO a estudiar en este trabajo. Por lo tanto para analizar la 

difusión del NO y visualizar su eventual ingreso a dichas células fue preciso 

identificarlas correctamente dentro del NMT en tejido vivo. 

 Los núcleos motores del Vº par fueron identificados visualmente bajo 

lupa en las rodajas vivas de tronco encefálico como estructuras simétricas, 

densas, ovales y opacas de ubicación medial al núcleo sensorial del trigémino y 

ventro-lateral a la sustancia gris periacueductal (esquema Figura 20A).  
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Figura 20: Identificación de motoneuronas trigeminales por marcado retrógrado en 
rodajas de tejido vivo. (A) Esquema de una rodaja coronal de tronco encefálico donde se 
indica la localización del NMT (flecha). (B) y (C) Microfotografías de dos grupos de 
motoneuronas en el NMT marcadas retrógradamente con CM-DiI, que corresponden a dos 
rodajas diferentes (200 µm de espesor) observadas a baja (B) y alta (C) magnificación. En (C) 
las cabezas de flecha señalan dos procesos dendríticos claramente identificables. Un núcleo 
celular que no es invadido por el fluoróforo se indica con una flecha. La observación se realizó 
con filtro óptico para rodamina. Barra de calibración: 50 μm en (B) y en (C). 
 

El uso de CM-DiI como marcador retrógrado fluorescente inyectado en 

los músculos maseteros permitió una adecuada identificación de las 

motoneuronas trigeminales en tejido vivo no fijado de rodajas de tronco 

encefálico de cobayo.  El NMT fue  localizado en las rodajas por microscopía a 

baja magnificación (Figura 20B). A mayor magnificación (20x) los cuerpos 
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celulares mostraron una fluorescencia intensa, granular y de color rojo que es 

típica del marcado con este derivado soluble de la carbocianina lipofílica 

(Figura 20C). La señal fluorescente se localizó en el citoplasma somático, el 

pericarion, respetando el núcleo celular y en segmentos iniciales de procesos 

dendríticos. Las motoneuronas presentaron somas de formas trapezoides y 

multipolares, con diámetros en un rango de 20 a 60 μm (promedio 35 μm; n = 

82). 

Las células identificadas con CM-DiI coinciden en su ubicación con la del 

NMT (Uemura-Sumi et al., 1982) y su morfología concuerda con las 

descripciones previas de motoneuronas trigeminales (Shigenaga et al., 1988). 

Esto permite descartar el marcado de estructuras no neuronales, por ejemplo 

interneuronas o glias, como consecuencia de la difusión del fluoróforo desde 

cuerpos neuronales seccionados durante la preparación de las rodajas (Honig y 

Hume, 1989a; 1989b). Debido a que se ha reportado la existencia de 

resultados falso-negativos en el uso de marcadores fluorescentes inyectados 

para su migración en forma retrógrada (Richmond et al., 1994), es probable 

que estructuras celulares presentes en el NMT y que no se marcaron con CM-

DiI pudieran corresponder a motoneuronas trigeminales que no captaron el 

fluoróforo. A pesar de ello, solamente se consideraron como motoneuronas 

trigeminales aquellas estructuras que presentaron fluorescencia para CM-DiI 

(CM-DiI positivas). 

Como se detallará más adelante, también fueron identificadas 

exitosamente motoneuronas trigeminales marcadas retrógradamente CM-DiI 

positivas en rodajas de tronco encefálico sometidas a fijación.  
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7.1.2.- El NO endógeno es detectado en motoneuronas 

trigeminales carentes de NOSn en condiciones basales  

 

La monitorización del NO en las rodajas vivas de tronco encefálico que 

contienen el NMT mediante DAF-2 DA fue puesta a punto en forma exitosa tal 

como lo muestra la Figura 21 donde se observa la fluorescencia de color verde 

para DAF-2T localizada en distintos sectores de las motoneuronas trigeminales 

en ausencia de estimulación. También se aplicó en forma efectiva ésta técnica 

en rodajas de tronco sometidas a fijación (ver Figuras 31 y 32). 

 

 

 

Figura 21: Monitorización de NO intracelular en el NMT de rodajas de tejido vivo 
cargadas con el indicador indirecto DAF-2 DA. Obsérvese la fluorescencia para DAF-2T en el 
citoplasma, núcleo y prolongaciones de las motoneuronas trigeminales en rodajas de tejido vivo. 
El fluoróforo es detectado intracelularmente en todas aquellas estructuras que contengan NO en 
concentraciones superiores al umbral de detección. La observación se realizó con filtro para 
fluoresceína. Barra de calibración: 50 μm.  
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 Dado que ni las motoneuronas ni otros somas expresan NOSn o tienen 

actividad NADPH-d en el NMT (Abudara et al., 2002), la fluorescencia para 

DAF-2T sólo podrá ser detectada en las motoneuronas postsinápticas si el NO 

es sintetizado en fuentes diferentes a ellas y si difunde desde allí hasta 

alcanzarlas. De este modo mediante la detección de DAF-2T en las 

motoneuronas se evidenció la producción y difusión de NO desde fuentes 

endógenas extramotoneuronales hacia las motoneuronas en ausencia de 

estimulación (condiciones basales).  

 

7.1.3.- Existen diferentes patrones de distribución del NO 

en condiciones basales dentro del NMT 

 

La localización que presentó la fluorescencia para DAF-2T fue diferente 

en distintas rodajas en condiciones basales identificándose tres patrones de 

distribución del fluoróforo. Dentro del patrón I fueron incluidas aquellas rodajas 

en las que no se detectó fluorescencia para DAF-2T en el NMT (26 rodajas, 

38%, Figura 22A, a, a’ y a”). En el patrón II se identificaron estructuras DAF-

2T positivas / CM-DiI negativas granulares y similares a fibras, cercanas a 

somas neuronales DAF-2T negativos (y que por ende no contienen NO) / CM-

DiI positivos (y que por ende corresponden a motoneuronas) (12 rodajas, 

17%, Figura 22Ab, b’ y b”). Aunque la fuente de origen del NO no fue 

investigada en estas rodajas, las mencionadas estructuras podrían 

corresponder a las fibras neurales delgadas pre-sinápticas nitrérgicas, dado 

que (a) las estructuras DAF-2T positivas similares a fibras del patrón II hacen 
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recordar la morfología, el tamaño y la relación espacial con las motoneuronas 

trigeminales, de la inervación nitrérgica descrita por nuestro grupo en cortes 

fijados de 15 µm de espesor (Abudara et al., 2002) y (b) debido a que el L-

NAME, inhibidor de NOS, disminuye su visualización (ver párrafo siguiente y 

Figura 22B). El resto de las rodajas mostraron somas neuronales DAF-2T 

positivos y fueron incluidas en el patrón III (31 rodajas, 45 %, Figura 22Ac, c’ 

y c”). En este patrón se constató la presencia de zonas con doble marcado 

DAF-2T y CM-DiI positivas (en amarillo en Figura 22 c”), muchas de ellas de 

contornos celulares claramente delineados, indicadoras de la presencia de NO 

dentro de las motoneuronas en condiciones basales, lo que permite concluir 

que el NO endógeno liberado desde una fuente externa a las motoneuronas 

difunde, las alcanza e ingresa a ellas. Al igual que en las rodajas del patrón II, 

también en rodajas pertenecientes al patrón III se detectaron procesos DAF-2T 

positivos, similares a fibras en adyacencia con motoneuronas DAF-2T negativas 

(véase cabezas de flecha en la Figura 22Ab” y c”). La producción basal de NO 

por las fibras delgadas no sería en esos casos suficiente para alcanzar a las 

células DAF-2T negativas (Philippides et al., 2005).  
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Figura 22: Producción y difusión de NO endógeno en condiciones basales en el NMT. (A) Patrones de 
distribución de fluorescencia para DAF-2T en rodajas vivas de tronco encefálico de cobayo en condiciones basales en 
el NMT. Cada trío de microfotografías de cada fila (a, a’, a”; b, b’, b” y c, c’, c”) corresponde a un mismo campo. Las 
rodajas fueron observadas con dos sets de filtros ópticos diferentes: uno para motoneuronas marcadas con CM-DiI  
(rodamina, primera columna, en rojo) y otro para detección intracelular de NO por DAF-2T (fluoresceína, segunda 
columna, en verde). Las microfotografías obtenidas con cada uno de los filtros fueron superpuestas para detectar 
colocalización de marcadores (superposición, tercera columna, colocalización en amarillo). Se encontraron tres 
patrones de señal DAF-2T: (I) Ausencia de fluorescencia DAF-2T (a’, a”), (II) Estructuras granulares símiles a fibras 
DAF-2T positivas/CM-DiI negativas (b’, b”) y (III) Fluorescencia DAF-2T en somas mayoritariamente identificadas 
como motoneuronas CM-DiI positivas (c’, c”). La flecha en b” señala estructuras símiles a fibras neurales, que no 
son parte de motoneuronas y son DAF-2T positivas (verdes) rodeando a una motoneurona DAF-2T negativa (roja). 
Las cabezas de flecha en b” y c” señalan procesos DAF-2T positivos que no corresponden a motoneuronas en 
adyacencia con motoneuronas DAF-2T negativas. La flecha en c” indica una motoneurona  DAF-2T positiva en 
proximidad con otra  motoneurona DAF-2T negativa (indicando ausencia de “bleedthrough” entre las señales 
fluorescentes). Barra de calibración: 50 μm. (B) Distribución de frecuencia (porcentaje de rodajas) de los patrones 
de fluorescencia para DAF-2T en el NMT en condiciones basales y en presencia de L-NAME. Obsérvese como ante la 
administración de solución L-NAME (0,3 – 1 mM) aumenta la frecuencia del patrón I en detrimento de II y III. 
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En la figura 22B se representa la distribución de frecuencia de los tres 

patrones de localización de fluorescencia para DAF-2T en el NMT en situación 

basal. La perfusión de las rodajas con solución conteniendo el inhibidor de la 

NOS: L-NAME (0,3–1 mM) (Rees et al., 1990; Boer et al., 2000, Alderton et 

al., 2001) disminuyó el porcentaje de ocurrencia de los patrones II y III 

sumados de un 62 % a un 25 % (Figura 22B). Esto último y el hecho de que el 

NO sea detectado dentro de las motoneuronas trigeminales en ausencia de 

estimulación exógena (Figuras 21 y 22Ac’ y c”) robustecen el concepto de que 

en el NMT el NO endógeno se genera y difunde basalmente. Si bien la mayoría 

de las motoneuronas fueron DAF-2T negativas en condiciones basales, al ser 

alcanzadas por la liberación tónica de NO endógeno podría modularse su 

actividad tal como lo indican: (1) el incremento de la actividad sináptica 

generada en ellas ante la administración de dadores de NO (Abudara et al., 

2002) o (2) la modificación de su reobase y potencial de membrana frente al 

bloqueo de la NOS y la GCs por azul de metileno (Fernández-Alvarez et al., 

2011). 

 

Sobre los resultados hasta aquí expuestos se sustenta el cumplimiento 

del primer objetivo planteado en esta tesis de determinar si en situación basal 

existe producción de NO endógeno en el NMT. Por otra parte es importante 

destacar que en un 45 % de las rodajas la producción basal de NO endógeno 

difunde y alcanza a las motoneuronas trigeminales incluyéndolas en su dominio 

de influencia. 
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7.2.- Demostar que ante la depolarización de múltiples fibras 

nitrérgicas delgadas el NO endógeno liberado incluye a las 

motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia (Objetivo 

específico 2) 

 

7.2.1.- La perfusión con alto-[K+]o aumenta la producción y 

difusión de NO en el NMT con respecto a la situación basal 

 

El influjo de Ca2+ al interior neuronal y el incremento de la [Ca2+]i libre 

vinculados a la actividad neural constituyen los eventos que típicamente 

disparan la producción neuronal de NO por activación de la isoenzima Ca2+-

calmodulina dependiente NOSn (Bredt y Snyder, 1990; Garthwaite y Boulton, 

1995). De acuerdo a la hipótesis de trabajo expuesta, la depolarización abriría 

canales de Ca2+ voltaje dependientes (CCVDs)  situados en las terminales 

nerviosas generando el influjo de Ca2+ necesario para permitir la activación de 

la NOSn. Por lo tanto se investigará el efecto de la depolarización sobre la 

generación de NO en rodajas cargadas con DAF-2 DA. Tal como se ha 

planteado en las puntualizaciones metodológicas, se utilizó como estímulo 

depolarizante la perfusión de las rodajas con solución fisiológica con alta 

concentración de K+ (alto-[K+]o, (Kimura et al., 1995) que produciría una 

entrada de Ca2+ a través de canales de CCVDs localizados en las terminales 

presinápticas (Huston et al., 1995; Dobrev et al., 1997; Photowala et al., 

2005).  
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 La Figura 23 muestra el curso temporal de la distribución de NO en el 

NMT en una rodaja viva del tronco encefálico del cobayo durante la aplicación 

del estímulo depolarizante. El campo observado permite identificar los somas 

de 4 motoneuronas CM-DiI positivas. El área de fluorescencia para el DAF-2T 

se expande en el campo visual seleccionado de la rodaja durante la aplicación 

de solución con alto-[K+]o llegando a superponerse con las motoneuronas 1, 2 

y 3 en el plano estudiado, pero no alcanza a la motoneurona 4.  

 

        

 

 

Figure 23: La perfusión con alto-[K+]o induce un aumento en los niveles de NO endógeno 
en el NMT. (A) Microfotografía de un campo del NMT en el cual se detectan 4 motoneuronas 
identificadas por marcado retrógrado con el fluoróforo CM-DiI (filtro para rodamina). (B) Dibujo en 
cámara clara del mismo campo que en (A) donde se han contorneado con rojo los límites de las 
estructuras celulares para discernir con mayor claridad los límites de las mismas. (C) Variaciones de 
la fluorescencia intracelular para DAF-2T en motoneuronas trigeminales durante la perfusión con 
alto-[K+]o en el mismo campo que (A) y (B) (filtro para fluoresceína). El campo seleccionado 
muestra fluorescencia para DAF-2T en condiciones basales (control, tiempo 0). En la secuencia 
fotográfica el tiempo transcurrido luego de la aplicación del alto -[K+]o, (flecha) se indica en cada 
foto abajo a la derecha (min). Cada una de las fotos de la secuencia se ha superpuesto con la figura 
(B) a fin de evidenciar si la señal DAF-2T alcanza a las motoneuronas identificadas. La  señal para 
DAF-2T aumentó en intensidad y extensión, las motoneuronas 1 y 2 parecen ser alcanzadas por la 
“nube” de fluorescencia desde los primeros minutos del experimento, la neurona 3 a partir de los 8 
minutos y la neurona 4 no sería alcanzada. Barra de calibración: 20 µm. 
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Un aumento en la intensidad de la fluorescencia indicaría una mayor 

concentración del NO porque las estructuras fluorescentes producen ellas 

mismas NO o porque están recibiendo NO desde otras estructuras fuente. Un 

aumento en el área de fluorescencia (i.e., la aparición de fluorescencia en 

sectores del campo previamente negativos) señalaría que nuevas estructuras 

contienen NO, ya sea porque dichas estructuras han producido NO (estructuras 

fuente) ya sea porque han recibido NO desde afuera (estructuras blanco). El 

aumento en área e intensidad de la señal fluorescente indica que existió 

producción de NO pero no permite afirmar que también ocurrió difusión. En 

nuestro modelo podemos afirmar que existió además difusión de NO cuando 

las motoneuronas trigeminales (carentes de NOSn) inicialmente negativas para 

el DAF-2-DA, adquieren la fluorescencia para el fluoróforo de manera tal que 

ésta permite delinear el contorno celular y marcar su interior.  

 

En el ejemplo de la Figura 24, el alto-[K+]o aumentó en forma 

significativa la fluorescencia para DAF-2T en las motoneuronas identificadas 

con CM-DiI lo que sugiere que la depolarización incrementa el contenido de NO 

en las motoneuronas. El estudio del curso temporal de las variaciones de 

fluorescencia para DAF-2T se evaluó antes y durante la perfusión con alto-

[K+]o, tal como se detalla para este experimento representativo.  
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Figura 24: La perfusión con alto-[K+]o induce un aumento en los niveles de NO 
endógeno en las motoneuronas trigeminales NOSn-negativas. (A) Microfotografías del 
campo seleccionado en el NMT donde se distinguen motoneuronas. (a) Las imágenes 
fluorescentes corresponden a las motoneuronas trigeminales identificadas por marcado 
retrógrado utilizando CM-DiI. (b) El dibujo en cámara clara de las estructuras fluorescentes 
fotografiadas en (a) permite discernir con mayor claridad los límites de las mismas (n = 9). (c) 
Los contornos rojos que se superponen a las motoneuronas de la microfotografía (a) representan 
la identificación automática que realiza de dichas células el software de medición de 
fluorescencia para DAF-2T a fin de seleccionar la zona a monitorear en el transcurso del 
experimento. (B) Variaciones de la fluorescencia intracelular para DAF-2T en motoneuronas 
trigeminales durante la perfusión con alto-[K+]o. El campo seleccionado no muestra fluorescencia 
para DAF-2T en condiciones basales (control, tiempo 0) pero el estímulo depolarizante la induce. 
En la secuencia fotográfica el tiempo transcurrido luego de la aplicación de alto-[K+]o (flecha) se 
indica en cada foto abajo a la izquierda (min). Inicialmente se detecta un incremento difuso de 
la fluorescencia (0,5 a 3 min), después del cual la señal tiende a ubicarse con mayor intensidad 
en zonas discretas (3 a 8 min) para luego delimitar las estructuras correspondientes a las 
motoneuronas que se tornan DAF-2T positivas (8 a 20,5 min). La delimitación de la estructura 
neuronal por el fluoróforo brinda evidencia a favor de que el NO realmente ingresó a las 
motoneuronas trigeminales. Barras de calibración: 20 µm. 

 

Las motoneuronas fueron identificadas en cada campo mediante 

marcado retrógrado (Figura 24A). El campo del ejemplo corresponde al patrón 

basal I ya que no puede detectarse NO en situación basal (control DAF-2T 

negativo, Figura 24B, 0 min). La perfusión con alto-[K+]o, induce inicialmente 
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un extenso y simultáneo incremento de la señal fluorescente para DAF-2T (0,5 

a 3 min, Figura 24B). Posteriormente la señal comienza a distribuirse en forma 

más localizada y con mayor intensidad, en zonas discretas cuya forma y 

ubicación coinciden con las motoneuronas NOSn negativas que en el tiempo 0 

eran DAF-2T-negativas (3 a 20,5 min, Figura 24B). Esto sugiere que fuentes 

nitrérgicas ajenas a las motoneuronas liberan NO endógeno el cual difunde 

hasta las motoneuronas e ingresa a ellas. Si la forma de la motoneurona puede 

definirse por el contenido de NO entonces el NO entró a la célula y la llenó.  

Para evidenciar con mayor claridad las zonas de colocalización de los 

fluoroforos DAF-2T y CM-DiI, en la Figura 25A se superpuso la versión en color 

verde de la secuencia fotográfica que muestra el curso temporal de las 

variaciones de la fluorescencia DAF-2T (observada en la figura 24B) con la 

versión en color rojo que muestra la identificación de las motoneuronas con 

CM-DiI (de la fotografía 24Aa). A partir de los 3 min y hasta los 20,5 min las 

zonas donde coinciden ambos fluoróforos aparecen en amarillo y representan 

la presencia de NO en las motoneuronas trigeminales, esto se hace más 

evidente  en los casos en que el NO “invade” en forma completa a las células y 

por tanto el borde de las zonas amarillas se delinea con la forma de las 

motoneuronas. Obsérvese a modo de ejemplo el caso de las motoneuronas 

que han sido identificadas con los números 1, 3, 8 y 9 en la Figura 24A y en el 

inset del gráfico 25B.  
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Figura 25: Curso temporal de las variaciones de la fluorescencia intracelular para DAF-2T en 
motoneuronas trigeminales durante la perfusión con alto-[K+]o. (A) Representación a color 
correspondiente al experimento de la Figura 24 que evidencia con mayor claridad la evolución de la 
presencia de NO endógeno en las motoneuronas. A las imágenes en color de la secuencia fotográfica 
registrada en 24B se les superpuso la imagen en color de la fotografía de identificación de motoneuronas 
con CM-DiI en el mismo campo del NMT de la Figura 24Aa. En rojo se observan las motoneuronas 
marcadas retrógradamente con CM-DiI. En verde se identifican las zonas con marcado intracelular para 
DAF-2T. En amarillo se detectan las zonas de colocalización de ambos fluoróforos que evidencian la 
presencia de NO endógeno en las motoneuronas inducida por la depolarización. (B) Gráfico del curso 
temporal de la señal fluorescente para DAF-2T en el mismo experimento que (A). La señal fluorescente 
se expresa como el cociente entre la intensidad de la fluorescencia dentro de cada área identificada 
como motoneurona en cada tiempo de la curva y el valor inicial de fluorescencia en el tiempo 0 en esa 
misma área (F/F0). En el inset se representan las zonas detectadas y numeradas automáticamente como 
estructuras motoneuronales CM-DiI positivas (n = 9). Nótese que los máximos o picos de las curvas en 
(B) están temporalmente correlacionados con la emergencia de estructuras en color amarillo en (A). 
Barra de calibración: 20 µm.  
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Los cambios de intensidad de la señal fluorescente para DAF-2T en cada 

motoneurona identificada fueron graficados en función del tiempo para cada 

experimento; en el caso ejemplificado en la figuras 24B y 25A la gráfica se 

observa en la Figura 25B. En las curvas consignadas pueden distinguirse dos 

fases. El primer componente podría corresponderse con el inicio de la síntesis 

simultánea de NO en múltiples fibras y el comienzo del ingreso de NO a las 

motoneuronas (primeros 5 min; Figura 25B). El segundo componente (8 -19 

min; Figura 25B) muestra los picos máximos de la señal fluorescente que 

pueden correlacionarse con el máximo ingreso de NO a las motoneuronas, tal 

como se observaba en las motoneuronas DAF-2T positivas en las figuras  24B 

y 25A.  

De acuerdo con las propiedades de difusión del NO en medios lipídicos y 

acuosos (Kelm y Schrader, 1988; Denicola et al., 1996; Moller et al., 2005) es 

esperable que el NO pudiera reclutar a células cercanas a las fuentes 

nitrérgicas en un lapso no mayor a unos pocos minutos a medida que difunde 

desde sus fuentes. Consecuentemente se podría pronosticar que cuanto más 

cercanas estuvieran las células entre sí menor sería el retardo existente entre 

ellas en el arribo del NO; sin embargo las latencias de inicio al ingreso de NO 

en las motoneuronas no se relacionaron directamente con la distancia entre 

dichas células. A modo de ejemplo obsérvense las curvas de la Figura 25B. 

Para las células vecinas número 6 y número 7 las latencias de inicio fueron de 

16 y 8 minutos respectivamente (intervalo entre la latencia de una y otra de 8 

minutos), y en el caso de la célula número 3 la latencia de inicio fue de 10 

minutos, existiendo un intervalo entre su latencia y la de la distante célula 7 de 
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2 minutos, que resulta 4 veces menor que en el caso de las células vecinas 6 y 

7. Adicionalmente, en la motoneurona ubicada en el centro del área 4 (área 

que claramente involucra a más de una motoneurona) no se detecta el ingreso 

de NO a pesar de estar cercanamente rodeada por neuronas que a diferentes 

tiempos se tornan DAF-2T positivas, tal como lo muestra la aparición de 

sucesivas áreas amarillas que le son adyacentes en la secuencia fotográfica de 

la figura 25A. Tampoco se detecta incremento de fluorescencia en la célula 

número 5 a pesar de que se encuentra muy cercana a la célula número 3 que 

se “carga” de NO. Por lo tanto si bien se esperaría que el campo de difusión 

alcanzara células adyacentes esto no necesariamente acontece, lo que refleja 

en parte la complejidad del modelo biológico utilizado (ver en discusión y 

conclusiones numeral 8.5.). 

El retardo requerido para generar la señal intracelular DAF-2T puede ser 

determinado por las propiedades del marcador u otros aspectos metodológicos 

y también factores biológicos. Para la detección de DAF-2T se han reportado en 

la bibliografía latencias del rango de varios minutos (Kojima et al., 1998b; 

2001; Okada et al., 2004), lo cual depende en parte de la existencia de pasos 

intermedios para su producción; alguno de ellos lentos como la formación de 

NO2 (ver métodos). El tiempo de arribo de la solución con alto-[K+]o a las 

fuentes nitrérgicas también puede retardar la aparición de señal DAF-2T en las 

motoneuronas ya que una vez en la cámara de registro el alto-[K+]o perfunde 

la superficie inferior de la rodaja  para luego atravesar todo su espesor  hasta 

alcanzar la zona de las motoneuronas trigeminales del campo observado por 

microscopía que corresponde a la superficie superior de la rodaja (ver 
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métodos). Además en este modelo la acumulación intracelular de NO es el 

resultado neto de la influencia de factores que facilitan o reducen la llegada del 

mensajero a las motoneuronas por lo cual el retardo también puede incluir el 

tiempo necesario para alcanzar la concentración de NO correspondiente al 

umbral de detección del fluoróforo (Kojima et al., 1998a). En este sentido la 

disponibilidad de NOSn y de su posibilidad de activación, la densidad de 

inervación, la disipación y “secuestro” del NO y la cercanía de las 

motoneuronas a los vasos sanguíneos podrían afectar la disponibilidad del 

mensajero y por tanto el tiempo de generación de DAF-2T. Particularmente en 

el NMT la delgadez y separación entre las fibras nitrérgicas demorarían la 

obtención de la concentración umbral de detección de NO (Philippides et al., 

2005; Ott et al., 2007) y además no se conoce la efectividad del influjo de Ca2+ 

a través de los CCVDs presinápticos para activar la NOSn. Si bien todo lo 

anterior debe considerarse en forma global probablemente los argumentos 

biológicos tengan menos impacto en la explicación del retardo total de 

detección de la señal fluorescente para el DAF-2T que los aspectos 

metodológicos y los vinculados a las propiedades del fluoróforo.  

En suma si bien la interpretación de estos experimentos debe ser 

cuidadosa, entre otras cosas porque analizan la difusión del NO en una sección 

bidimensional (el plano focal) de la rodaja tridimensional, ellos evidencian que 

la dinámica difusional ocurre en forma multidireccional y que la producción de 

NO es suficiente para que varias estructuras sean alcanzadas por el mensajero 

sin necesidad aparente de contacto anatómico estrechoF

20
F entre las fuentes 

                                           
20 nm en las sinapsis químicas 
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nitrérgicas y las motoneuronas trigeminales. Por lo tanto los resultados aquí 

expuestos apoyan la teoría de una transmisión en volumen mediada por el NO 

en el NMT en este caso inducida ante la depolarización simultánea y 

cooperativa de varias fuentes nitrérgicas. 

 

7.2.2.- El incremento de la señal DAF-2T en las 

motoneuronas inducido por la depolarización con alto-[K+]o 

efectivamente está vinculado con la producción de NO 

endógeno  

 

Los picos máximos de la señal para DAF-2T descriptos ante la 

depolarización con alto-[K+]o no se detectaron en las motoneuronas 

trigeminales en experimentos en situación control (al perfundirse con solución 

fisiológica), ni durante la inhibición de la NOS cuando la perfusión con alto-

[K+]o fue desarrollada en presencia de L-NAME en rodajas incubadas 

previamente con este inhibidor (L-NAME + alto-[K+]o), tal como se observa en 

la Figura 26 (gráficos A y B respectivamente). En ambas condiciones la 

producción de NO no fue suficiente para alcanzar a, o ser detectada en, las 

motoneuronas. Por el contrario la perfusión de las rodajas con el dador de NO 

DETA/NO desencadenó el incremento de la fluorescencia (Figura 26C). Tales 

resultados indicarían la vinculación existente entre incremento de la 

fluorescencia para DAF-2T y la presencia de NO (Figura 26, A y C) y entre la 

activación de la NOS y la producción de NO endógeno durante la depolarización 

(Figura 26, A y B).  
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Figura 26: La señal fluorescente para DAF-2T es originada tanto por el NO endógeno generado 
por activación de la nNOS ante la depolarización como por el NO exógeno liberado por 
dadores de NO. Los gráficos muestran ejemplos típicos del curso temporal de las variaciones de la 
intensidad de fluorescencia para DAF-2T en las motoneuronas trigeminales durante la perfusión de las 
rodajas vivas de tronco encefálico con: (A) solución fisiológica (control), (B) inhibidor competitivo de la 
NOS aplicado previamente y durante la administración de solución depolarizante (L-NAME + high-[K+]o) 
y (C) dador de NO (DETA/NO). Obsérvese que no se registran aumentos de la intensidad de 
fluorescencia en situación control, ni ante el bloqueo por el L-NAME del efecto del estímulo depolarizante 
sobre la activación de la NOS, pero sí se detectan incrementos cuando la rodaja recibe el aporte 
exógeno de NO por medio de un dador. En el inset de cada gráfico se representan como manchas negras 
numeradas las zonas automáticamente seleccionadas para medir señal DAF-2T que corresponden a las 
estructuras motoneuronales identificadas con CM-DiI en el campo seleccionado. La señal fluorescente 
para DAF-2T se expresa y grafica de igual forma que en la Figura 25B.  
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Para hacer el análisis de la respuesta obtenida en las rodajas ante los 

diferentes tratamientos experimentales, todos los máximos de la intensidad de 

fluorescencia de la señal DAF-2T, expresados como la relación entre F/F0 (ver 

material y métodos y leyenda de la Figura 25B), fueron agrupados en 

categorías para la construcción de histogramas de frecuencias (tamaño del 

intervalo, 0,5; rango 1 – 6, Figura 27A). En los histogramas correspondientes 

a la situación control y a los experimentos con L-NAME + alto-[K+]o los 

máximos de señal para DAF-2T se ubicaron en las categorías 1 y 1,5, pudiendo 

corresponder estos picos a variaciones randómicas (Figura 27A, histogramas 

superiores). Por el contrario, ante la perfusión con alto-[K+]o se registraron en 

las motoneuronas máximos de la señal DAF-2T incluídos en la categoría 2 y 

mayores que 2 (Figura 27A, histograma inferior izquierdo). No se detectaron 

picos en estas categorías ni en situación control ni durante el tratamiento con 

L-NAME + alto-[K+]o lo que sugiere que la detección de estos máximos de 

intensidad de fluorescencia para DAF-2T requiere específicamente de la 

presencia de NO intracelular de origen endógeno. En este sentido, por un lado 

durante los experimentos control la ausencia de depolarización previno el 

incremento de Ca2+ intracelular necesario para la activación de la NOSn, y por 

otro, durante el bloqueo con L-NAME aunque la rodaja se despolarizó con alto-

[K+]o la activación de la NOSn fue inhibida en forma competitiva (Figure 27A, 

histogramas superiores).  
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Figura 27: Distribución de frecuencia de valores máximos de señal fluorescente DAF-
2T en las motoneuronas trigeminales ante distintos tratamientos recibidos por las 
rodajas de tejido vivo. (A) Histogramas de frecuencia de los máximos valores de intensidad 
de fluorescencia para DAF-2T agrupados en categorías (intervalo 0,5; rango de 0,5 a 6) para 
rodajas sometidas a diferentes tratamientos: control, alto-[K+]o, L-NAME + alto-[K+]o y 
DETA/NO. Los valores de intensidad de fluorescencia incluidos en las categorías mayores de 2 se 
detectan únicamente en los histogramas de los experimentos con alto-[K+]o o DETA/NO. n = 
número de células (motoneuronas trigeminales identificadas). (B) Curvas de frecuencia 
acumulada de los máximos valores de intensidad de fluorescencia para DAF-2T en las 
motoneuronas trigeminales para iguales tratamientos que en (A). Las rodajas tratadas con alto-
[K+]o y DETA/NO presentan incremento del contenido de NO en las motoneuronas con respecto 
a las rodajas control (p < 0,05). El efecto del tratamiento con alto-[K+]o fue bloqueado por L-
NAME tal como lo muestra la curva del tratamiento con L-NAME + alto-[K+]o que no fue 
diferente a la curva control (p > 0,05). * = p < 0,05 en comparación con el control.  
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La curva de frecuencia acumulada para los máximos de señal DAF-2T 

muestra mayor presencia de motoneuronas DAF-2T positivas ante el 

tratamiento con alto-[K+]o si se la compara con las curvas de frecuencia 

acumulada de los experimentos control y con L-NAME + alto-[K+]o (p < 0,05, 

Figura 27B). Debido a que las motoneuronas son NOSn negativas el NO 

endógeno responsable de estos picos debe originarse en otras estructuras del 

NMT y difundir hasta ellas para desencadenar la detección de fluorescencia 

para DAF-2T.  

Con el fin de realizar la validación del DAF-2 DA como un sensor sensible 

y específico para el NO en este modelo, rodajas cargadas previamente con 

DAF-2 DA fueron perfundidas con solución conteniendo el dador DETA/NO (2 

mM). El curso temporal de la respuesta al DETA/NO mostró típicamente en 

todas las motoneuronas trigeminales registradas un incremento simultáneo, 

intenso y de niveles similares en la fluorescencia para DAF-2T (Figura 27C). 

Dado que los perfiles de variación de la señal DAF-2T fueron similares en todas 

las motoneuronas se descartó que (1) la heterogeneidad en la carga basal del 

marcador en diferentes sectores del NMT (Rodríguez et al., 2005) o (2) un 

acceso diferencial del O2 (Ledo et al., 2005) en el tejido, pudieran generar 

distorsión de los registros de fluorescencia obtenidos. Al igual que en los 

experimentos con alto-[K+]o, las motoneuronas trigeminales de las rodajas 

tratadas con DETA/NO mostraron valores máximos de señal intracelular para 

DAF-2T iguales y mayores que 2 (Figura 27A, histograma inferior derecho); de 

hecho las curvas de frecuencia acumulada para los picos de fluorescencia 
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detectados en los experimentos con alto-[K+]o y en los experimentos con 

DETA/NO no fueron significativamente  diferentes (p > 0,05, Figura 27B).  

A modo de resumen cabe destacar que, a pesar de la dificultad para 

asegurar que la señal fluorescente para DAF-2T en las motoneuronas 

trigeminales es linealmente proporcional exclusivamente a la concentración 

intracelular de NO “libre” (Hall y Garthwaite, 2009; Hill et al., 2010), es válido 

afirmar que en el NMT los incrementos en dicha señal requieren de la presencia 

y aumento del contenido intracelular de NO. Esta afirmación se sustenta (a) en 

que la fluorescencia en las motoneuronas se incrementa como resultado de la 

administración exógena de dador (DETA/NO) con consecuente liberación de NO 

y (b) en que el incremento de la fluorescencia generada por alto-[K+]o es 

impedido por la administración del inhibidor competitivo de la NOS (L-NAME). 

El bloqueo por el L-NAME del aumento de la señal DAF-2T ante la 

depolarización permite vincular la depolarización con la producción de NO 

endógeno. Como las motoneuronas no tienen la capacidad de sintetizar NO y la 

depolarización incrementa el contenido de NO endógeno en ellas, el NO debe 

difundir desde otras estruturas fuente hasta las motoneuronas trigeminales 

postsinápticas incluyéndolas en su campo de difusión.  

 

Estos resultados por tanto permiten afirmar el cumplimiento del segundo 

objetivo planteado en esta tesis que proponía verificar si el NO endógeno 

liberado desde fuentes nitrérgicas ante estímulos depolarizantes incluía a las 

motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia.  
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A continuación se profundizará en aspectos vinculados a la dinámica del 

incremento de la concentración de NO frente a diferentes maniobras 

experimentales. 

 

7.2.3.- La dinámica de incremento en la concentración de 

NO en las motoneuronas trigeminales es diferente si el NO 

es generado endógenamente o es aplicado exógenamente. 

 

Aunque los picos detectados ante el tratamiento con DETA/NO y ante la 

despolarización con alto-[K+]o presentan máximos de fluorescencia similares, 

son generados por fenómenos claramente diferentes: en el primer caso la 

fuente de NO es exógena y en el segundo es endógena. En tal sentido sería 

esperable que la dinámica de aumento de la concentración de NO intracelular 

en las motoneuronas no fuera la misma en ambas situaciones, y 

consecuentemente tampoco la dinámica de generación de la señal para DAF-

2T. De hecho tal como lo muestra el gráfico de barras de la Figura 28 la 

latencia para alcanzar el máximo de fluorescencia para DAF-2T es mayor en el 

caso del tratamiento con DETA/NO que para la despolarización con alto-[K+]o 

(p < 0,05).  
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Figura 28: La latencia a la máxima concentración de NO en las motoneuronas trigeminales 
es diferente en las rodajas tratadas con alto-[K+]o y con DETA/NO. Gráfica que representa la 
media del tiempo transcurrido en minutos desde el inicio del experimento hasta el momento en que 
se alcanza la máxima fluorescencia en las motoneuronas trigeminales para los grupos 
experimentales control y tratados con alto-[K+]o o DETA/NO (latencia a la respuesta máxima 
detectada por DAF-2T). Nótese que el grupo con menor latencia a la respuesta máxima corresponde 
al que recibió estímulo depolarizante con alto-[K+]o. El número en el sector superior de cada barra 
corresponde al valor de la media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las barras 
representan el valor de p al comparar con la situación control y el ubicado sobre la llave recta 
representa p al comparar las otras situaciones experimentales. n = número de células; * = p <0,05; 
*** = p <0,001  

 

Para comparar la dinámica de incremento de la concentración 

intracelular de NO en las motoneuronas ante un tratamiento y otro se graficó 

el curso temporal de la fluorescencia, representado por la pendiente de 

ascenso al máximo, en función de la máxima intensidad de fluorescencia 

alcanzada en las motoneuronas de las rodajas tratadas con alto-[K+]o y 

DETA/NO (Figura 29, inset). Los parámetros graficados varían 

proporcionalmente ajustando con líneas rectas siendo mayor la pendiente para 

los experimentos de despolarización con alto-[K+]o que para los de 

administración exógena de NO con DETA/NO (p < 0,001, Figura 29). Esta 

diferencia puede reflejar efectivamente la existencia de mecanismos 
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subyacentes distintos y de diferente velocidad en el origen de la presencia de 

NO en las motoneuronas trigeminales en estos experimentos, por ejemplo la 

síntesis de NO por la NOSn podría ser más rápida que la liberación de NO 

desde el dador.  Por otra parte la eventual generación de radicales oxidativos 

podría producir la oxidación del  DAF-2 a un compuesto radicalar intermedio 

aumentando la señal fluorescente en las motoneuronas trigeminales frente a la 

despolarización (Espey et al., 2002; Jourd’heuil, 2002); sin embargo el 

incremento en la generación neuronal de superóxido (O-2) ha sido reportado 

ante el aumento de la actividad metabólica celular (Bredt, 1999) pero no 

frente al tratamiento con alto-[K+]o (Bindokas et al., 1996).   

 

Figura 29: La dinámica de incremento de la concentración de NO dentro de las motoneuronas 
trigeminales es diferente si el NO es generado endógenamente o si el NO es aplicado exógenamente. El 
inset en la parte superior muestra como se obtuvieron a partir de cada curva de curso temporal de la intensidad 
de fluorescencia para DAF-2T los valores de la máxima pendiente de ascenso y de la máxima fluorescencia 
alcanzada por cada motoneurona. Estos datos fueron graficados para cada una de las motoneuronas identificadas 
tratadas con alto-[K+]o o con DETA/NO. En la gráfica obtenida con los datos se superpone la curva de regresión 
lineal de mejor ajuste a cada uno de los grupos experimentales. r2 = 0,78 para alto-[K+]o (n = 75) y r2 = 0,77 
para DETA/NO (n = 15). El incremento de la concentración de NO en las motoneuronas es mayor y acontece más 
rápidamente al ser inducido por la depolarización con alto-[K+]o que ante la administración de NO exógeno. Se 
aplicó el test de covariancia entre las curvas: p < 0,001. 
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Un aspecto a considerar con respecto al estímulo depolarizante masivo 

intencionalmente escogido es que la aplicación de  alto-[K+]o por más de 15 

min puede ser muy artificial con respecto a lo que realmente sucedería en 

condiciones fisiológicas en el NMT para activar múltiples fibras. En tal sentido 

pareció importante determinar si efectos similares podían ser observados 

frente al uso de un estímulo más “fisiológico” como al disminuir el tiempo de 

aplicación de alto-[K+]o o la administración de un neurotransmisor. Dado que 

la latencia al máximo efecto sobre la fluorescencia para DAF-2T ante la 

perfusión con alto-[K+]o tuvo una media de aproximadamente 13 minutos en 

los experimentos dinámicos realizados, se desarrollaron experimentos 

“estáticos” en rodajas cargadas con DAF-2 DA  incubándolas con alto-[K+]o 

durante 13 minutos. En otros experimentos también “estáticos” las rodajas 

fueron expuestas a NMDA 10 µM, agonista glutamatérgico que típicamente 

media el influjo celular de Ca2+ en el SNC y por tanto podría generar la 

activación de la NOSn en las fibras presinápticas (ver discusión). En ambos 

casos, al finalizar cada experimento el tejido fue fijado y luego montado para 

la observación por microscopía confocal. 

La respuesta obtenida con estos tratamientos fue consistente con la del 

tratamiento con alto-[K+]o en los experimentos dinámicos. En los experimentos 

estáticos ambos estímulos aumentaron la fluorescencia para DAF-2T en las 

motoneuronas trigeminales con respecto al tratamiento control, si bien la 

respuesta observada con el NMDA fue de menor intensidad que la del alto-

[K+]o (Figura30). Por tanto, el incremento de la concentración intracelular de 

NO endógeno en las motoneuronas trigeminales durante la despolarización con 
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alto-[K+]o es observable también frente a otros estímulos depolarizantes y/o 

generadores de aumento del influjo de Ca2+ y puede ser reproducido en 

experimentos estáticos. De aquí en más este fue es el tipo de experimento que 

se utilizó para el cumplimiento los restantes objetivos planteados. 

 

 

 

 

Figura 30: El incremento de la concentración de NO en las motoneuronas trigeminales 
es inducido también en experimentos estáticos al depolarizar y al administrar un 
agonista glutamatérgico. Gráfica que representa la intensidad de la señal fluorescente para 
DAF-2T en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas control, otro tratado con alto-
[K+]o durante 13 minutos y un grupo de rodajas tratadas con NMDA (10 µM). Ante ambos 
tratamientos se detectó un incremento en la señal para DAF-2T en comparación a la situación 
control, siendo el incremento observado con el NMDA menor que el inducido por la 
depolarización. La línea punteada horizontal representa el valor de la media correspondiente a la 
situación control. El número sobre las barras corresponde al valor de la media para cada 
situación experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de p en comparación 
a la situación control y los ubicados sobre la llave recta señalan los valores de p al comparar las 
otras situaciones experimentales. n = número de células, *** = p < 0,001 
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7.3.- Evidenciar que el NO endógeno al difundir ingresa a las 

motoneuronas trigeminales en concentraciones biológicamente 

efectivas que permitan activar a la GCs presente en ellas 

(Objetivo específico 3) 

  

 

7.3.1.- La administración de NO exógeno incrementa la 

inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas 

trigeminales  

 

De acuerdo a los datos obtenidos por las técnicas imagenológicas con 

DAF-2 DA, el NO sintetizado por las fibras nitrérgicas delgadas ante la 

depolarización masiva con alto-[K+]o es suficiente para difundir y alcanzar a las 

motoneuronas trigeminales. Sin embargo no está demostrado si la 

concentración de NO endógeno que arriba a dichas células es suficiente para 

modular su función. La GCs es la molécula blanco del NO más estudiada. La 

misma ha sido inmunolocalizada en las motoneuronas trigeminales donde la 

enzima media el efecto de los dadores de NO sobre la excitabilidad neuronal 

(Abudara et al., 2002). Se consideraron como concentraciones de NO 

biológicamente efectivas aquellas capaces de activar la GCs motoneuronal y 

por tanto de aumentar la formación de GMPc intracelular en las motoneuronas 

trigeminales. El aumento del GMPc intracelular podría ser responsable 
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entonces de la modulación de la actividad neuronal tal como ha sido propuesto 

(Abudara et al., 2002). 

Mediante el empleo de inmunohistoquímica de fluorescencia para 

detección de GMPc (De Vente et al., 1998) se buscó evaluar y localizar sitios 

donde existiera actividad de la GCs y evidenciar así la presencia de una 

concentración biológicamente efectiva de NO endógeno (Hall y Garthwaite, 

2009). A manera de control metodológico se administró a las rodajas el dador 

de NO DETA/NO (2 mM) a fin de verificar si la activación de la GCs 

motoneuronal por el NO liberado era detectable en las rodajas como 

incrementos en la señal fluorescente para GMPc. 

Efectivamente el NO administrado exógenamente incrementó la 

concentración de GMPc intracelular en la motoneuronas trigeminales con 

respecto a la situación basal (Figura 31A y B). Cabe destacar que en el 

experimento que se presenta en las fotografías de dicha figura en situación 

control ya era detectable la inmunofluorescencia para GMPc, lo cual podría 

indicar actividad basal de la GCs inducida quizás por la producción basal de 

NO.  
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Figura 31: La administración exógena de NO incrementa la señal de inmunofluorescencia para 
GMPc en motoneuronas trigeminales con respecto a la situación control. (A) Las microfotografías 
muestran la detección de GMPc en motoneuronas trigeminales en condición basal y ante la administración de 
DETA/NO. Cada trío de microfotografías presentado en cada fila corresponde a un mismo campo del NMT. Las 
rodajas fueron observadas con dos sets de filtros ópticos diferentes: uno para las motoneuronas marcadas con 
CM-DiI (rodamina, primera columna, observadas en rojo) y otro para la detección de GMPc intracelular por 
inmunofluorescencia (fluoresceína, segunda columna, observada en verde). Las microfotografías de un mismo 
campo obtenidas con cada uno de los filtros fueron superpuestas con la finalidad de detectar la colocalización 
de ambos marcadores y por lo tanto evidenciar la presencia de GMPc dentro de las motoneuronas 
(superposición, tercera columna, colocalización observada en amarillo). La fila superior corresponde a un 
ejemplo típico de experimento en situación control y la inferior a un experimento de administración exógena 
de NO (DETA/NO 2 mM). Nótese que se detetectó GMPc en ambas condiciones experimentales observándose 
diferente intensidad de la señal en una y otra. Barra de calibración: 50 µm (B) Gráfica que representa la 
intensidad de la señal inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de 
rodajas en situación control y un grupo de rodajas tratadas con DETA/NO. La línea punteada representa el 
valor de la media correspondiente a la situación control. La presencia de GMPc es mayor en las motoneuronas 
que recibieron NO exógeno, lo que está en concordancia con el papel que tiene el mismo en la activación de la 
GCs. El número sobre las barras corresponde al valor de la media para cada situación experimental. n = 
número de células, *** = p < 0,001  
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7.3.2.- La depolarización con alto-[K+]o aumenta la señal de 

inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas 

trigeminales NOSn-negativas que expresan la GCs 

 

  Una vez testada la técnica se determinó si el NO generado 

endógenamente ante el estímulo depolarizante al ingresar en las 

motoneuronas postsinápticas podría activar a la GCs. El alto-[K+]o incrementó 

la señal de inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas identificadas 

con CM-DiI al compararla con el control (Figura 32). El aumento de la señal 

causado por la depolarización con alto-[K+]o fue atribuido a un aumento de la 

actividad de la GCs ya que el ODQ (5-10 µM), potente y específico inhibidor de 

esta enzima previno en forma completa dicho efecto (Figura 32B). 

El hecho de que el ODQ reduzca la señal fluorescente de GMPc en las 

motoneuronas trigeminales por debajo de la señal de la situación control  

(Figura 32B) sugiere que probablemente dicha síntesis se desarrolla 

fisiológicamente en las motoneuronas en situación basal. Esto estaría en 

concordancia con la producción basal de NO endógeno planteada en numerales 

anteriores.  
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Figura 32: El NO endógeno alcanza a las motoneuronas trigeminales postsinápticas en 
concentraciones biológicamente efectivas para activar a la GCs. (A) Microfotografías que 
ejemplifican un experimento en el NMT donde la administración de alto-[K+]o determina un 
incremento en la señal de inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas el cual es 
totalmente prevenido al tratar la rodaja con el inhibidor específico de la GCs: ODQ (5-10 µM), 
antes y durante la perfusión con alto-[K+]o. Barra de calibración: 50 µm. (B) El gráfico de 
barras ilustra que el NO endógeno producido ante la depolarización con alto-[K+]o incrementa la 
síntesis de GMPc en las motoneuronas a través de la activación de la GCs. El tratamiento con 
alto-[K+]o incrementa la inmunofluorescencia para GMPc con respecto a la situación control. El 
efecto de la depolarización es totalmente prevenido por el ODQ (5 - 10 µM). Nótese que la señal 
ODQ + alto-[K+]o es menor que la detectada en situación control (asteriscos sobre la barra para 
ODQ). La línea punteada representa el valor de la media correspondiente a la situación control. 
El número sobre las barras corresponde al valor de la media para cada situación experimental. n 
= número de células, *** = p < 0,001 
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 Estos resultados soportan el concepto de que durante la depolarización 

(de las terminales nerviosas) el NO liberado que ingresa a las motoneuronas 

trigeminales es suficiente para activar la GCs promoviendo la síntesis de GMPc. 

Se puede concluir entonces que el NO endógeno ingresa a las motoneuronas 

en concentraciones biológicamente efectivas, tal como se planteaba evidenciar 

en el objetivo 3, lo cual le permitiría modular las motoneuronas postsinápticas.  

 

7.4.- Identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la  

transmisisón nitrérgica en el NMT (Objetivo específico 4) 

 

7.4.1.- Desde la estimulación de las fuentes nitrérgicas 

premotoras a la producción post-sináptica de GMPc en las 

motoneuronas: una secuencia que subyace a la transmisión 

anterógrada mediada por el NO en el NMT 

 

Desde la perspectiva de la neurotransmisión anterógrada clásica, los 

mecanismos que acoplarían la depolarización con alto-[K+]o con la síntesis 

postsináptica de GMPc en las motoneuronas incluirían: la activación de canales 

de Na+ - voltaje dependientes responsables del potencial de acción en las 

fibras nitrérgicas presinápticas durante la depolarización, apertura de canales 

de Ca2+ voltaje dependientes localizados en la terminal presináptica, entrada 

de Ca2+ a través de dichos canales, la activación de la NOSn por el influjo de 

Ca2+ y la producción de NO en las fibras premotoras, la difusión de NO desde 

las fibras y el ingreso de NO al interior de las motoneuronas trigeminales 
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NOSn-negativas y la activación de la GCs soluble presente en dichas células 

con la consecuente formación de GMPc mediador de la neurotransmisión o 

neuromodulación. Con la finalidad de evidenciar los distintos pasos de esta 

secuencia se determinó como distintas sustancias de acción farmacológica 

inhibidora específica en cada una de las fases mencionadas influían en la señal 

de inmunofluorescencia para GMPc y/o en la de fluorescencia de DAF-2T 

generadas durante la administración de alto-[K+]o. Es importante recordar que 

ya se ha explicitado el papel del ODQ como inhibidor del último paso de esta 

secuencia; los resultados obtenidos con los otros fármacos se exponen a 

continuación. 

 

7.4.2.- La transmisión anterógrada entre las fibras 

nitrérgicas premotoras y las motoneuronas trigeminales 

requiere de activación neural 

 

 La administración de alto-[K+]o en presencia de TTX (1 µM), un 

bloqueante específico de canales de Na+ responsables del potencial de acción, 

inhibió por completo tanto la señal de fluorescencia para DAF-2T como la de 

inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas trigeminales (Figuras 

33A y B respectivamente). Esto indica que la activación de los canales de Na+ 

voltaje dependientes es un componente fundamental en las transmisión 

mediada por NO durante la actividad neural. La TTX provocó la reducción de 

ambas señales fluorescentes por debajo de la señal correspondiente a la 

situación control. Esto sugiere la existencia de liberación endógena de NO en 
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forma dependiente de la actividad neural en concentraciones biológicamente 

efectivas y la consecuente producción de GMPc en condiciones basales en las 

motoneuronas, en concordancia con lo observado en la Figura 22, y 

probablemente debida a actividad neural espontánea en las rodajas.   

 

 

 

 

 

Figura 33: La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT depende de la 
actividad neural. (A) Gráfica que compara la intensidad de la señal fluorescente para DAF-2T 
en las motoneuronas trigeminales entre rodajas tratadas con alto-[K+]o y tratadas con TTX + 
alto-[K+]o. La TTX (1 µM) bloqueó el incremento en el contenido neuronal de NO inducido por la 
depolarización. (B) Gráfica que representa la intensidad de la señal inmunofluorescente para 
GMPc en las motoneuronas trigeminales entre tratadas con alto-[K+]o y tratadas con TTX + alto-
[K+]o. La TTX (1 µM) bloqueó el incremento en el contenido neuronal de GMPc inducido por la 
depolarización. Tanto en (A) como en (B) la línea punteada representa el valor de la media 
correspondiente a la situación control. El número sobre las barras corresponde al valor de la 
media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de 
p en comparación a la situación control y los ubicados sobre llaves rectas señalan los valores de 
p al comparar las otras situaciones experimentales. n = número de células, *** = p < 0,001 
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7.4.3.- La transmisión anterógrada mediada por NO en el 

NMT requiere de la apertura de canales de Ca2+ voltaje-

dependientes presinápticos y del ingreso de Ca2+ 

extracelular a las terminales  

 

Como la actividad enzimática de la NOSn es Ca2+-calmodulina 

dependiente su activación se vincula al incremento en las concentraciones 

intracelulares de Ca2+. Este incremento en el NMT ocurriría ante el influjo del 

ión a través de CCVDs ubicados en la terminales nitrérgicas. Se testó el efecto 

del bloqueo de los CCVDs y de la disminución de la [Ca2+]o sobre la señal 

fluorescente inducida por alto-[K+]o en las motoneuronas. 

El tratamiento de las rodajas con un bloqueante de los CCVDs 

presinápticos de tipo N, P y Q (Llinás y Moreno, 2004), la conotoxina ω-ctx-

MVIIC (1 μM) administrado previamente y durante la administración alto-[K+]o, 

evitó el incremento de fluorescencia para DAF-2T generado por la 

depolarización (Figura 34A).  

Por otra parte la señal de inmunofluorescencia para GMPc inducida por 

alto-[K+]o fue inhibida en las motoneuronas cuando las rodajas fueron 

incubadas en solución fisiológica extracelular conteniendo baja [Ca2+]o (0,2 

mM), alta [Mg2+]o (4 mM) y el quelante de Ca2+  EGTA (2 mM) (Figura 34B). 

Ambos hechos permiten afirmar que la transmisión nitrérgica en el NMT 

requiere del influjo de Ca2+ al interior de las fuentes y que este se desarrolla a 

través de canales Ca2+ voltaje-dependientes presinápticos.  
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Figura 34: La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT requiere del influjo 
de Ca2+ extracelular a la fuente nitrérgica a través de canales de Ca2+ voltaje 
dependientes presinápticos. (A) Gráfica que representa la intensidad de la señal fluorescente 
para DAF-2T en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas tratadas con alto-[K+]o y 
un grupo de rodajas tratadas ω-ctx-MVIIC + alto-[K+]o. La conotoxina ω-ctx-MVIIC (1 µM) 
bloqueó el incremento del contenido neuronal de NO inducido por la depolarización. (B) Gráfica 
que representa la intensidad de la señal inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas 
trigeminales de rodajas tratadas con alto-[K+]o y rodajas expuestas a solución depolarizante 
conteniendo bajo-[Ca2+]o + alto-[Mg2+]o + EGTA + alto-[K+]o. La solución extracelular con bajo-
[Ca2+]o + alto-[Mg2+]o + EGTA (2 mM) bloqueó el incremento en el contenido de GMPc en las 
motoneuronas trigeminales inducido por la depolarización. Tanto en (A) como en (B) la línea 
punteada representa el valor de la media correspondiente a la situación control. El número sobre 
las barras corresponde al valor de la media para cada situación experimental. Los asteriscos 
sobre las barras representan el valor de p en comparación a la situación control y los ubicados 
sobre llaves rectas señalan los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n 
= número de células, *** = p < 0,001 
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7.4.4.- La transmisión anterógrada mediada por NO en el 

NMT requiere la activación de la NOSn y la producción de 

NO en las fibras nitrérgicas premotoras  

 

Si bien en el desarrollo de los objetivos 1 y 2 se había demostrado que 

la detección de NO de origen endógeno en el NMT tanto en condiciones basales 

como ante la depolarización con alto-[K+]o era prevenida por el tratamiento 

con L-NAME, este inhibidor de la NOS no permite discernir cual de las 

isoenzimas de la NOS ha sido activada. Por lo tanto las rodajas fueron tratadas 

previamente y durante la depolarización con un inhibidor selectivo de la NOSn, 

el L-VNIO (1 µM) (Alderton et al., 2001). El L-VNIO abolió el aumento de la 

inmunofluorescencia para GMPc inducido por el alto-[K+]o por lo que se 

demuestra que ese aumento depende de la activación de la NOSn (Figura 35). 

La NOSn en el NMT del cobayo solamente ha sido detectada en la fibras 

delgadas nitrérgicas presináticas descriptas previamente (Abudara et al., 

2002); esto, junto con los resultados aquí indicados, señala a dichas fibras 

como fuentes del NO endógeno producido ante la depolarización que son 

capaces de sostener una transmisión anterógrada efectiva en el NMT. 
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Figura 35: La transmisión anterograda mediada por NO en el NMT requiere la activación 
de la NOSn presináptica. Gráfica que representa la intensidad de la señal inmunofluorescente 
para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas tratadas con alto-[K+]o y un 
grupo de rodajas tratadas con L-VNIO + alto-[K+]o. El L-VNIO (1 µM), bloqueó el incremento en el 
contenido neuronal de GMPc inducido por la depolarización. La línea punteada representa el valor de 
la media correspondiente a la situación control. El número sobre las barras corresponde al valor de 
la media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de p 
en comparación a la situación control y los ubicados sobre la llave recta señala los valores de p al 
comparar las otras situaciones experimentales. n = número de células, *** = p < 0,001 

 

7.4.5.- La transmisión anterógrada mediada por NO en el 

NMT requiere la difusión de NO desde las fibras y su 

ingreso al interior de las motoneuronas trigeminales NOSn-

negativas 

 

 Para determinar si el NO liberado desde las terminales nitrérgicas 

presinápticas difunde a través del medio extracelular como neurotransmisor en 

volumen hasta alcanzar la motoneuronas trigeminales, las rodajas fueron 

incubadas antes y durante la depolarización con c-PTIO, un “secuestrador” de 
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NO extracelular. El c-PTIO que es un radical libre estable y soluble en agua, es 

capaz de reaccionar estequiométricamente con el NO de forma tal que este 

queda atrapado en el medio extracelular sin poder atravesar las membranas e 

ingresar a las células. El tratamiento de las rodajas con c-PTIO (30 µM) inhibió 

potentemente el incremento de la inmunofluorescencia para GMPc inducida por 

el alto-[K+]o (Figura 36), lo cual demuestra que el NO endógeno responsable 

de la activación de la GCs en las motoneuronas es suministrado por fuentes 

nitrérgicas externas a las motoneuronas.  

 

Figura 36: La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT requiere de la difusión 
extracelular de NO desde fuentes extramotoneuronales. Gráfica que representa la intensidad 
de la señal inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas 
tratadas con alto-[K+]o y un grupo de rodajas tratadas con c-PTIO + alto-[K+]o. El c-PTIO (30 µM), 
bloqueó el incremento en el contenido neuronal de GMPc inducido por la depolarización. La línea 
punteada representa el valor de la media correspondiente a la situación control. El número sobre las 
barras corresponde al valor de la media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las 
barras representan el valor de p en comparación a la situación control y los ubicados sobre la llave 
recta señala los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = número de 
células, *** = p < 0,001 
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7.4.6.- Resumen de los resultados obtenidos correspondientes al 

cuarto bloque 

 

En suma, a la luz de todos los resultados aquí expuestos, resumidos en los 

gráficos de las Figuras 37 y 38, se puede afirmar que el incremento de los niveles 

de NO y de GMPc detectados en las motoneuronas ante la 

 

Figura 37: La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT depende de la 
actividad neural y requiere del influjo de Ca2+ y apertura de CCVDs presinápticos. 
Gráfica que resume los resultados de la variación de la fluorescencia de DAF-2T en 
experimentos estáticos que permiten analizar la secuencia de eventos que vinculan la 
depolarización con alto-[K+]o con el aumento de la concentración de NO en las motoneuronas 
trigeminales. Tanto la TTX (1 μM) como la conotoxina ω-ctx-MVIIC (1 μM) al ser administradas 
previamente y durante la perfusión con alto-[K+]o bloquean el aumento de la señal DAF-2T 
inducido por la depolarización. La línea punteada horizontal representa el valor de la media 
correspondiente a la situación control. El número sobre las barras corresponde al valor de la 
media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de 
p en comparación a la situación control y los ubicados sobre las llaves rectas señalan los valores 
de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = número de células, *** = p < 0,001 
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depolarización con alto-[K+]o se producen siguiendo una secuencia de eventos  

que permiten vincular las fibras presinápticas premotoras como fuentes y las 

motoneuronas trigeminales como blanco de la neurotransmisión anterógrada 

nitrérgica en el NMT. 

 

  

Figura 38: La transmisión anterógrada mediada por NO en el NMT depende de la actividad neural y 
requiere de Ca2+ extracelular, de la activación de la NOSn presináptica, de la difusión de NO y de la 
activación de la GCs. Gráfica que resume los resultados de la variación de la inmunofluorescencia para GMPc 
en experimentos estáticos y que permiten analizar la secuencia de eventos que vinculan la depolarización con 
alto-[K+]o con el aumento de concentración de GMPc en las motoneuronas trigeminales. La TTX, la baja 
[Ca2+]o, el L-VNIO, el c-PTIO y el ODQ al ser administradas previamente y durante la perfusión con alto-[K+]o 

bloquean el aumento de la señal inmunofluorescente para GMPc inducida por la depolarización. Nótese que en 
todos los casos los bloqueantes llevan los valores de inmunofluorescencia por debajo del valor de la situación 
control lo que aporta evidencias a favor de la producción basal de NO por las fibras nitrérgicas en el NMT. La 
línea punteada representa el valor de la media correspondiente a la situación control. El número sobre las 
barras corresponde al valor de la media para cada situación experimental. Los asteriscos sobre las barras 
representan el valor de p en comparación a la depolarización con alto-[K+]o. Debajo de la gráfica se presentan 
los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = número de células, ** = p < 0,01, *** 
= p < 0,001 
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8.- DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  

 

Aquí se ha demostrado que en rodajas de tronco encefálico la 

administración de solución depolarizante alto-[K+]o incrementa la 

concentración de NO y de GMPc en las motoneuronas trigeminales NOSn-

negativas que contienen GCs (Figuras 24, 25 y 32). Estos resultados pueden 

ser atribuidos a (1) la liberación de NO desde las fibras delgadas NOSn-

positivas como consecuencia del ingreso de Ca2+ a través de CCVDs 

presinápticos durante la actividad neuronal lo cual a su vez (2) activa la NOSn 

Ca2+–calmodulina regulada en las terminales nerviosas llevando a la 

producción de NO que (3) difunde desde las fibras premotoras e ingresa a las 

motoneuronas trigeminales en concentraciones adecuadas para (4) activar la 

GCs e incrementar el GMPc intracelular. Además en el NMT también se detecta 

producción de NO endógeno y GMPc en condiciones basales. Estos resultados 

evidencian que en el NMT el NO generado endógenamente por activación de la 

NOSn puede sostener la señalización anterógrada a pesar de la gran diferencia 

entre el tamaño de la fuente y el tamaño del blanco. Debido a que la difusión 

de NO es multidireccional, es necesario explicitar que el término anterógrado 

hace referencia aquí a la direccionalidad del efecto nitrérgico: el NO liberado 

desde las fibras premotoras modula la actividad de las motoneuronas 

postsinápticas. Es importante destacar que aunque en este trabajo se haga 

hincapié en la transmisión anterógrada, el NO será capaz de actuar en el NMT 

en forma retrógrada y/o anterógrada en cualquier blanco, celular o subcelular, 
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existente dentro de su volumen difusión si es que lo alcanza en 

concentraciones biológicamente efectivas. 

 

 

8.1.- Las fuentes nitrérgicas que responden al estímulo con alto-

[K]º en el NMT 

 

Debido a que en el NMT del cobayo (1) la NOSn fue detectada 

exclusivamente en las fibras premotoras y terminales botón-símiles 

íntimamente asociadas a las motoneuronas trigeminales, y (2) el aumento de 

GMPc inducido por la depolarización con alto-[K]º fue inhibido por el inhibidor 

de la NOSn L-VNIO (Figura 35), es posible concluir que la liberación de NO y 

consecuente producción de GMPc debe tener origen en dichas fibras. Ni la 

actividad para la NADPH-d asociada con NOSn (Hope et al., 1991) ni la 

inmunoreactividad para NOSn fueron detectadas en las motoneuronas 

trigeminales del cobayo (Abudara et al., 2002). Análogamente en la rata, las 

motoneuronas trigeminales (Pose et al., 2011b) y del hipogloso (Montero et 

al., 2008) tampoco presentan maquinaria para la síntesis de NO.  

Dado que el “secuestro” extracelular de NO ante la administración de c-

PTIO inhibió el incremento de inmunofluorescencia para GMPc inducido por 

depolarización en las motoneuronas (Figura 36) el NO producido durante la 

depolarización debe provenir de fuentes extramotoneuronales. La disminución 

de la señal para DAF-2T y para GMPc provocada por (1) la inhibición de la 



 132

actividad neuronal con TTX (Figura 33) y (2) el bloqueo del influjo de Ca2+ 

(Figura 34) apoyan la idea de que la depolarización invade las fibras y 

terminales NOSn- positivas, y produce la apertura de CCVDs presinápticos 

permitiendo el influjo de Ca2+ lo que activa la NOSn luego de lo cual el NO 

difunde e invade la motoneuronas donde activa a la GCs.  

En preparados de rodajas de corteza y cerebelo de rata se ha reportado 

la existencia de fibras nerviosas perivasculares correspondientes a 

interneuronas que expresan NOSn junto con otros neurotransmisores (Cauli et 

al., 2004; Rancillac et al., 2006; Garthwaite, 2008). En el NMT del cobayo no 

se ha detectado este tipo de fibras (Abudara et al., 2002). En el caso de que 

existieran en el NMT de cobayo fibras perivasculares que expresan NOSn aún 

no descritas, los experimentos aquí desarrollados no permitirían descartar su 

contribución de NO; pero este aporte en caso de existir debiera ser 

cuantitativamente menor ya que las fibras perivasculares (1) estarían menos 

próximas a las motoneuronas que las fibras premotoras y (2) su ubicación tan 

cercana a los vasos sanguíneos determinaría que el NO liberado sea 

“secuestrado” por la hemoglobina durante su difusión antes de arribar a las  

motoneuronas (Lancaster, 1994; 1997). Los astrocitos podrían considerarse 

como posibles fuentes de NO ya que son capaces de expresar NOSn  (Murphy 

et al., 1993) y por tanto su producción de NO podría ser también inhibida por 

el L-VNIO, pero como ningún soma fue detectado como NOSn positivo en el 

NMT (Abudara et al., 2002) serían una fuente nitrérgica improbable en este 

preparado.  
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8.2.- Eventuales fuentes productoras de NO en condiciones 

basales 

 

La señal fluorescente para DAF-2T fue detectada en situación basal en el 

NMT (Figura 22, patrones II y III). Esto concuerda con que la inhibición por 

ODQ del aumento de la inmunofluorescencia para GMPc ante alto-[K]º alcance 

valores por debajo de los valores de la situación control (Figura 38), lo que 

señala la existencia de producción basal de GMPc al menos en parte evocada 

por NO. Dicha producción basal de GMPc dependiente de NO podría estar 

involucrada en la regulación de la actividad de las motoneuronas.  

Al igual que el ODQ también la aplicación del “secuestrador” de NO, el c-

PTIO y de la solución extracelular bajo [Ca2+]o+alto [Mg2+]o+EGTA provocaron 

una inhibición de la señal para GMPc a valores por debajo del control (Figura 

38). Los tres bloqueos mencionados fueron de igual intensidad lo que reflejaría 

que toda la producción basal de GMPc dependiente de la activación de la GCs 

deriva de fuentes nitrérgicas extraneuronales que necesitan del influjo de Ca2+ 

para producir el mensajero. Esta necesidad de influjo de Ca2+ para la inducción 

de la síntesis de NO también es sustentada por el bloqueo del aumento de la 

señal DAF-2T post-depolarización observado ante la aplicación de ω-Conotoxin 

MVIIC y el hecho que las fuentes sean extramotoneuronales es consistente con 

la no expresión de NOSn en dichas células (Abudara et al., 2002). 

Una inhibición de la inmunofluorescencia para GMPc de menor magnitud 

fue inducida por el bloqueante de la NOSn L-VNIO (Figura 38) lo que reflejaría 

que parte del GMPc producido basalmente en fuentes extramotoneuronales y 
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con necesidad de influjo de Ca2+ es generado por mecanismos que no 

involucran a la NOSn y sí probablemente a la actividad basal de otras 

isoformas NOS. La contribución de la NOSi parece improbable ya que la señal 

de GMPc basal que se bloquea con el ODQ pero no con el L-VNIO requiere del 

influjo de Ca2+ y la síntesis de NO por la NOSi no requiere de élF

21
F (Weaver et 

al., 2005). Por lo tanto el componente de la señal basal de GMPc que es 

sensible al ODQ y al PTIO pero no al L-VNIO debería ser resultado de la 

actividad tónica de la NOSe. Estos resultados que indican que la producción 

basal de GMPc dependiente de la activación de la GCs requiere de la biosíntesis 

de NO son congruentes con la potente inhibición de la presencia de señal DAF-

2T en el NMT en situación basal inducida por la administración de L-NAME a las 

rodajas (Figura 22B, incremento del patrón I en casi un 100%). Alderton et al., 

(2001) definen a los inhibidores de NOS con una selectividad de 10 a 50 veces 

mayor para una isoforma de NOS que para otra como “parcialmente 

selectivos”; en este sentido el L-NAME es un inhibidor de NOS 50 veces más 

selectivo para NOSn que para NOSi y 20 veces más selectivo para NOSe que 

para NOSi (Boer et al., 2000) y por tanto parcialmente selectivo. Esto 

determina que si bien no es posible descartar totalmente el papel de la NOSi 

en la contribución de NO en situación basal, sí se torne muy fuerte la hipótesis 

de que el principal aporte corresponde al de las isoformas constitutivas de la 

isoenzima: NOSn y NOSe. La NOSe en el SNC se encuentra principalmente 

expresada en las células endoteliales capilares. La contribución al 

                                           
21 En NOSi clonada y caracterizada de pulmón de cobayo se ha determinado que su calcio-
dependencia es intermedia entre la de NOSn de rata y la de NOSi de humano (Alderton et al., 
2001).  
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procesamiento neural de NO derivado de activación de NOSe ha sido reportado 

en rodajas de hipocampo (Hopper y Garthwaite, 2006) y en nervio óptico 

aislado de rata (Garthwaite et al., 2006).  

Tanto el componente de la señal de GMPc generado por GCs que es 

sensible a L-VNIO como el que no es sensible a éste fueron prevenidos por la 

aplicación de TTX, lo que indica que para ambos componentes la actividad 

neural está involucrada en la biosíntesis basal de NO a través de la NOSn y de 

otra isoforma de NOS respectivamente. Esta necesidad de actividad neural 

para la inducción de la síntesis de NO también es sostenida por el bloqueo del 

aumento de la señal DAF-2T post-depolarización observado ante la aplicación 

de TTX. En cuanto a la vinculación de la actividad neural con la activación de la 

NOSe se ha descrito que fibras nerviosas colinérgicas inervan las células 

endoteliales de los capilares cerebrales (Benagiano et al., 2000) por lo que la 

liberación de acetilcolina durante la actividad espontánea podría activar la 

NOSe. Por último como ya se ha mencionado no se han identificado en el NMT 

somas que expresen NOSn por lo que tampoco los astrocitos parecen ser 

fuentes de NO en situación basal.  

Existe un componente de la señal de GMPc que no es bloqueado por el 

ODQ detectado con valores por debajo de los valores del control (Figura 38); 

dicha presencia de GMPc basal no sería generada a través de la activación de 

la GCs y podría corresponder a la actividad basal de la guanilatociclasa de 

membrana que se encuentra expresada en el SNC y es activada por otros 

mensajeros como por ejemplo el péptido natriurético (Kuhn, 2009). Esta 

inmunofluorescencia para el GMPc ODQ-independiente posee dos 
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componentes: a) un componente sensible a la TTX lo que refleja que la 

actividad neural estaría involucrada en su generación y en concordancia que 

algún/nos neurotransmisor/es estarían involucrados en su producción y b) otro 

componente insensible a la TTX que no requiere de actividad neural para el 

desencadenamiento de su síntesis y podría estar ligado in vivo a la acción de 

algún tipo de hormona que utilizara al GMPc como segundo mensajero 

intracelular (Rekling et al. 2000; Kuhn, 2003; Kleppisch y Robert Feil, 2009). 

 

8.3.- En el NMT la extensión de la señal de NO permite el 

reclutamiento de grupos de motoneuronas 

 

La concentración de NO es máxima en la superficie de la fuente y 

decrece a medida que el NO difunde desde ella (Lancaster, 1994; 1997; 

Philipides et al., 2005). El tamaño de la fuente es un determinante crítico de 

las dinámicas de producción y difusión del NO: cuanto más fina es la fuente 

menor es la concentración de NO en su superficie y más rápidamente declina la 

concentración con la distancia (Philippides et al., 2005). Como corolario de 

esto se espera que: 1) la activación diferencial de fibras de distintos tamaños 

resulte en una liberación diferencial de NO y 2) que la distancia entre fuentes y 

blancos se relacione inversamente con la potencia de la señal del NO (Park et 

al., 1998). Debido a que la mayoría de las fibras que expresaron NOSn en el 

NMT son finas (0,6 – 1,6 μm de diámetro) y están en proximidad a las 

dendritas de las motoneuronas (Abudara et al., 2002) es posible hipotetizar 

que una única fibra puede producir una cantidad suficiente de NO como para 
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afectar sólo a las dendritas adyacentes. El umbral de detección de NO del DAF-

2 DA para formar DAF-2T es de 5 nM (Kojima et al., 1998a). De acuerdo con el 

modelo de Philippides et al. (2005) para fibras de 1 µm de diámetro dicha 

concentración es detectada hasta 30 - 35 µm de distancia desde su superficie, 

por lo tanto para distancias mayores el marcador no detectaría NO; para fibras 

de menor diámetro la concentración umbral para la detección se alcanzaría 

sólo a distancias aún menores de la superficie de la fuente. Si extrapolamos a 

nuestro preparado biológico el modelo propuesto por Philippides et al., (2005), 

la predicción sería que una única fibra de entre 0,6 y 1,6 µm de diámetro 

podría alcanzar una producción máxima de 10 nM y 50 nM respectivamente y 

la concentración de NO podría declinar en un 50% de su máximo (5 nM y 25 

nM respectivamente) a 4 µm y 6 µm desde la superficie de la fibra, lo cual si 

bien podría incluir en su dominio a estructuras subcelulares, no llegaría a 

cubrir el diámetro de las motoneuronas trigeminales (de 20 a 60 µm 

aproximadamente). Como se ha expuesto en resultados numerosos somas de 

motoneuronas se tornan DAF-2T positivas cuando múltiples y dispersas fibras 

delgadas nitrérgicas son estimuladas simultáneamente. Por lo tanto es posible 

concluir que el NO producido por dichas fibras en forma cooperativa 

(Philippides et al., 2005) fue suficiente para llenar los somas grandes de las 

motoneuronas (Figuras 24 y 25) lo cual puede tener implicancias in vivo dado 

que el desplazamiento de un potencial de acción a través de los axones 

nitrérgicos premotores puede evocar la difusión de NO desde múltiples 

terminales hacia las motoneuronas postsinápticas. Por otra parte las fibras 

delgadas nitrérgicas del NMT se disponen dispersas en forma similar a un plexo 



 138

laxo (Abudara et al.; 2002) lo que ofrecería ciertas ventajas al momento de 

generar una señal en volumen que complemente la neurotransmisión sináptica 

clásica ya que, plexos de fibras finas y dispersas generan un volumen de señal 

mayor, con una concentración más homogénea y más persistente y con una 

selectividad regional mayor que fuentes de mayor tamaño (Philippides et al., 

2005). La uniformidad espacial de la señal en los plexos haría que, más que 

cada fuente individual afectara a un blanco individual, las fuentes afectaran los 

blancos ubicados en el volumen en el cual el plexo y los blancos coexisten.  

La concentración de NO requerida para la activación de la GCs 

(concentración de NO biológicamente efectiva) (Griffiths et al., 2003; Mo et al., 

2004) es más baja que el umbral de detección de NO por el DAF-2T (Kojima et 

al., 1998a), por lo tanto la síntesis de GMPc debiera tener lugar en las 

estructuras celulares que presenten fluorescencia DAF-2T y además contengan 

la GCs. En concordancia con esto las motoneuronas también presentaron 

aumento de la inmunofluorescencia para GMPc luego de la depolarización 

(Figura 32) lo que indica que en ellas el NO podría ejercer un papel modulador 

de su actividad (aspecto que se analizará más adelante).  

 

8.4.- Posibles efectos de la activación de la vía NO/GMPc sobre 

la actividad neuronal 

 

Como hemos demostrado en esta tesis, el NO endógeno aumenta la 

síntesis de GMPc en las motoneuronas trigeminales a través de la activación de 

la GCs. ¿Qué consecuencias tendrá la producción aumentada de este 
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nucleótido sobre la actividad de las motoneuronas trigeminales? La liberación 

de NO puede ejercer un efecto excitatorio en las motoneuronas trigeminales 

(ver Figura 2B en Fernández-Alvarez et al., 2011) al igual que otros modelos 

por acción directa sobre corrientes iónicas postsinápticas (Montero et al., 

2008) o indirecta sobre la liberación presináptica de neurotransmisores 

(Garthwaite, 2008) lo cual podría a su vez modular la excitabilidad neuronal. 

En las motoneuronas trigeminales podrían tener lugar ambos mecanismos ya 

que la aplicación de dadores de NO incrementa la corriente catiónica Ih así 

como también la actividad sináptica (Abudara et al., 2002). Efectivamente en 

rodajas de tronco encefálico que contienen al NMT, al administrar 

exógenamente dadores de NO por perfusión se produce depolarización y 

disminución de la reobase de las motoneuronas trigeminales, junto con un 

aumento de la amplitud y la frecuencia del ruido sináptico excitatorio e 

inhibitorio registrado en ellas en ausencia de estimulación a entradas 

sinápticas (Abudara et al., 2002). Estos efectos fueron imitados mediante la 

administración de análogos del GMPc e inhibidos por ODQ. También se observa 

con este tratamiento un aparente incremento en la corriente la corriente 

catiónica Ih. 

La evidencia de que el DETA/NO, administrado en igual concentración (2 

mM) y en el mismo preparado biológico que en los experimentos 

electrofisiológicos mencionados determina el ingreso de NO a las 

motoneuronas trigeminales (Figuras 26C y 27) y la producción de GMPc en 

ellas (Figura 31) sugiere que al menos parte de los efectos mediados por el 

GMPc podrían ejercerse directamente sobres dichas células. El flujo de NO 
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exógeno que libera el DETA/NO 2 mM en las rodajas y con el cual se han 

detectado efectos electrofisiológicos sobre la actividad neuronal es de 1,54 

μM/min (Abudara et al., 2002). La concentración en que el NO endógeno es 

producido ante la depolarización o en condiciones basales en el NMT no es 

conocida. Dado que el umbral de detección del DAF-2T es de 5 nM (Kojima et 

al., 1998a) es probable que la liberación de NO endógeno alcance en la 

motoneuronas por lo menos en ese valor, el cual está incluído en el rango de 

concentración de NO requerido para activar a la GCs (Artz et al., 2001; 

Griffiths et al., 2003). Coincidentemente la detección dentro de las 

motoneuronas de GMPc producido por activación de la GCs en condiciones 

basales y que la depolarización induzca su incremento sugieren que la 

concentración de NO endógeno producido en ambos casos es efectiva para 

desencadenar efectos biológicos en las motoneuronas como por ejemplo la 

modulación de corrientes iónicas.   

En las motoneuronas de los núcleos facial, hipogloso y trigémino una 

corriente persistente de Na+ (INap) está activada por debajo del umbral de 

disparo; esa corriente es capaz de acelerar la depolarización subumbral de la 

membrana hacia el umbral de la espiga (Rekling et al., 2000; Nishimura et al., 

1989). Particularmente en las motoneuronas del NMT del cobayo una 

rectificación de entrada previa al umbral de disparo en respuesta a pulsos de 

corriente depolarizante fue asociada con la INap como corriente subyacente 

(Chandler et al., 1994). Además la INap influencia la dinámica de los trenes de 

descarga en las motoneuronas trigeminales por contribuir a su finalización (Del 

Negro et al., 1999). Esta INap ha sido propuesta como blanco de efectos 



 141

regulatorios del NO en las motoneuronas (Montero et al., 2008). En 

concordancia con esto la INap podría ser modulada por el NO endógeno en las 

motoneuronas trigeminales ya que la aplicación de azul de metileno (inhibidor 

de la GCs y de la NOSn, (Hobbs, 1997) a rodajas de tronco encefálico de 

cobayo provoca una disminución del retardo en el inicio del potencial de acción 

en dichas células frente a estímulos depolarizantes (Fernández-Alvarez et al., 

2011); esto sugiere la influencia inhibidora del NO sobre la INap de las 

motoneuronas del NMT. La perfusión con azul de metileno también generó 

hiperpolarización e incremento de la reobase de las motoneuronas 

robusteciendo la idea de que al menos in vitro la liberación endógena basal de 

NO modula las propiedades electrofisiológicas de las motoneuronas 

(Fernández-Alvarez et al., 2011); estos datos condicen con la depolarización y 

disminución de la reobase generada por dadores de NO en el mismo preparado 

(Abudara et al., 2002).  

 

8.5.- La segregación espacial entre las terminales axónicas 

premotoras y las fuentes somatodendríticas le confiere 

propiedades funcionales particulares a la señalización por NO en 

el NMT 

 

Los somas de origen de las fibras nitrérgicas del NMT se han identificado 

por marcado retrógrado en la formación reticular bulbar (Fabbiani et al., 2005; 

Pose et al., 2005) y en el núcleo dorsomedial del hipotálamo (McGregor et al., 
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2005). Por lo tanto las motoneuronas son afectadas por el NO aportado desde 

el dominio axo-terminal localizado en el NMT y no por el compartimiento 

somato-dendrítico que no está incluido en las rodajas de tronco encefálico que 

contienen el NMT. Esto puede otorgarle a la señalización por NO en el NMT 

propiedades particulares. 

Dado que las fuentes axo-terminales producen mucho menos NO que las 

somatodendríticas son más apropiadas para realizar un ajuste fino de la 

transmisión (Philippides et al., 2005), es así que por activación discriminada de 

terminales individuales delgadas la señal de NO podría ser dirigida 

selectivamente a un grupo determinado de blancos moleculares. Por otra parte 

el incremento en el Ca2+ citosólico que lleva a la formación de NO puede ser 

mediado diferencialmente por la activación de receptores NMDA 

glutamatérgicos en el dominio somatodendrítico (Bredt, 2003) y por CCVDs 

presinápticos en las terminales nitrérgicas (Okada et al., 2004). Entonces,  in 

vivo, el campo de difusión del NO que abarca a un grupo de motoneuronas 

puede ser delimitado por el ajuste de los niveles de Ca2+ en la terminal a 

través de variaciones en el patrón de descarga de las neuronas productoras de 

NO (Park et al., 1998) o a través de la activación selectiva de receptores 

presinápticos por neurotransmisores (Okada et al., 2004). Lo último puede 

llevarse a cabo a través de la acción de neurotransmisores clásicos liberados 

sinápticamente desde entradas contiguas o desde las propias terminales 

nitrérgicas donde estos neurotransmisores podrían colocalizarse con la NOSn 

(Maqbool et al., 1995) como por ejemplo el glutamato (Fabbiani et al., 2005; 

Pose et al., 2011a). En acuerdo con esto en el capítulo de resultados se ha 
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presentado evidencia de que el NMDA incrementa el contenido de NO en las 

motoneuronas trigeminales (Figura 30). 

Los sitios de acción del NMDA que inducen el aumento de NO en el NMT 

(Figura 30) merecen una especial discusión. El receptor NMDA, como ya se ha 

mencionado, está ligado a la NOSn (Brenman et al., 1996; Brenman y Bredt, 

1997; Ishii et al., 2006). El aumento de NO provocado por la acción NMDA 

sobre receptores ubicados en somas neuronales nitrérgicos debe descartarse 

porque aunque generalmente la ubicación de los receptores NMDA en neuronas 

motoras es postináptica (Rekling et al., 2000) no se han detectado somas 

nitrérgicos en el NMT. Un ejemplo de la vinculación de receptores NMDA 

presinápticos en la activación de NOSn en el SNC se ha descrito en las fibras 

paralelas del cerebelo donde el influjo de Ca2+ a través de receptores NMDA 

presinápticos induce la formación de NO que media la LDT (Lev-Ram et al., 

1995). Neuronas premotoras que colocalizan NOSn y glutamato y que 

proyectan al NMT se han descrito en el bulbo del cobayo (Fabbiani et al., 2005) 

y en la formación reticular bulbar ventromedial del gato (Pose et al., 2011a), 

pero la presencia de receptores NMDA es sus terminales no ha sido 

demostrada. Aunque la bibliografía que reporta sobre el papel de los 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos presinápticos en la modulación de la 

transmisión sináptica de motoneuronas es escasa (Rekling et al., 2000), en el 

cuerno dorsal de la médula espinal de la rata los receptores NMDA se localizan 

en terminales presinápticas inmediatamente adyacentes a los sitios de 

liberación vesicular en la zona activa (Liu et al., 1994). Se requeriría 

profundizar en la búsqueda de la colocalización de NOSn y receptores NMDA en 



 144

las terminales premotoras del NMT para corroborar si ello podría dar cuenta del 

incremento de la señal DAF-2T ante la aplicación de NMDA en las rodajas 

(Figura 30). En este caso la estimulación del receptor NMDA incrementaría la 

concentración intracelular de Ca2+ libre en las terminales nitrérgicas 

presinápticas con la consiguiente activación de la NOSn y producción y difusión 

de NO tal como ya se ha reportado en las fibras paralelas de cerebelo (Lev-

Ram et al., 1995). Finalmente la eventual activación de receptores NMDA de 

neuronas premotoras ubicadas en la rodaja (Kim y Chandler, 1995; Trueblood 

et al., 1996; Pang et al., 2009) estableciendo sinapsis axo-axónicas con las 

fibras premotoras nitrérgicas puede además dar cuenta de la activación de la 

NOSn.  

Es así que son múltiples las modalidades por las cuales podría ser 

modificado selectivamente el contenido de Ca2+ en la terminales presinápticas 

nitrérgicas para ajustar la señal de NO. El reclutamiento diferencial de 

neuronas adyacentes ante la depolarización con alto-[K]º (Figura 25) sugiere 

que la señalización por NO presenta mecanismos de direccionamiento hacia 

ciertos blancos específicos. Esto contribuiría al establecimiento de redes 

químicas dinámicas de comunicación (Agnati et al., 2006a; 2006b) que 

determinarían el significado de la información transferida por el mensajero. 

La segregación espacial existente entre la ubicación de los somas de 

origen de las fibras nitrérgicas y dichas fibras es indispensable para que el 

ajuste de la señal de NO sea posible dado que la “nube” de NO originada desde 

varios somas individuales puede derivar en una señal ambigua y relativamente 

inespecífica que enmascarare la liberación selectiva de NO desde fibras 
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delgadas en el NMT. Este tipo de segregación anatómica puede ser 

imprescindible cuando se intenta aumentar la precisión y fidelidad de la señal 

nitrérgica (Ott et al., 2007) que como ya se ha mencionado estará delineada 

por el tamaño de la fuente, la proximidad entre fuentes y blancos y las 

características del blanco (Lancaster, 1997).   

 

8.6.- Conclusiones generales 

 

 En conclusión, se ha demostrado aquí la capacidad de fuentes nitrérgicas 

pequeñas presinápticas de generar en forma cooperativa suficiente NO 

endógeno como para alcanzar grandes somas postsinápticos y sustentar una 

transmisión anterógrada a pesar de lo dispar de la relación tamaño de la 

fuente/tamaño del blanco y de la dispersa distribución de las fuentes. En el 

NMT, la señal nitrérgica podría modular y coordinar la actividad de un conjunto 

de motoneuronas trigeminales durante la masticación, el acarreo o la mordida. 

El ajuste del Ca2+ intracelular por la activación diferencial de fibras nitrérgicas 

o de receptores presinápticos en las terminales nitrérgicas podría ser una 

estrategia para afinar y delimitar el campo de difusión del NO y diseñar 

patrones de conectividad (redes de redes) en el NMT.  
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9.- RESUMEN DE LA TESIS  

 

La capacidad de señalización del óxido nítrico (NO) está decisivamente 
determinada por la extensión de su volumen de difusión. A su vez dicho 
volumen depende directa y categóricamente del tamaño, forma y distribución 
de las fuentes nitrérgicas.  

En el sistema nervioso central, el NO es típicamente liberado desde 
somas postsinápticos ante el influjo de Ca++ extracelular a través de receptores 
glutamatérgicos de tipo NMDA lo que conlleva a la activación de la óxido nítrico 
sintasa neuronal (NOSn) Ca++ / calmodulina dependiente. El NO generado y 
liberado desde estos somas “fuente” afecta en forma retrógrada a “blancos” 
presinápticos de menor tamaño. En contraste con este escenario, en el núcleo 
motor del trigémino del cobayo (NMT) el NO se produce en terminales 
premotoras “fuente” delgadas y dispersas que expresan la NOSn e inervan 
motoneuronas postsinápticas “blanco” de gran tamaño. Dichas motoneuronas 
no expresan la NOSn y contienen la enzima guanilato-ciclasa soluble (GCs) que 
se activa por acción del NO. En este contexto el pequeño cociente entre el 
tamaño de las fuentes y el tamaño de los blancos y la dispersa distribución de 
las fuentes nitrérgicas, hacen poner en duda si en el NMT el NO endógeno es 
suficiente para sostener una señalización anterógrada entre las terminales 
premotoras y las motoneuronas post-sinápticas. 

En rodajas de tronco encefálico que contienen el NMT se identificaron 
por marcado retrógrado con CM-DiI motoneuronas trigeminales visualizadas 
por microscopia de epifluorescencia y/o confocal. En dichas células, NOSn-
negativas, se evaluó la presencia de NO mediante el marcador DAF-2 DA y la 
actividad de la GCs mediante cuantificación de la inmunofluorescencia para 
GMPc.  

La depolarización de múltiples fibras nitrérgicas premotoras mediante la 
administración de solución con alta concentración de K+ aumentó la señal 
fluorescente para DAF-2T y la inmunofluorescencia para GMPc en las 
motoneuronas con respecto a la situación control. Dichos efectos: a) 
requirieron de la presencia de Ca++ extracelular (activador fisiológico de la 
NOSn) y de la apertura de canales de Ca++ voltaje dependientes presinápticos; 
b) fueron imitados por dadores de NO; y c) fueron bloqueados por inhibidores 
de la NOSn, inhibidores de la GCs, y por maniobras que silencian la actividad 
neuronal o impiden la difusión de NO. 

Estos resultados indican que el NO liberado presinápticamente durante la 
activación neuronal en el NMT alcanza a las motoneuronas en  concentraciones 
suficientes para activar a la GCs.  Se concluye, que en este modelo, el NO 
generado por fibras delgadas y dispersas es efectivo como neuromodulador 
anterógrado en el SNC a pesar del bajo cociente entre el tamaño de las fuentes 
y el tamaño de los blancos y de la dispersa  distribución de las fuentes. Se 
propone que, en forma similar a lo que ocurre en la neurotransmisión clásica, 
los niveles intraterminales de Ca++ modularían la liberación de NO y por lo 
tanto su señalización espacial dentro del NMT. 
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