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INTRODUCCION

En 1889, se acaba definitivamente con los postulados reticularistas de
la época segun los cuales las células nerviosas estaban unidas
fisicamente por una red continua que permitia un flujo, sin direccion fija,
entre ellas. En el Congreso de la Sociedad Anatémica Alemana de ese
afio Ramoén y Cajal muestra, con preparaciones histolégicas, que las
células nerviosas son fisicamente independientes y que constituyen las
unidades morfofuncionales del sistema nervioso. Segun Cajal, una de
las prolongaciones de las células nerviosas, el axon, se prolonga hasta
las dendritas o soma de otras células sin llegar a unirse con ellas. Estas
conclusiones, que determinarian el gran desarrollo de la neurociencia
hasta nuestros dias, fueron confirmadas, ya bien entrado el presente
siglo, con el microscopio electronico.

En 1890, Waldeyer daria el nombre de neuronas a estas células
nerviosas y Sherrington, en 1897, llamaria sinapsis al lugar de actuacién
de una neurona sobre oftra.

Esta nueva concepcion del sistema nervioso no tardé en despertar la
curiosidad de los cientificos por conocer lo que sucede entre el
elemento distal del axén y la neurona siguiente para que la
comunicacion entre neuronas pueda superar la separacion fisica que
supone la sinasis. En un principio, se consideré que el final del axén
podria alterar a las células postsinapticas mediante un fenémeno de
induccién eléctrica. No obstante, poco a poco se fueron obteniendo
evidencias que indicaban la existencia de sustancias neurotransmisoras
en el sistema nervioso periférico y, posteriormente, en el central.

La primera demostracion soélida de la exitencia de sustancias
neurotransmisoras la obtuvo Otto Loewi en 1912. Sus experimentos le
llevaron a concluir que la estimulacion eléctrica del nervio vago,
provocaba que éste liberara una sustancia al medio responsable de las
acciones fisiolégicas del mismo. Estos experimentos hicieron que se
aceptara, definitivamente, la teoria quimica de la transmisién nerviosa y
despertaron un amplio interés por encontrar esas sustancias.

El bidlogo Henry Dale y sus colaboradores, entre los afios 1929-1936,
aislaron la acetilcolina de los nervios motores y demostraron que era
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INTRODUCCION

liberada cuando se aplicaban estimulos eléctricos sobre estos nervios y
que su accion era finalizada por inactivacion enzimatica. UIf von Euler
en la década de 1940 descubri6 que la noradrenalina era un
neurotranmisor de los nervios simpaticos. Desde entonces la lista de
neurotranmisores se ha ido incrementando y localizando en el sistema
nervioso central, definiendo las moléculas receptoras para cada
neurotransmisor asi como los mecanismos de inactivacion, tarea que
continua en la actualidad.

Simultaneamente a los descubrimientos que se realizaban en el estudio
de la sinapsis quimica, otros investigadores empezaron a aclarar los
mecanismos de los impulsos nerviosos y la accién de las sustancias
transmisoras sobre la actividad bioeléctrica.

Entre 1939 y 1951, A.L. Hogdkin, A.F. Huxley y B. Katz realizaron con
éxito experimentos con el axén gigante de calamar y fueron capaces de
registrar el potencial de reposo y los potenciales de accion, la
participacién de los iones sodio y potasio en estos fendmenos, asi
como, los mecanismo de la conduccion axodnica del potencial de accion.

John C. Eccles, L.G. Brock y J.S. Coombs, en 1951, comenzaron a
registrar, mediante técnicas intracelulares, la actividad bioelétrica de
neuronas del sistema nervioso central de mamifero. De este modo,
comenzaron a estudiar los efectos de las aferencias sobre la actividad
eléctrica, apareciendo los conceptos de potenciales postsinapticos
excitadores e inhibidores, valor umbral y sumacion de potenciales
postsinapticos. Fué asi como, el estudio de las aferencias y el efecto de
las sustancias transmisoras sobre la actividad bioeléctrica neuronal
comenz6é a ser un campo de intensa investigacion. Eccles y col.
lograron unificar los conceptos bioquimicos, bioelétricos e histolégicos, y
avanzaban en el modelo propuesto por Ramoén y Cajal. A partir de estos
trabajos, adquiri6 mucha fuerza la idea de que el conjunto de nuestro
cerebro esta lleno de redes complejas de neuronas que se influyen
mediante sinapsis excitadoras e inhibidoras.

En la presente Tesis Doctoral se comparara el posible efecto sobre la
actividad de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales de aferencias
originadas en el cerebro anterior con respecto a las originadas en el
cerebro posterior. Posteriormente, vamos a concretar nuestro estudio
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INTRODUCCION

sobre las aferencias procedentes del cerebro posterior, de la regién del
nucleo pedunculo pontino tanto ipsilaterales como contralerales, con el
fin de avanzar en el conocimiento de los mecanismos que regulan la
actividad de estas neuronas.

1. DOPAMINA

Desde su descubrimiento en 1939 (Vogt, 1954; Dahlstrém y Fuxe, 1964) y
hasta los afos cincuenta, la dopamina (DA, 3,4-dihidroxifeniletilamina) se
habia considerado como un metabolito intermedio de la sintesis de otras
catecolaminas como la noradrenalina (NA). En 1958, Carlsson vy
colaboradores encontraron altas concentraciones de dopamina en el
estriado, y, en 1959, Bertler y Rosengren comprobaron que no se
correspondian con las bajas concentraciones de NA existentes en esa
estructura. Ese mismo afio, Carlsson y colaboradores, proponen que la DA
es un neurotransmisor implicado en funciones motoras extrapiramidales.

Se puede considerar que el desencadenante de la intensa investigacién
que han sufrido estos sistemas desde entonces, fue el descubrimiento por
parte de Ehringer y Hornykiewicz (1960) de que las concentraciones de DA
en los ganglios basales de pacientes parkinsonianos estaban reducidas.
Por otra parte, el descubrimiento de que tanto la DA como las otras
catecolaminas podian visualizarse microscépicamente mediante el uso de
técnicas histoquimicas de fluorescencia (Dahlstréom y Fuxe, 1964) permitié
la localizacion anatdomica precisa de las poblaciones neuronales
dopaminérgicas, facilitandose su estudio.

Muchas teorias actuales, consideran que las bases biologicas de
diferentes desérdenes neuroldgicos y psiquiatricos en humanos, estan
relacionadas con disfunciones de los sistemas dopaminérgicos. Por
ejemplo, se ha propuesto que en la esquizofrenia existe una hiperactividad
de estos sistemas neurales en el cerebro (Bowers, 1973, Snyder, 1972;
Carlsson, 1988, Meltzer, 1988; Carlsson y Suennson, 1990; Davis y col.,
1991; Goldstein y Deutch, 1992; Grace, 1991, 1992, 1993; Reynolds, 1992;
Riederer y col., 1992; Tassin, 1992; Ellison, 1994), asi como en el
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INTRODUCCION

sindrome de Tourette (Van Woert y col., 1976; Surwillo y col.,1987),
mientras que, el hipofuncionamiento del sistema dopaminérgico
nigroestriatal consecuencia de la acelerada pérdida de neuronas da lugar a
la enfermedad de Parkinson (Ehringer y Hornykiewicz, 1960; Hornykiewicz,
1963, 1966; Calne, 1970).

1.1. BIOSINTESIS

La biosintesis de DA, se realiza a partir del aminoacido L!tirosina
que atraviesa la barrera hematoencefalica por un sistema de
transporte selectivo para aminoacidos neutros (Wurtman y col., 1974;
Gibson y col., 1982).

La L-tirosina es hidroxilada para formar 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA). Esta reaccion esta catalizada por la tirosina hidroxilasa
(TH), que ademas de tirosina, utiliza oxigeno molecular, iones
ferrosos y el cofactor tetrahidrobiopterina (TBH) (Nagatsu, Levitt y
Underfriend, 1964). Bajo condiciones fisioldgicas normales las
concentraciones de L-tirosina parecen saturar completamente a la
enzima (Murrin, Morgenroth y Roth, 1976). No obstante, la
biodisponibilidad de L-tirosina puede ser un factor limitante en
aquellos casos en que el "turnover" de dopamina esta incrementado
(lesion  parcial del sistema nigroestriatal, tratamiento con
neurolépticos, ...) (Scally, Ulus y Wurtman, 1977; Carlsson y
Lindgvist, 1978; Wurtman y col.,, 1979) y también en cerebros
inmaduros en el ultimo tercio del desarrollo embrionario (Arévalo,
1985).

El cofactor pteridinico esta en concentraciones subsaturantes para la
enzima, por lo que podria jugar un papel importante en la regulacién
de la actividad de ésta. Asi, la administracion intraventricular de TBH
aumenta drasticamente la actividad de la TH (lkeda, Fahien y
Undenfriend, 1966).

A corto plazo la TH esta controlada por el producto final (DOPA, DA)
que ejerce una inhibicién retrégrada sobre la enzima.
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INTRODUCCION

La segunda etapa de la sintesis de DA es la descarboxilacion de la L-
DOPA por la dopa descarboxilasa (DD), una enzima que precisa de
piridoxal-5°-fosfato (Duncan y Sourkes, 1978), para dar lugar a la DA.
La L-DOPA se encuentra en concentraciones muy bajas en el
sistema nervioso central, debido a la alta actividad de la DD en
relacion a la TH (Fuxe y col., 1978). La DD no es especifica para la
L-DOPA, sino que también actia sobre otros aminoacidos
aromaticos, por lo que también se la conoce como aminoacido
aromatico descarboxilasa (Masserato y col., 1989).

1.2. ALMACENAMIENTO, LIBERACION E INACTIVACION

Una vez sintetizada, la DA puede ser almacenada en vesiculas
sinapticas (Aghajanian y Bloom, 1966; Richards y Tranzer, 1970) o
sufrir un tipo de aalmacenamiento no vesicular (Glowiskie e lversen,
1966; Sotelo, 1975).

El mecanismo de liberacion de la DA procedente de vesiculas,
parece ser por exocitosis calcio dependiente. No obstante, teniendo
en cuenta que no toda la DA es almacenada en vesiculas, cabria
esperar otro tipo de almacenamiento y liberacion. En este sentido, se
ha observado que el tratamiento con reserpina, que impide el
almacenamiento vesicular, no disminuye (incluso puede elevar) la
liberacion basal de DA, ni la inducida por anfetamina (Parker vy
Cubeddu, 1986). En este sentido, se ha encontrado, en
preparaciones de estriado in vitro , un tipo de liberacién de DA[*H] no
dependiente de calcio sino de un transportador especifico sobre los
que actuan la serotonina (5-HT) o agonistas (5!'HT3), modulando la
liberacion de DA (Nurse y col., 1988; Schmidt y Black, 1989; Yiy col.,
1991; Benuck y Reith, 1992; Jacocks y Cox, 1992; Richtter y col.,
1995).

El mayor determinante de la liberacion de DA, es el flujo de impulsos.
La estimulacion eléctrica de somas o axones dopaminérgicos,
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INTRODUCCION

produce un aumento exponencial de liberacién dependiente de la
frecuencia de estimulacién (Gonon y Buda, 1985; Wightman y
Zimmerman, 1990).

Una vez liberada la DA puede alcanzar los receptores. Tras la
activacion de los receptores bien por su catabolizacion a 3-metoxi-
tiramina (3MT), en la propia hendidura sinaptica, por accion de la
catecol-o-metil-transferasa (COMT), o bien por la recaptacién al
botdon terminal cotransportandose con iones sodio y cloro (Krueger,
B.K. 1990; McElvain, J.S. y Schenk, J.O., 1992) mediante un
transportador especifico al que se conoce como receptor de la
cocaina (Ritz y col.,1987; Edvardsen y Dahl, 1994). Una vez
recaptada, la DA es almacenada para su reutilizacién o es degradada
por accion de la monoaminooxidasa (MAQO), una enzima ligada a la
membrana mitocondrial, produciéndose acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC). Tanto el DOPAC como la 3-MT
pueden catabolizarse a acido homovalinico (HVA) por accion de la
COMT o de la MAOQ, respectivamente (Westerink, 1979).

2. RECEPTORES DOPAMINERGICOS

La primera intuicién de que la dopamina ejerce su efecto actuando sobre
receptores, la tuvo el farmacologo sueco Arvid Carlsson en 1963, tras
observar el efecto de los neurolépticos sobre los metabolitos de la
dopamina. Fué en 1975, utilizando las mismas técnicas con que se habia
logrado establecer la presencia de receptores opiaceos, cuando se
consiguié identificar por primera vez receptores de DA de un modo directo
(Creese y Burt, 1975). No obstante, los resultados obtenidos diferian
dependiendo del método empleado, lo que llevo, afos después, a la
conclusion de que la poblacidon de receptores dopaminérgicos no es
homogénea (Kebabian y Calne, 1979; Seeman, 1980; Stoof y Kebabian,
1984). Desde entonces, distintos autores han realizado diferentes
clasificaciones de los receptores de dopamina. De estas clasificaciones, la
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INTRODUCCION

mas aceptada hasta hace poco ha sido la propuesta por Kebabian y Calne
en 1979, quienes distinguian dos tipos de receptores dopaminérgicos: los
D,y los D,. Los receptores D4 serian aquellos que, acoplados a un sistema
adenilato ciclasa, estimulan la produccién de AMPc (Nathanson, 1977).
Los receptores D, no estarian acoplados a este sistema de segundo
mensajero. A su vez, ambos tipos de receptores también se diferenciarian
en su afinidad por la DA y por los agonistas y antagonistas
dopaminérgicos. Stoof y Kebabian (1984), introdujeron una modificacion a
esta clasificacion, de manera que los receptores D4 tendrian una accién
estimuladora sobre la actividad de la adenilato ciclasa, y los receptores D,
podrian estar o no asociados a esta enzima y, en caso de estarlo,
inhibirian su actividad.

Actualmente, mediante el uso de técnicas de ADN recombinante, se han
clonado cinco subtipos de receptores dopaminérgicos que presentan
diferencias farmacoldgicas. Todos estos subtipos, en base a su
funcionalidad, estructura, farmacologia y distribucion, se incluyen dentro de
una de las dos categorias de receptores reconocidas inicialmente (D 6
D).

2.1. SUBFAMILIA DE RECEPTORES D,

2.1.1. RECEPTORES D,

En 1990, grupos de cuatro laboratorios, simultaneamente,
informaron del clonaje de los ADNc y/o de los genes que
codifican a un receptor para la DA, como el caso de los D1 que
activa la adenil ciclasa, tanto en tejido de rata como en tejido
humano (Monsma y col., 1990; Dearry y col., 1990; Zhou vy col.,
1990; Sunahara y col., 1990). Se trata de una glicoproteina de
446 aminoacidos con caracteristicas estructurales y de
situacion topografica propuesta en la membrana, semejante a
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la de receptores acoplados a la proteina Gs. En humanos, el
gen que codifica este receptor, se encuentra en el cromosoma
5 (Sunahara vy col., 1990). También se les denomina D1a 0 Dyq,

Se ha demostrado la union saturable y de alta afinidad del
antagonista selectivo para los receptores D; el [°H]SCH23390
6 el ['*°]SCH23982 (Monsma y col., 1990; Dearry y col., 1990;
Zhou y col., 1990; Sunahara y col., 1990). Los receptores D
presentan un acoplamiento positivo a la actividad adenil ciclasa
(Dearry y col., 1990), por lo que la uniéon de DA a receptores Dy
aumenta los niveles de AMPc (Monsma y col., 1990; Zhou y
col., 1990).

Su distribucion tisular, hallada mediante histoquimica de
hibridacion in situ (Gerfen y col., 1990; Monsma y col., 1990;
Dearry y col., 1990; Zhou y col., 1990; Sunahara y col., 1990;
Weiner y col., 1990; Sunahara y col., 1990; Fremeau y col.,
1991; Le Moine y col., 1991; Mengod y col., 1991) y mediante
la utilizacion de anticuerpo antipéptido generado a partir de la
secuencia del receptor (Ariano y Sibley, 1994), correlaciona
bien con la informacién previa de la actividad adenil ciclasa
estimulada por DA. Se encuentra en el caudado-putamen, en el
nucleo accumbens, en el tubérculo olfatorio, en el coértex
cerebral, en el sistema limbico, en el talamo y en el hipotalamo;
y en menor cantidad en la sustamcia negra.

En el estriado se encuentran el 50% de las neuronas medianas
(Gerfen y col., 1990; Weiner y col., 1991). Hay evidencias que
indican que la mayoria de estas neuronas sintetizan sustancia
P vy reciben proyecciones del sistema dopaminérgico
nigroestriatal (Gerfen y col., 1990; Le Moine y col., 1991). Una
pequefia cantidad de neuronas largas de esta estructura
también expresan algunos niveles de receptores D, (Le Moine y
col., 1991). Por otra parte, segun han mostrado Ariano y Sibley
(1994), se expresa en el 80% de las neuronas estrionigricas.

La distribucién del ARNm coincide bastante con la de los sitios
de union, a excepcidn de la sustancia negra, donde existe una
considerable union a los D4, pero en cambio generalmente no
se detecta expresion de su ARNm. Esto podria deberse a que
el receptor no sea sintetizado en la sustancia negra, sino que
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sea transportado a ella desde el estriado (Jackson y Westlind-
Danielson, 1994).

2.1.2. RECEPTOR D:s.

El receptor Ds (nomenclatura alternativa: D, Dig)es un
segundo miembro de la subfamilia de receptores D4, que ha
sido clonado por Sunahara y col. en 1991. Es una proteina de
477 aminoacidos con una gran homologia con el receptor D;.
Las uniones de diferentes agonistas y antagonistas a los
receptores D, y Ds, son similares, con una notable excepcién
para la DA, que es unas diez veces mas potente sobre los
receptores D5 que sobre los D4 (Sunahara y col., 1991).

En general, el nivel de expresion del receptor Ds es mucho
menor que los del D;. Se expresa en gran cantidad en el
hipocampo, en el hipotalamo, y en menor cuantia en el estriado
y en el cértex frontal (Fremeaeu y col., 1991).

El homologo del receptor Ds -en rata- también ha sido clonado
y se le denomina D4g (Tiberi y col., 1991; Monsma y col., 1991).
Su farmacologia es similar a la del D4, incluyendo su alta
afinidad por la DA. Su distribucién también es similar:
hipocampo, hipotalamo, plexos coroideos, cortex cerebral,
pequeias o ninguna cantidad en el estriado y grandes
cantidades en el nucleo pretectal y en los mamilares (Huntley y
col., 1992; Sunahara y col., 1991; Weinshank y col., 1991). El
gen para este receptor -en humanos- se encuentra en el brazo
pequeno del cromosoma 4 (Tiberi y col., 1991). De interés es el
hecho de que esta misma regién cromosomal contiene un gen
implicado en la enfermedad de Huntington (Jackson y Westlind-
Danielson, 1994).

Al igual que los Dy, los receptores Ds se acoplan directamente
al sistema de la adenilciclasa (Tiberi y col., 1991), induciendo
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la produccion de AMPc en cantidades dependientes de la
concentraciéon del agonista utilizado (Grandy y col., 1991;
Sunahara y col., 1991; Weinshank y col., 1991).

2.2. SUBFAMILIA DE RECEPTORES D,

PAGE

2.2.1. RECEPTORES D;s Y Dj,.

Han sido los primeros receptores clonados, tanto en humanos
(Bunzow y col., 1988), como en rata (Storman y col., 1990). Es
una glicoproteina con caracteristicas estructurales semejantes
a la de otros receptores acoplados a proteina G (Dohlman y
col. 1991). Analisis cromosémicos han indicado que el gen de
este receptor se encuentra en el cromosoma 11 (Grandy vy col.,
1989).

Las areas cerebrales con mayor expresion de su ARNm, se
corresponden con aquéllas con mas proyecciones
dopaminérgicas (Palacios y Pazos, 1987; Bunzowy col., 1988;
Meador-Woodruff y col., 1989; Mengod y col, 1989; Stormann y
col., 1990; Mansour y col., 1990; Weiner y col.,, 1990):
caudado-putamen, nucleo accumbens, tubérculo olfatorio,
region septal, amigdala, nucleos mamilares, cortex cingular y
frontal (laminas V y VI respectivamente). También se encuentra
en los cuerpos celulares de la sustancia negra compacta y en
el area tegmental ventral. En el estriado, se encuentra en el
50% de las células de tamafo medio, y en algunas células
alargadas, la mayoria de las cuales parecen ser neuronas
colinérgicas (Le Moine y col., 1990; McVittie y col., 1991).

Poco después del clonaje del receptor D,, se determind que
existen dos isoformas, la D,s (nomenclatura alternativa: Dogss,
D2g, Dashort, D2as) Y 1a Do (nomenclatura alternativa: Doggg, Doa,
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Daiong, D21-a), que difieren en un segmento de 29 aminoacidos y
que proceden del mismo gen. Ambas isoformas se encuentran
en tejido humano, de rata, bovino y en el de ratén, en todas las
regiones donde se expresa el receptor D, (O'Malley y col.,
1990; McLennan y col., 1990; Gandelman y col., 1991; Mack y
col., 1991; Snyder y col., 1991; Neve y col., 1991; Le Moine y
col., 1991). Ambas isoformas inhiben a la adenil! ciclasa
(Weiner y Brann, 1989; Rinaudo y col., 1990), modulan las
corrientes de potasio (K*) (Eihorn y col., 1990; Castellano y col.,
1993), potencian la liberacion de acido araquidonico
(Kanterman y col.,, 1991), la hidrdlisis de fosfatidil inositol e
incrementan las concentraciones de calcio intracelular (Liu, Y.F.
y col, 1992b; Vallar y col., 1990). No obstante, hay que tener en
cuenta que el acoplamiento receptor-efector no depende sélo
de las caracteristicas estructurales del receptor, sino también
de las caracteristicas de la célula en la que se exprese (Vallar y
col., 1990). Los receptores D, se encuentran acoplados a una
proteina G; o a una proteina G, (Albert y col., 1990; Bates y
col., 1991; Hayes y col., 1992; Kanterman y col., 1991; Liu, Y.F.
y col., 1992; Neve y col., 1989; Vallar y col., 1990).

2.2.2. RECEPTOR D;

Sokoloff y col. (1990) clonaron el gen de otro receptor que
codifica una proteina de 446 aminoacidos. Se le llamé receptor
D3, y tanto su secuencia de aminoacidos como su situacién
propuesta en la membrana, es semejante a la del receptor D,.
Su distribucién es menos abundante y mas restringida que la
del receptor D,. Se expresa predominantemente en el sistema
limbico (tubérculo olfatorio, nucleo accumbens, islas de Calleja
e hipotalamo) y en menor cantidad en el caudado-putamen y en
ciertas zonas corticales. También se encuentra en la sustancia
negra, donde puede servir de autorreceptor, o poseer alguna
funcién presinaptica que hasta ahora se le habia atribuido a los
receptores D, (Sokoloff y col., 1990). También se encuentra en
el 65% de las neuronas estrionigricas, junto con los receptores
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D,y D; (Ariano A. Y Sibley D.R., 1994).

No se han observado efectos de los receptores D3 sobre la
actividad de la adenilato ciclasa (SoKoloff y col., ,1190), pero si
sobre la extrusion de H' (H. Erikson y G. Karlsson,
comunicacion personal a Jackson y Westlind-Danielson, 1994).

El gen de este receptor en humanos se encuentra en el
cromosoma 3 (Giros y col., 1991).

2.2.3. RECEPTOR D4

Es el ultimo de los receptores que ha sido clonado dentro de la
subfamilia de los receptores D, (Van Tol y col., 1991; O Malley
y col., 1992). Se trata de una proteina de 387 aminoacidos, con
estructura y topografia en la membrana similar a los D, y D3, en
el 41% y 39%, respectivamente. Su gen, al igual que el del Dy,
se halla en el cromosoma 11 (Van Tol y col., 1991).

En general, el receptor D; posee afinidades similares o
menores que los receptores D, y D; para los agonistas y
antagonistas de receptores dopaminérgicos. De gran
importancia es el hecho de que el antipsicético atipico
clozapina y su congénere cloretepina, exhiben una afinidad
aproximadamente diez veces mayor para los receptores D, . La
interaccion de la dopamina con este receptor es sensible a los
nucledtidos de guanina, indicando que, efectivamente, el
receptor esta acoplado a la proteina G (Van Tol y col., 1991;
Mills y col., 1993). La activacion de los receptores D, produce
inhibicion de la adenilciclasa (Tang y col., 1994), o de la
acumulacion de AMPc (Cohen y col., 1992; Chio y col., 1994a).
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Al igual que el D3, parece que este receptor se expresa en
menor cuntia que los D,. Las areas donde es mas abundante
son: el coértex frontal, el cerebro medio, la amigdala y la
médula. Se encuentran niveles bajos en el estriado, en el
tubérculo olfatorio y en el cerebelo (Van Tol y col., 1991).

3. DISTRIBUCION DE LOS SISTEMAS DOPAMINERGICOS EN EL
CEREBRO

La primera descripcién de la localizacion de los cuerpos neuronales
dopaminérgicos, fué realizada por Dahlstrom y Fuxe en 1964. Estos
autores por la falta de relacién directa entre estructuras anatémicas y los
centros dopaminérgicos, utilizaron una nueva nomenclatura para designar
las distintas agrupaciones neuronales. Los centros fueron etiquetados con
la inicial "A" y un numero indicativo de cada grupo. Las etiquetas A1-A7
fueron asignadas a los centros noradrenérgicos y a partir de A8 a los
grupos celulares dopaminérgicos.

Las células dopaminérgicas se encuentran localizadas en el mesencéfalo
y, en menor medida, en el diencéfalo y el bulbo olfatorio. Igualmente, se ha
sugerido la presencia de células dopaminérgicas en las inmediaciones del
nucleo del rafe dorsal, que proyectarian, fundamentalmente, al nucleo
accumbens (Stratford y Wirshafter, 1990) y a la médula oblongada
(Lambas-Senas y col., 1985).
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3.1. NUCLEOS MESENCEFALICOS Y PROYECCIONES

Comprende los grupos celulares A8, A9 y A10, localizados en el
nucleo retrorrubral (en muchas ocasiones calificado como parte
caudal de la sustancia negra), en la sustancia negra parte compacta
(SNc) y en el area tegmental ventral (ATV), respectivamente. Hay
que tener en cuenta que algunos estudios histologicos vy
electrofisioldgicos indican que parte de las células del ATV y de la
parte medial de la SN estan colateralizadas y que una misma célula
puede inervar zonas estriatales, limbicas y/o corticales (Deniau,
Thierry y Feger, 1980; Fallon y Loughlin, 1982; Fallon, 1988).

La relacion general de los sistemas monoaminérgicos con su funcion
cerebral, puede deducirse de sus relaciones anatéomicas con otros
centros. Las aferencias noradrenérgicas y serotoninérgicas, tienden a
relacionarse con un tipo de regulacion general y muy extendida de la
actividad neural, como se infiere de las diversas colateralizaciones de
sus arboles axénicos. Asi, una misma neurona serotoninérgica del
nucleo del rafe (Van der Kooy , 1979; Van der Kooy y Kuypers, 1979;
Van der Kooy y Hattori, 1980), o una noradrenérgica del locus
coeruleus (Olson y Fuxe, 1971; Pickel y col., 1973, 1974), inervan
multiples areas dianas postsinapticas. Los sistemas dopaminérgicos
presentan un patrén diferente. En contraste con el resto de las
monoaminas (Moore y Bloom, 1978), los grupos de neuronas
dopaminérgicas mandan proyecciones discretas a regiones
cerebrales precisas (Swanson, 1982). La mayoria de las neuronas
del cerebro que contienen dopamina, estan localizadas en la
sustancia negra y proyectan al estriado, que contiene entre el 70-
80% de la dopamina cerebral (Carlsson, 1959). Desde su
descubrimiento hasta la actualidad son multiples las funciones que se
han asociado a los sistemas dopaminérgicos centrales: La
organizacion extrapiramidal de los movimientos, en la que estan
implicado distintos grupos neuronales dopaminérgicos (Ungersted,
1971 a,b) y el mantenimiento del tono muscular (Ehringer y
Hornykiewicz, 1960; Double y Cracker, 1995), han sido relacionados
especialmente con el funcionamiento de los sistemas nigroestriatal y
mesolimbico. De igual forma, el sistema dopaminérgico nigroestriatal
esta implicado en los efectos motores extrapiramidales que

14
PAGE



INTRODUCCION

acompafan a la administracién de drogas antipsicoticas (Kuczenski,
1983) . Asimismo, el desarrollo de los patrones cinéticos de la cépula

(Rodriguez y col., 1984) y los patrones conductuales desarrollados
por machos y hembras estdn mediados por sistemas
serotoninérgicos y dopaminérgicos (Ahlenius y col., 1972; 1991;
Melis y Argiolas, 1995). Los sistemas incertohipotalamico vy
mesoestriatal intervienen en la termorregulacion (Kervin y col., 1980;
Gonzalez y col., 1985). Son numerosas las evidencias que relacionan
a este neurotransmisor con los sistemas centrales de recompensa y
placer (D'Mello, 1981) incluidos aquellos que parecen mediar el
consumo de drogas (Robinson y Berridge, 1993), o con la integracion
del dolor (Curzon y col., 1981), la ingesta de alimentos (Smith, G.P. y
Schneider, L.H., 1988). La  proyeccion  dopaminérgica
mesolimbica/mesocortical, se asocia con la mayoria de los
componentes cognitivos de la conducta (Fibiger y Phillios, 1986).

3.1.1. SISTEMA MESOESTRIATAL

Este es el mayor sistema dopaminérgico del cerebro. Incluye
proyecciones de células A8, A9 y A10, que inervan los nucleos
caudado-putamen y accumbens (Lindvall y Bjorklund, 1983;
Palkovits y Brownstein, 1989). Estas fibras ascienden por el
fasciculo prosencefalico medial (MFB) y llegan al globo palido,
donde pueden emitir colaterales que inervan este nucleo, v,
finalmente, pasan a través de la capsula interna para llegar a
otras areas diana (Fallon y Moore, 1978a).

La proyeccién mas abundante sobre el estriado procede del
grupo A9 (sistema nigroestriatal) (Fuxe, 1965; Ungerstedt,
1971a; Fallon y Moore, 1978a). La inervacién nigroestriatal es,
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en un 3%, contralateral y hay indicios de que cruza la linea
media por la decusacién tegmental ventral (Royce, 1978; Fass
y Butcher, 1981; Altar y col., 1983; Doglas y col 1987).

La mayor parte de las células que proyectan al nucleo
accumbens, pertenecen al grupo A10 y a la parte medial de la
SN, existiendo proyecciones en menor cuantia desde el grupo
A8 (Fallon y Moore, 1978a; Swanson, 1982; Domesick, 1988) y
la ya mencionada de los grupos de las inmediaciones del rafe
dorsal.

3.1.2. SISTEMA MESOLIMBOCORTICAL

Este sistema se origina en los grupos A8, A9 y A10, aunque
fundamentalmente en el A10 y la parte medial del A9,
limitandose el A8 a las areas limbicas (Deutch y col., 1988).
Este sistema conecta con varios nucleos del sistema limbico y
la corteza cerebral. Las mayores inervaciones se encuentran
en el bulbo y el tubérculo olfatorios, septum lateral, estria
terminal, nucleos de la amigdala y corteza frontal. Proyecciones
de menor intensidad se producen sobre areas del I6bulo
temporal (Fallon y Moore, 1978a; Fallon y col., 1978; Moore,
1978; Swanson, 1982; Domesick, 1988; Deutch y col., 1988) e
hipocampo (Bischoff, Scatton y Korf, 1979; Scatton y col., 1980;
Ishikawa, Ott y McGaugh, 1982; Yanagihashi y col., 1991).

3.1.3. SISTEMA MESODIENCEFALICO

Se han sugerido varias vias dopaminérgicas originadas en el
mesencéfalo, que inervarian la habénula lateral, el nucleo
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subtalamico y el hipotdlamo. Sin embargo, parece que la
inervacion mesohabenular originada en el ATV es
fundamentalmente de neuronas no dopaminérgicas. No es muy
conocida la inervacion sobre el nucleo subtalamico, y los datos
relativos al hipotalamo son aun contradictorios (Lindvall y

Bjoklund, 1983). Por otra parte, recientemente, se han aportado
evidencias obtenidas mediante técnicas de transporte
retrogrado e inmunohistofluorescencia de  eferencias
dopaminérgicas al nucleo paraventricular del talamo originada
en A8 y A10 (Takada y col., 1990).

3.1.4. PROYECCIONES DENTRO DEL MESENCEFALO

Estudios con trazadores y marcaje inmunohistofluorescente,
han demostrado la existencia de wuna via nigrotectal
dopaminérgica que surge de la parte ventrolateral de la SN
(Takada, Li y Hattori, 1988; Campbell y Takada, 1989). Estas
neuronas suelen estar colateralizadas de forma que, muchas
de ellas, envian colaterales al estriado ipsilateral y al coliculo
superior ipsi y contralateral (Campbell y Takada, 1989).

3.1.5. PROYECCIONES DESCENDENTES

Se han propuesto diversas vias dopaminérgicas
mesencefalicas descendentes que proyectarian al nucleo del
rafe, locus coeruleus, area peribraquial, cerebelo y médula
espinal. Sin embargo, sélo hay resultados consistentes de la
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inervacion bilateral del locus coeruleus por neuronas de los
grupos celulares A9 y A10 (Swanson, 1982).

3.2. NUCLEOS DOPAMINERGICOS DEL PROSENCEFALO

Las neuronas dopaminérgicas del diencéfalo fueron divididas por
Dahlstrom y Fuxe en cuatro grupos : A11 (distribuido en el area
hipotaldmica dorsal posterior y la sustancia gris periventricular del
talamo caudal), A12 (localizado en el nucleo arcuato), A13 (zona
incerta) y A14 (localizadas en la regiéon talamica periventricular
ocupando el segmento entre la comisura anterior y el limite anterior
de la eminencia media).

El sistema dopaminérgico diencefalico mas conocido es el
tuberoinfundibular que, originado en el grupo A12, inerva la
eminencia media y los lobulos posterior e intermedio de la hip&fisis
(Fuxe y Hokfelt, 1966; Bjorklund y col., 1973; Smith y Fink, 1975).
Otros sistemas diencefalicos son el incertohipotalamico (A11, A13) y
el periventricular (A11, A14). La unica proyeccion extradiencefalica
es la diencéfalo-espinal, que tiene su origen en A11 e inerva las
astas posteriores ipsilaterales de la médula espinal, si bien, existe, en
menor cuantia, una inervacion contralateral (Skagerberg y col., 1982,
Skagerberg y Lindvall, 1985).

El unico grupo de células dopaminérgicas en el telencéfalo es el A15,
conocido como sistema periglomerular. Los somas de estas
neuronas estan localizados en el bulbo olfatorio y s6lo se han
observado proyecciones locales (Halas y col., 1977).

4. NEURONAS DOPAMINERGICAS NIGROSTRIATALES
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Las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales se encuentran
fundamentalmente en la sustancia negra pars compacta, si bien también se
localizan,en menor medida, en la pars reticulata y en la pars lateralis.

4.1. ANATOMIA'Y CITOARQUITECTURA DE LA SUSTANCIA NEGRA

La sustancia negra estd situada en la parte ventral del tegmento
mesencefalico. Esta dividida en tres partes: 1) Pars compacta (SNc),
constituida por una estrecha banda de alta densidad de cuerpos
neuronales localizada en la parte mas dorsal, 2) la pars reticulata (SNr),
que ocupa la zona dorsal haciendo contacto por su parte ventral con el
peduculo cerebral, y, C) la pars lateralis (SNI), que constituye la parte mas
pequefa del nucleo que se sitla en la parte dorsolateral. Los somas de las
neuronas dopaminérgicas A9 se sitlan mayoritariamente en la pars
compacta, existiendo en menor cuantia en la SNI, y, de forma esporadica,
también se pueden encontrar en la SNr.

4.1.1. PARS COMPACTA

Cada sustancia negra de las ratas contiene entre 13.000-15.000
neuronas dopaminérgicas (Guyenet y Crane, 1981). Estas neuronas
son de tamano intermedio con forma piramidal, poligonal u ovoide
cuyos somsas miden en su eje mayor 18-30um y en su eje menor 12-
13um (Grace y Bunney, 1983b; Kita, Kita y Kitai, 1986; Tepper, Sawyer
y Groves, 1987). Tienen de 3 a 6 procesos dendriticos principales de 4-
8 um de diametro que se prolongan 10-50 um antes de bifurcarse,
pudiendo dividirse 2 6 3 veces mas. Una o dos de las dendritas
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principales se introducen y ramifican en la SNr de manera
perpendicular al eje de la SNc¢ (Wassef,Berod y Sotelo, 1981; Juraska,

Wilson y Groves, 1977; Fuxé et al., 1978; Grace y Bunney, 1983b; Kita,
Kita y Kitai, 1986; Tepper, Sawyer y Groves, 1987). Las dendritas que no
penetran en la pars reticulata se extienden dentro de la pars compacta
siendo muy raro que salgan del nucleo, con la excepcién de las localizadas
mas medialmente que pueden penetrar en el area tegmental ventral
adyacente (Juraska, Wilson y Groves, 1977). La gran densidad de cuerpos
neuronales de la pars compacta unido a los procesos dendriticos de estas
células hace que exista un gran solapamiento entre las arbolizaciones
dendriticas de diferentes neuronas de esta zona del nucleo (Juraska,
Wilson y Groves, 1977).

Los axones surgen por lo general de una de las dendritas principales, en la
rata no estan mielinizados, suelen tener un diametro inferior a 1Tum y no
emiten colaterales dentro de la SN (Juraska, Wilson y Groves, 1977;
Wassef, Berd y Sotelo, 1981; Grace y Bunney, 1983b; Kita, Kita y Kitai,
1986; Tepper, Sawyer y Groves, 1987).

Ademas de las neuronas dopaminérgicas, la pars compacta contiene una
pequefia proporcion (18%) de neuronas no dopaminérgicas de pequefio
tamano, forma estrellada y cuyas prolongaciones dendriticas no suelen
pasar los limites de la SNc (Juraska, Wilson y Groves, 1977).

4.1.2. PARS RETICULATA

La pars reticulata tiene una concentracién menor de somas neuronales y
estd constituida fundamentalmente por una poblacién heterogénea de
neuronas gabaérgicas (Oertel y Mugnaini, 1984) en cuanto a su morfologia
y proyecciones. Esta parte del nucleo esta compuesta por interneuronas de
forma estrellada y pequefio tamafio (29% segun Juraska, Wilson y Groves,
1977) y por neuronas de proyeccion de tamafo intermedio (Faull y Mehler,
1978).

Por lo general, las dendritas de estas neuronas no sobrepasan los limites
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de la SNr, los axones estan mielinizados y la mayoria de ellos emiten entre
1 y 5 colaterales, algunos de los cuales terminan sobre las distintas
divisiones de de la SN(Juraska, Wilson y Groves, 1977; Grofova, Deniau y
Kitai, 1982; Deniau et al., 1982). Estas células de proyeccion son, en su
mayoria nigrotalamicas, nigrocoliculares o nigropontinas (Rinvik, Grofova y
Ottersen, 1976; Graybiel,1978; Grofova, Deniau y Kitai, 1982). La eferencia
hacia el talamo termina en el ndcleo ventromedial (Herkenham, 1979;
Gerfen et al.,, 1982), auque existen inervaciones nigrales menores sobre
otras areas talamicas (Gerfen et al, 1982; Paré et al., 1990). La via
nigrotectal proyecta al coliculo superior (Rinvik, Grofova y Ottersen, 1976;
Grofova, Ottersen y Rinvik, 1978), ejerciendo un control inhibitorio sobre
estas células (Chevalier et al, 1981). Esta proyeccion es
fundamentalmente gabaérgica puesto que el 98% de sus neuronas son
inmunoreactivas al GABA (Ficalora y Mize, 1989) y la lesion de la SN
causa una importante disminucion de los niveles de GABA en el coliculo
superior (Kilpatrick, Collingridge y Starr, 1982). Por otra parte, la SNr es la
principal fuente de aferencias del nucleo pedunculopontino (Rinvik,
Grofova y Ottersen, 1976; Jackson y Crossman, 1981; Gerfen et al., 1982;
Beckstead, 1983; Moon Edley y Gabriel, 1983; Moriizumi et al. 1988) y se
ha observado que células de la pars reticulata establecen contactos
sinapticos con neuronas de este nucleo (Nakamura et al., 1989). La
estimulacién eléctrica de la sustancia negra produce PIPS en células de
éste nucleo (Noda y Oka, 1984), y estos efectos son eliminados con la
administracion de bicuculina (bloqueante de los receptortes gabaérgicos),
por lo que es muy probable que sea una proyecciéon gabaérgica (Kang y
Kitai, 1990). Las células de proyeccion de la SNr estan altamente
colateralizadas, lo que posibilita que una misma célula pueda proyectar a 2
0 3 areas diana diferentes tanto ipsi como contralaterales (Anderson y
Yoshida, 1977; Deniau et al., 1977, 1978; Steindler y Deniau, 1980;
Beckstead, 1983).

4.1.3. PARS LATERALIS

Comparte caracteristicas de las otras dos divisiones de la sustancia negra.
Tiene neuronas pequefas, medianas y grandes. Las pequefias suelen ser
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similares a las descritas en la SNr, y entre las intermedias y grandes se
encuentran dopaminérgicas (Juraska, Wilson y Groves, 1977) y
nigrotectafes gabaérgicas (Ficalora y Mize, 1989).

4.2. IDENTIFICACION ELECTROFISIOLOGICA

La identificacion electrofisioldgica de las neuronas A9, se ha llevado a
cabo siguiendo diferentes procedimientos experimentales:

Asociando un tipo caracteristico de espiga -de neuronas registradas en
zonas ricas en células dopaminérgicas- con el aumento de dopamina en
esa neurona tras la administracion microiontoforética de diferentes
sustancias que incrementan la sintesis de DA.

La primera identificacion electrofisiolégica de las células A9 se debe a
Bunney y col. (1973). Ellos estudiaron las caracteristicas de las espigas
extracelulares de células localizadas en los grupos celulares A9 y A10 y
luego comprobaron, por histofluorescencia, la zona del registro. Estos
estudios se completaron con la aplicacién por microiontoforesis de una
cantidad pequena del precursor de DA, L-DOPA, en la vecindad de la
neurona registrada. Como en esta regién sélo las neuronas DA son
capaces de recaptar L-DOPA desde el espacio extracelular y convertirlo
en DA , Unicamente las neuronas dopaminérgicas de la vecindad de la
puntas de las micropipetas de microiontoforesis y de registro,
incrementan los niveles de DA. Asi, las células de la zona de eyeccion de
la L-DOPA podian ser identificadas como dopaminérgicas, por su
incremento en la intensidad de fluorescencia, consecuencia del aumento
de DA. Las neuronas identificadas como dopaminérgicas se
caracterizaban por:

1. potenciales de accion bifasicos con una primera fase positiva.
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2. frecuencia de descarga entre 2-9 espigas por segundo.

3. ocasionales rafagas caracterizadas por disminucion de la amplitud e
incremento en la duracion de las espigas conforme avanza la rafaga.

Este tipo de neuronas no se pudieron registrar en la SN tras la
administracion del neurotéxico 6-OHDA (especifico de células
catecolaminérgicas).

Grace y Bunney (1980, 1983a) constataron esta distincién electrofisiolégica
entre células dopaminérgicas y no dopaminérgicas de la SN utilizando un
método mas directo y preciso. Localizaban neuronas mediante el registro
extracelular, segun las caracteristicas definidas por Bunney y col. (1973), y
a continuacion realizaban el registro intracelular, tras lo cual administraban
intracelularmente por iontoforesis L-DOPA, tetrabiopterina o colchicina, y
estudiaban por histofluorescencia el incremento o no de las
concentraciones de dopamina. Encontraron que, sélo los registros con las
caracteristicas atribuidas a las neuronas dopaminérgicas, incrementaban la
fluorescencia, consecuencia de un aumento en las concentraciones de DA
en las células registradas.

Otro método utilizado para identificar y clasificar las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales consiste en estudiar su respuesta
antidromica. La mayoria de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra proyectan al estriado. La estimulacion eléctrica del estriado
despolariza las terminales y axones dopaminérgicos que alli se encuentran
y genera un potencial antidromico. Esta respuesta es posible diferenciarla
de aquellas mediadas por una o mas sinapsis, es decir, consecuencia de la
activacion de células estriatales o vias de paso que, en ultimo término,
hacen contacto sinaptico con las neuronas dopaminérgicas y que provocan
en ellas un potencial de accion. Existen una serie de criterios que permiten
diferenciar estos dos tipos de respuesta (antidrémica vs. ortodrémica-
transinaptica) (Fuller y Schlang, 1978; Lipski, 1981; Chiodo, 1988):
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1.- Latencia fija y aparicion en cada estimulacion: Las respuestas
antidromicas al depender de la excitacion del axén y de su velocidad de
conduccioén, presentan pocos factores que actien sobre su produccién y
latencia. En las respuestas transinapticas a éstos se unen otros factores
propios de la transmisién sinaptica, por lo que tienen mayor dificultad para
aparecer en cada estimulacion y con una latencia fija (Grace, 1987).

2.- Permanencia de la respuesta a alta frecuencia de estimulacion: Las
respuestas transinapticas tienen dificultad para seguir altas frecuencias de
estimulacion, puesto que los mecanismos de la sinapsis actian como un
filtro para eventos muy rapidos (Grace, 1987).

3.- Colisién con un potencial de acciéon espontaneo: Si estimulamos las
terminales o el axén dopaminérgico, con una demora lo suficientemente
pequefa, después de un potencial de accidon espontaneo ortodréomico,
sucedera que la respuesta antidromica y el potencial de accion espontaneo
se encontraran en algun punto del axén. Este suceso, denominado
colision, hace que ninguno de los potenciales pueda seguir viajando
porque el axdn a ambos lados de ese punto se encuentra en periodo
refractario. De este modo, la colisién hace que la respuesta antidromica no
llegue al soma de la célula en registro. Sin embargo, con respuestas
transinapticas no sucedera este fendmeno, al viajar los dos potenciales de
accion por axones diferentes.

Una de las caracteristicas de la respuesta antidromica de las neuronas
dopaminérgicas, es que pocas veces se observa un PA completo,
especialmente cuando se estimula a alta frecuencia. Lo mas usual es
observar un potencial de menor amplitud como respuesta antidromica. Los
registros extracelulares han observado que este pequefio potencial se
corresponde con la inflexién de la primera fase del potencial de accion, y
se asume que se trata del componente del segmento inicial (SlI); mientras
que el resto de la onda del potencial de accién, es el componente
somatodendritico (SD) del mismo. No obstante, tanto cuando la respuesta
es este pequefio potencial, como cuando se observa un potencial de accion
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completo, los criterios de las respuestas antidrémicas se cumplen (Deniau y
col., 1978; Guyenet y Aghajanian, 1978; Grace y Bunney, 1980, 1983a, b).

Los registros intracelulares muestran que, cuando se observa solo el
componente S| como respuesta antidrémica, éste surge sobre un potencial
postsinaptico inhibitorio (PIPS) (Grace y Bunney, 1980; Grace y Bunney,
1985). El PIPS resulta, posiblemente, de la activacion ortodromica de una
via inhibitoria estriatonigral. Esto podria implicar un fallo del componente Si
del potencial de accion para invadir el soma, debido a la hiperpolarizacion
del mismo por el PIPS, con lo cual solo se registraria el componente del S|y
no el SD. Asi, cuando la activacion antidromica resulta en un potencial de
accién completo, la aplicacion en el soma de una corriente hiperpolarizante
puede impedir ta invasién somatica, resultando como respuesta antidrémica
simplemente el componente S| del potencial de accién (Grace y Bunney,
1983b). Por ofra parte, este tipo de respuesta antidromica suele estar
presente en células que tienen un bajo factor de seguridad de invasién
somatica (Lipski,1981). Este bajo factor de seguridad podria implicar un
valor umbral diferencial del Sl con respecto al soma, posiblemente, como
consecuencia del menor diametro del primero que generaria una mayor
densidad de corriente en el Sl en relacién al soma y, por otra parte, debido a
la lejania de éste en la mayoria de las neuronas dopaminérgicas, al no surgir
directamente del soma, sino de una de las dendritas principales (Grace y
Bunney, 1983a; Grace, 1990).

En definitiva, sélo con el registro extracelular se puede decir que una
neurona es dopaminérgica nigrostriatal si cumple:

1. Potencial bifasico o trifasico con primera fase positiva y con frecuente
inflexion en esa primera fase.

2. Entre 2 y 5 ms de duracién de la espiga del potencial de accién.

3. Frecuencia de descarga entre 0 y 10 espigas/s, pudiendo demostrar
actividad en rafagas, caracterizadas por disminucién de amplitud de las
espigas y aumento de la duracién del potencial de accion.
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4. Respuesta antidromica por estimulacion estriatal con velocidad de
conduccién entre 0,3-0,7 m/s.

Las neuronas nigrales no dopaminérgicas, en cambio, presentan potenciales
de accién con menor duracién (en torno a 1 ms) y/o bien no presentan esta
forma de onda; su rango de frecuencia oscila entre 0-60 espigas/s y no
tienen respuesta antidromica por estimulacion estriatal o, en caso de existir,
la velocidad de conduccién se sitia entre 1-10 m/s (Bunney y col., 1973;
Guyenet y Aghajanian, 1978; Deniau y col., 1978; Grace y Bunney,
1980,1983a,b; Wang, 1981; Grace, 1987, 1988; Chiodo, 1988).

4.3. PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS BASICAS

4.3.1. CARACTERISTICAS BIOELECTRICAS

Las neuronas dopaminérgicas registradas in vivo, tipicamente presentan
una resistencia de entrada (Rin) moderada, cuyo valor oscila entre los 18 y
85 MS2, y constante de tiempo de membrana de 12t 3 ms. (Grace y Bunney
1983a).

Es interesante notar que los registros realizados en preparaciones in vitro de
rodajas cerebrales (Llinas y col., 1984; Kita, y col., 1986; Grace, 1987) o en
cultivos (Chiodo y Kapatos, 1992) han mostrado que la Rin es, en estos
casos, varias veces superior a la obtenida en preparaciones in vivo. Los
valores oscilan entre 70-300 MS2 Esta diferencia en la Rin, puede ser
debida a la carencia de aferencias sinapticas tonicas en las preparaciones in
vitro (Kita y col., 1986; Grace, 87; Chiodo y Kapatos, 1992).
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El potencial de membrana en reposo de las células dopaminérgicas es
muy variable y parece estar relacionado con la actividad espontanea. En
células espontaneamente activas éste se situa en torno a -55 mV; en las
células silentes oscila entre -65 y -75 mV (Grace y Bunney, 1984a).

El valor umbral también varia (entre -35 y -45 mV), aunque lo normal es
que se encuentre en torno a -41 mV (Grace y Bunney, 1984a; Grace,
1990).

El potencial de accidn de las neuronas dopaminérgicas es de larga
duracién, oscilando entre 2 y 5 ms (Grace y Bunney, 1983a). La amplitud
del mismo depende de la actividad de la célula, de forma que, en células
de baja frecuencia (< 1 espiga/segundo), alcanza los 75 mV; mientras que
en células con mayores frecuencias, la amplitud suele situarse entre 55-65
mV (Grace y Bunney, 1983a).

4.3.2. ACTIVIDAD ESPONTANEA

En las preparaciones experimentales mas frecuentemente usadas (ratas
anestesiadas cpn hidratp de cloral o paralizadas con galamina), las
neuronas dopaminérgicas pueden estar activas o silentes. Las células
silentes, que presentan respuesta antidromica, pueden ser activadas por la
administracién intravenosa de haloperidol (Bunney y Grace, 1978), por la
administracion microidntoforética de colecistoquinina (CCK) o glutamato
(Skirboll y col., 1981; Grace y Bunney, 1984a). Se estima que el 40-50%
de las células dopaminérgicas estan silentes (Chiodo, 1988). La frecuencia
de descarga de las neuronas dopaminérgicas espontaneamente activas
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oscila entre 0,2 y 10 espigas/segundo, sibien lo mas frecuente es encontrar
células que descargan entre 4-5 espigas/segundo y muy pocas células
pasan los limites del intervalo 1y 9 espigas/s (Grace y Bunney, 1984a). La
media de los intervalos interespiga (tiempo transcurrido entre una espiga y
la siguiente), normalmente oscila entre 200-250 ms (Grace y Bunney,
1984a). Después de la generacion de una espiga, existe un periodo de
inhibicién en el que la probabilidad de encontrar otro potencial de accion
esta dramaticamente reducida. Este periodo inicial dura entre 40 y 80 ms,
para incrementarse otra vez en el intervalo 150-200 ms, postpotencial
(Wilson, Young y Groves, 1977).

4.3.3. PATRON DE DESCARGA

En preparaciones in vivo (ratas anestesiadas, paralizadas y en libre
movimiento), las neuronas dopaminérgicas pueden presentar dos modos
fundamentales de descarga espontanea. Estos dos patrones son: uno en
forma de espigas individuales, que se caracteriza por la descarga de
potenciales de manera continua y con intervalos irregulares; otro modelo
es la descarga en rafagas, en el que se entremezclan espigas simples con
momentos en los que se disparan rafagas que consiste en una serie de
tres a ocho espigas con intervalos mas cortos, seguidas por un periodo
inhibitorio (Grace y Bunney 1984 a, b). En ratas anestesiadas, las células
dopaminérgicas disparan, bien en modo de espigas simples, o bien de
forma que se entremezclan espigas simples con momentos en los que se
disparan rafagas; mientras que, en células dopaminérgicas registradas en
ratas no anestesiadas, es mas frecuente encontrar una alternancia rapida
entre los dos modelos de descarga (Freeman y co1.,1985; Freeman y
Bunney 1986).

Las neuronas dopaminérgicas localizadas en la mitad posterior de la SNc,
presentan mayor actividad en rafagas que las restantes, mientrasque en
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las células de la mitad anterior de la SNc, predomina la descarga
irregular en espigas simples (Shepard y German, 1988a,b). No obstante,
la descarga en rafagas puede provocarse en las neuronas
dopaminérgicas mediante la administracion sistémica de haloperidol, o
con la administracion iontoforética de neurotransmisores excitatorios. Asi,
las neuronas dopaminérgicas son, aparentemente, capaces de modificar
su patron de descarga en respuesta a la demanda (Grace, 1987).

4.3.3.1. PATRON DE DESCARGA EN FORMA DE ESPIGA SIMPLE

Esta forma de descarga parece estar originada por la propia célula, como
consecuencia de wuna alternancia de dos corrientes idnicas
transmembranales: una despolarizacion lenta (13 t 3 mV de amplitud; 78
ms de duracién) dependiente de voltaje causante del disparo de la
espiga. Seguidamente aparece una hiperpolarizacion post-potencial
(HPP). La despolarizacion lenta precede a los PAs espontaneos, llevando
el potencial de membrana desde su valor de reposo hasta el valor
umbral. Existen evidencias que indican que esta despolarizacion lenta es
debida a un flujo hacia el interior de iones sodio (sensible a tetrodoxina)
(Grace, 1987, Chiodo y Kapatos, 1992) y/o calcio (Grace, 1987).

La HPP comparte muchas caracacteristicas con la corriente de K
activada por Ca ?* (Grace y Bunney, 1984a; Chiodo y Kapatos, 1992). La
inyeccién intracelular del secuestrador de calcio EGTA, bloquea la HPP.
Este bloqueo, ademas, revela dos funciones mas de esta corriente de K'
activada por Ca?*. La acomodacién de la descarga ante a un estimulo de
corriente despolarizante, suficiente para provocar sélo dos o tres espigas,
puede provocar, tras la inyeccion de EGTA, siete espigas o mas. Esto
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viene acompanado por un cambio en el patron de descarga, desde un
modo irregular con espigas simples, a un verdadero marcapasos (Grace,
1987).

4.3.3.2. PATRON DE DESCARGA EN RAFAGAS

Las rafagas son un aumento transitorio de la frecuencia de descarga. Se
caracterizan por una disminucion de la amplitud y un aumento de la
duracién del potencial de accion, conforme avanza la rafaga. Pueden estar
compuestas por mas de 20 potenciales de accién si bien, generalmente,
son rafagas compuestas de 2-4 espigas (Grace y Bunney, 1983a;
Freeman, Meltzer y Bunney, 1985), siendo la media de 2,9 (Grace y
Bunney, 1984b). El cémputo de la actividad en rafagas se realiza por
ordenador, utilizando los criterios propuestos por Grace y Bunney (1984b).
Estos criterios establecen que el ordenador registrara que se inicia una
rafaga cuando se detecte un intervalo interespiga menor de 80 ms, y la
dara por terminada cuando aparezca un intervalo mayor de 160 ms. La
media de los intervalos interespigas en rafagas medidas de esta forma es
de 73 ms, siendo el primer intervalo ligeramente menor que los restantes
(62 ms). El periodo inhibitorio postrafaga medio, es de 342 ms, tendiendo a
incrementarse en funcion de la longitud de las rafagas (Grace y Bunney,
1984b).

El 55% de las neuronas dopaminérgicas presentan, en algun momento,
actividad en rafaga y el 29% del total de las espigas se producen dentro de
rafagas. La correlacion entre la frecuencia total de descarga y la descarga
en rafagas es de 0,38 para el conjunto de las células A9 (Grace y Bunney,
1984b) pero es algo superior (0,60) para aquéllas identificadas como
nigroestriatales (Chiodo, 1988). De este modo, pueden haber células muy
lentas con un alto porcentaje de actividad en rafagas y células mas rapidas
con porcentajes muchos menores. Esto podria indicar que la rafaga no
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es, simplemente, un mecanismo para incrementar la frecuencia de
descarga.

La funcionalidad de este modelo de descarga es aun desconocida. Grace y
Bunney (1984b) postulan que las rafagas podrian ser un mecanismo para
aumentar la eficacia en la liberacién de la dopamina en el estriado. Este
efecto de la descarga en rafaga no sélo tendria como consecuencia la
acumulacion de dopamina de distintos potenciales de accién sino que,
ademas, podria implicar la modificacién de la cantidad de neurotransmisor
liberado por potencial de accion. Se ha observado que la liberacion de
dopamina en el estriado inducida por la estimulaciéon eléctrica del MFB es
mayor cuando se aplica la misma cantidad de estimulaciones en rafagas
que cuando se hace a intervalos iguales. Este efecto, posiblemente, podria
ser consecuencia de una relacion exponencial entre liberacion de
dopamina y frecuencia de descarga. De este modo, el incremento de la
frecuencia de descarga, en el periodo que dura una rafaga (10-20
espigas/s), produciria un aumento de la eficacia de los PAs para liberar DA
(Gonon y Buda, 1985).

Los registros realizados en animales en libre movimiento han mostrado
que la actividad espontanea es muy similar a la que presentan estas
células en las preparaciones clasicas con anestesia (hidrato de cloral) o
con paralizantes (galamina). La media de frecuencia en libre deambulacién
oscila entre 3,4-5,5 espigas/segundo (Miller, Sanghera y German, 1981;
Steinfels, Heym y Jacobs, 1981; Freeman, Meltzer y Bunney, 1985;
Freeman y Bunney, 1987; Trulson, Preussler y Howell, 1981). No obstante,
la similitud no es total. Freeman, Meltzer y Bunney (1985) obtuvieron una
diferencia significativa en la frecuencia de descarga, a favor del grupo de
libre movimiento (4,5 vs. 5,5 espigas/s). Ilgualmente, han sido detectadas
diferencias en la actividad en rafagas, observandose una mayor incidencia
de éstas en registros de animales en libre deambulacion, aunque sus
caracteristicas son similares a las observadas en animales anestesiados o
paralizados.
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Del mismo modo, el porcentaje de células que presentan actividad en
rafagas en ratas en libre movimiento es superior (90%) (Freeman y Bunney,
1987), asi como el porcentaje de potenciales de accién en rafagas en
relacion al total (50%) (Freeman, Meltzer y Bunney, 1985).

4.3.4. REGISTROS INTRACELULARES IN VITRO

Las neuronas dopaminérgicas registradas in vitro poseen caracteristicas
significativamente diferentes de las registradas in vivo. La resistencia de
entrada de las neuronas dopaminérgicas registradas in vitro oscilan entre
145 y 300 MS2, que es de cuatro a cinco veces mayor que la resistencia de
entrada registrada en vivo (Grace y Bunney 1983b; Llinas y col, 1984;
Pinnock 1984; Kita y col., 1986; Silva y Bunney, 1986; Shepard y Bunney,
1991).

Otra diferencia la encontramos en el patrén de descarga. Las neuronas
dopaminérgicas registradas en rodajas cerebrales, disparan con un patrén
muy regular en marcapasos (Grace y Bunney 1983b; Sanghera y col., 1984;
Silva y Bunney 1986). Este patrén de descarga en marcapasos es similar al
observado en estudios in vivo tras la administracion intracelular de EGTA
(Grace, 1987).

Los potenciales de accion registrados in vitro, al igual que ocurre in vivo, son
disparados por una despolarizacion lenta (Kita y col., 1986; Pinnock, 1984).
Esta despolarizacion lenta también presenta una activacién-desactivacion
voltaje dependiente, consistente con lo observado in vivo, sugiriendo que es
mas de naturaleza endégena que mediada por sinapsis (Grace, 1987).
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4.4. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ELECTROFISIOLOGICA DE
LAS NEURONAS DOPAMINERGICAS NIGROESTRIATALES

4.4.1. AUTORREGULACION POR LIBERACION DE DOPAMINA EN LA
SN

Las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, ademas de liberar
dopamina en el estriado, también liberan dopamina en la misma
sustancia negra desde sus dendritas. Esta dopamina puede actuar sobre
las propias neuronas dopaminérgicas, autoinhibiéndolas a través de su
accioén sobre autorreceptores.

Las células A9 presentan gran cantidad de varicosidades en las dendritas
(Bjorklund y Lidnvall, 1975; Juraska y col., 1977; Fuxé y col.,, 1978;
Wassef y col., 1981; Tepper y col., 1987). Estas varicosidades, mas que
un simple aumento del diametro de las dendritas, son lugares de
acumulacion de dopamina (Bjorklund y Lindvall, 1975; Fuxé y col., 1978)
que puede ser liberada al medio extracelular (Chéramy y col., 1981;
Geffen y col., 1976; Korf y col., 1976; Nieoullon y col., 1977a).

La existencia de receptores de dopamina sobre neuronas A9 -
autorreceptores- fue propuesta por Aghajanian y Bunney (1973) con el fin
de explicar el efecto inhibitorio sobre la frecuencia de descarga de la
aplicaciéon microiontoforética de DA y agonistas dopaminérgicos a las
células dopaminérgicas (Aghajanian y Bunney, 1973, 1974, 1977). Este
efecto puede ser eliminado con la administracion intravenosa o local de
bloqueantes de receptores dopaminérgicos (Aghajanian y Bunney, 1973;
Groves y col.,, 1975), lo que sugiere que es un efecto mediado
directamente por estos receptores. Igualmente, la aplicacién intranigral de
distintos agonistas y antagonistas dopaminérgicos, modifica la liberacién
dendritica de DA y de las terminales estriatales. Asi, la administracién
nigral de DA reduce la liberacién espontdnea de ésta en el caudado
ipsilateral (Chéramy y col., 1977). Resultados similares se obtienen con la
anfetamina o benzotropina (Nieoullon y col., 1979). La aplicacién de
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a-metil paratirosina, que inhibe la actividad de la TH (Leviel y col., 1979), o
de bloqueantes de los receptores (Nieoullon y col., 1979) incrementa la
liberacion de DA en las terminales estriatales. Todos estos resultados
llevan a pensar que la liberacién dendritica de DA inhibe la actividad de las
células dopaminérgicas nigroestriatales.

De gran importancia es el papel que juegan estos autorreceptores en el
efecto ejercido por los farmacos que afectan a la neurotransmision
dopaminérgica (Groves y col.,, 1975). En este sentido, Skirboll, Grace y
Bunney (1979) observaron que, las células A9, son de seis a diez veces
mas sensibles a la administracion de apomorfina o a la aplicacion
microiontoforética de DA, que las células del nlcleo caudado.

Ademas de la liberacion dendritica de DA, también cabe la posibilidad de
una liberacion dendritica de CCK. Este péptido que coexiste con la DA en
una poblacion de células del ATV, y en la zona medial de 1a SNc (Hokfelt y
col., 1980), también tiene efectos sobre la actividad de las propias células
dopaminérgicas. Aunque no existe confirmacion de la liberacién dendritica
de CCK, el que su accion se restrinja a las zonas nigrales dénde coexiste,
podria indicarlo asi (Skirboll y col., 1981; Hommer y Skirboll., 1983;
Hommer y col., 1986; Skirboll y Hommer, 1985). La CCK, por una parte,
incrementa la frecuencia de descarga y la actividad en rafagas de las
células dopaminérgicas (Skirboll y col., 1981; Skirboll y Hommer, 1985;
Bunney, 1987), y, por otra, potencia la inhibicién inducida por apomorfina o
por la DA (Skirboll y col., 1981; Hommer y Skirboll., 1983; Hommer y col.,
1986; Skirboll y Hommer, 1985; Chiodo y Bunney, 1987; Bunney, 1987;
Chiodo y col.,, 1988). Estos efectos son bloqueados totalmente por
proglumide, un antagonista de los receptores de CCK (Chiodo y Bunney,
1987; Chiodo y col., 1987). Resultados similares se han obtenido animales
en libre movimiento (Freeman y Bunney, 1987).
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4.4.2. REGULACION POR NEURONAS DOPAMINEGICAS VECINAS

La baja densidad de sinapsis dendrodendriticas, encontradas entre
células dopaminérgicas sugiere un papel limitado de accion sinapticas
de la dopamina entra células dopaminérgicas (Wassef, Berod y Sotelo,
1981; Groves y Linder, 1983). No obstante, es légico pensar que la DA
liberada por las dendritas de una neurona pueda alcanzar los
autorreceptores de otras células dopaminérgicas vecinas, sobre todo
teniendo en cuenta el solapamiento existente entre los campos
dendriticos de las neuronas dopaminérgicas.

Por otra parte, las interacciones entre neuronas dopaminérgicas de la
SN no se limitan a los efectos mediados por neurotransmisores. Grace
y Bunney (1983c) han aportado datos que sugieren la existencia de
sinapsis eléctricas entre neuronas dopaminérgicas. La inyeccion
intracelular de amarillo Lucifer en una célula nigroestriatal
dopaminérgica, hace que se marquen entre dos y cinco neuronas
vecinas, lo que indica que deben existir vias de comunicacién entre los
citoplasmas de neuronas vecinas. Por otra parte, en los registros
intracelulares de células A9, es frecuente observar potenciales rapidos
de 3-15 mV, que pueden ser agrupados de tres a cinco clases, en
funcion de la amplitud (Grace y Bunney, 1980; 1983c). Grace y Bunney
sugieren que estos potenciales rapidos son consecuencia de la
propagacion de potenciales de accion de células vecinas a la célula en
registro por medio de vias citoplasmaticas. Estos potenciales pueden
ser provocados por la estimulacién eléctrica del estriado ipsilateral v,
siguen todos los criterios de las respuestas antidromicas, con la
excepcion de que no pueden ser colisionados con un potencial de
accion espontaneo. Ademas, la latencia de estos potenciales rapidos,
desde la estimulacion del estriado, es similar a la latencia de las
respuestas antidromicas de las células dopaminérgicas. Tomando en
consideracion todos estos datos, se puede asumir la presencia de
sinapsis eléctricas entre células dopaminérgicas nigroestriatales.
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Los potenciales rapidos, con mucha frecuencia, pueden llegar a
generar un PA, especialmente cuando el potencial de membrana se
encuentra cerca del valor umbral. Bunney y col., entienden que la funcién
de estas sinapsis eléctricas seria incrementar el grado de sincronizacién
entre las neuronas dopaminérgicas. En esta linea, estos autores han
mostrado registros simultaneos de pares de neuronas dopaminérgicas en
los que se observa una clara tendencia a la sincronizacién de las
descargas de ambas con un ligero desfase (1-3 ms). Esta tendencia a la
sincronizacion de las células A9 esta presente, tanto en animales
anestesiados (Grace y Bunney, 1983c), como en libre movimiento
(Freeman y col., 1985; Freeman y Bunney, 1987).

En definitiva, es muy probable que las neuronas dopaminérgicas A9 se
encuentren reguladas por la actividad eléctrica de neuronas vecinas,
tanto por la liberacion de DA desde las dendritas como por las sinapsis
eléctricas.

4.4.3. REGULACION POR CELULAS NO DOPAMINERGICAS DE LA
SNr

Existe una accién inhibidora de las células gabaérgicas de la SNr sobre
las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta. Son varias las
evidencias que asi lo indican. Por una parte, tanto las células
dopaminérgicas como las de la SNr son inhibidas por la administraciéon
microiontoforética de GABA (Grace y Bunney, 1979; Waszczak y col
1980; Grace y Bunney, 1985). Sin embargo, la administracion intravenosa
de muscimol, un agonista gabaérgico, inhibe la actividad de las neuronas
de la SNr e incrementa la frecuencia de descarga de las células
dopaminérgicas (Walters y Lakoski, 1978; Waszczak, Eng y Walters,
1980). Este efecto paradéjico se explica por la sensibilidad diferencial de
ambos tipos de células al GABA y por las relaciones funcionales entre
ellas. Las células de la SNr son unas 20 veces mas sensibles a la
inhibicién por GABA aplicada iontoforéticamente que las de la SNc (Grace
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y Bunney, 1979; Collinbridge y Davies, 1981). Si las células de la SNr
tuvieran un efecto inhibitorio sobre las dopaminérgicas, el muscimol i.v., al
afectarlas mas intensamente, eliminaria su inhibicion sobre las
dopaminérgicas, con lo cual se explicaria el efecto estimulador del
muscimol sobre las células A9. Existe una relacion inversa entre el efecto
de dosis sucesivas y crecientes ~e muscimol i.v. sobre la frecuencia de
descarga de las células A9 1y las no dopaminérgicas de la SNr, de forma
que la maxima inhibicién de las células de la SNr se corresponde con la
maxima estimulacién de las dopaminérgicas (Grace y Bunney, 1979;
Waszczak, Eng y Walters, 1980).

Por otra parte, la aplicaciéon microiontoforética de glutamato incrementa la
frecuencia de descarga de todas las células de la SN. Sin embargo,
cuando la aplicacion de esta sustancia se realiza en una zona ventral a
una célula dopaminérgica, produce una marcada inhibicion sobre ésta.
Esto se explicaria por la acciéon estimuladora del glutamato sobre las
células de la SNr, que inhibirian a la célula dopaminérgica en registro
(Grace y Bunney, 1979).

Ademas, se ha observado que la actividad de las células de la pars
reticulata y de la compacta estan relacionadas. Algunas neuronas de la
SNr dorsal incrementan su frecuencia con estimulos nocivos. Este
aumento de la frecuencia esta relacionado, en el tiempo, con una inhibicién
de las A9 registradas inmediatamente dorsales a las primeras (Grace y
Bunney, 1979; Grace y col., 1980).

Otra linea de evidencia surge del efecto de la estimulacién eléctrica del
estriado. La estimulacién del estriado produce PIPS tanto en las células A9
como en las células de la SNr con la misma latencia (1,82,2 ms). La
estimulacién de intensidad moderada inhibe la frecuencia de los dos tipos
de células, pero la estimulacion de intensidad baja (20-50 pA) incrementa
la frecuencia de las A9 e inhibe la frecuencia de descarga de las neuronas
de la SNr en un 76% de su frecuencia espontanea (Grace y Bunney,
1985). Hay que tener en cuenta que algunas de las neuronas
estriatonigrales son gabaérgicas y hacen contacto con células de la SNc y
de la SNr aunque, preferentemente,sobre esta ultima y los efectos de la
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estimulacion estriatal pueden ser reducidos o bloqueados por la
aplicacién microiontoforética de bicuculina (Collibridge y Davies, 1981);
de modo que las células de la pars reticulata son mas sensibles a la
estimulacién estriatal (Dray y col., 1976; Collibridge y Davies, 1981;
Grace y Bunney, 1985). Si la estimulacién se hace con suficiente
amplitud como para inhibir las células de la SNr, pero no las A9, se
observa que la estimulacion estriatal produce un aumento de la
frecuencia de descarga de las neuronas dopaminérgicas nigrales.

Por ultimo, se sabe que algunos colaterales de las células de la SNr
cursan y terminan sobre la SNr y SNc donde se encuentran las dendritas
y somas dopaminérgicos (Juraska y col., 1977; Grofova y col., 1982;
Deniau y col.,, 1982). Hajos y Greenfield (1994) determinaron la
procedencia de las neuronas de la SNr que, tras su estimulacion
eléctrica, eran capaces de provocar PIPs en las células dopaminérgicas
de la pars compacta. Encontraron que las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra estan ordenadas en modulos funcionales de manera que
la mayoria de la inhibicion desde la SNr procede de un circuito muy
organizado con las células adyacentes de la pars reticulata. Las células
de la SNr que inhiben a las dopaminérgicas de la compacta forman un
cono que subrodea a la dendrita apical de la célula A9 en registro.

4.4.4. REGULACION POR CELULAS NO NIGRALES: AFERENCIAS
A LA SUSTANCIA NEGRA

4.4.4.1. ViA CORTICO-NIGRAL

Se ha descrito una via corticonigral originada en la corteza prefrontal
insular, lateral y medial que inerva la SNc (Beckstead, 1979; Gerfen y col.,
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1982). Por otra parte, se ha demostrado la naturaleza glutamaérgica de
una proyeccion corticofugal que, partiendo de areas rostromediales de la
corteza prefrontal, alcanza la sustancia negra (Carter,1982; Kornhuber y
cols., 1984; Chistie y col., 1986). Estudios electrofisiolégicos ponen de
manifiesto que, tras la estimulacion de la corteza prefrontal, se obtiene un
aumento de descarga en rafagas en las neuronas de A10 y en la zona
medial del grupo A9 (Gariano y Groves, 1988), lo que parece apoyar, como
ya apuntdbamos, la existencia de vias corticonigrales y el caracter
excitatorio de éstas.

4.4.4.2. ViA ESTRIATONIGRAL

Esta via ha sido demostrada con estudios histolégicos realizados con
trazadores (Grofova, 1975; Bunney y Aghajanian, 1976; Somogui, Bolam y
Smith, 1981, Gerfen y col.,1982) y con registros electrofisiolégicos que
detectan respuestas antidrbmicas en neuronas estriatales, tras la
estimulacién eléctrica de la SN (Ryan, Young y Groves, 1986). Las vias
estriatonigral y estriatopalidal son las principales eferencias del estriado
(Dray, 1979; Graybiel y Ragsdale, 1983). Se estima que entre el 30 y el
50% de las neuronas estriatales proyectan a la SN (Bunney y Aghajanian,
1976). Ademas, esta via es la aferencia nigral mas importante que inerva
tanto la SNr como la SNc, aunque la proyeccion es mas intensa sobre la
primera (Dray, 1979). Se ha demostrado la presencia de varios
neurotransmisores en esta proyeccion, tales como el aminoacido GABA,
péptidos opiaceos y no opiaceos.

En la SN existe una alta densidad de terminales axdnicas gabaérgicas
(Oertel y Mugnaini, 1984) originadas en el estriado ipsilateral (Ribak,
Vaughn y Roberts, 1980; Christensson-Nylander y col., 1986). Estas
terminales hacen contactos sinapticos sobre células gabaérgicas de la SNr
(Oertel y col., 1982) y dendritas de neuronas dopaminérgicas en la SNc y
en la SNr (Van del Pol, Smith y Powell, 1985). En ambos casos, el GABA
ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad espontanea de estas células
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(Grace y Bunney, 1979; Waszczak, Eng y Walters, 1980: Grace y Bunney,
1985) y sobre la liberacion de la dopamina estriatal (Reid et el., 1988,
1990a,b,c). De cualquier forma, los efectos inhibitorios del GABA no
pueden ser atribuidos exclusivamente a la via estriatonigral, puesto que
existen otras aferencias gabaérgicas ademas de las células gabaérgicas
propias de la SN.

La sustancia P (SP) es otro neurotransmisor que se ha relacionado con
esta aferencia nigral. Existe una concentracion alta de SP en la SN que
puede ser casi eliminada con la lesion del estriado (Christensson-Nylander
y col., 1986). Mahalik (1988) ha demostrado la existencia de contactos
sinapticos entre terminales axénicas inmunorreactivas a SP y dendritas
dopaminérgicas en la SNr. Aproximadamente el 25% de las dendritas de
las células A9 reciben contactos sinapticos de terminales que contienen
SP. La aplicacién intranigral de este neurotransmisor produce un
incremento de la liberacion de DA en el estriado ipsilateral y disminuye la
liberacion en la SN (Chéramy, Leviel y Glowinski, 1981; Reid y col.,
1990a,c). Adicionalmente, estos efectos pueden ser eliminados por
bloqueantes de los receptores de taciquininas (Reid y col., 1990b). No
obstante, Innis, Andrade y Aghajanian (1985) observaron que: a) la
sustancia K (SK) tiene la misma distribucion que la SP en el cerebro; b)
existe mayor densidad de receptores de SK que de SP en la SN; vy, ¢) la
aplicacion microiontoforética de SK estimula al 56% de las neuronas
dopaminérgicas y al 47% de las no dopaminérgicas de la SN; por lo que
sugieren que la via estriatonigral debe contener SP y SK y que,
posiblemente, los estudios inmunohistoquimicos deben haber medido
ambos péptidos como SP por la similitud estructural entre ellos. De este
modo, es posible explicar que el corte de fibras en la parte posterior del
estriado reduzca a menos del 20% las concentraciones de SP y SK en la
SN (Lee y col., 1986). Por otra parte, la aplicacién intranigral de
neuroquinina A (SK) produce, al igual que la SP, un aumento de la
liberacion de DA en el estriado ipsilateral (Reid y col., 1990a,c).

Por otro lado, hay evidencias de una via estriatonigral que emplea el
péptido dinorfina como neurotransmisor. Se han encontrado altas
concentraciones de dinorfina en SNc, SNr y SNI (Weber, Roth y Barchas,
1982; Vicent y col., 1982 a,b; Zamir y col., 1984) y, por otro lado, se han
detectado células estriatales que contienen este opiaceo (Vicent y col.,
1982a,b). Distintos métodos de lesiéon del estriado producen una
importante reduccién de los niveles de dinorfina en la SN ipsilateral,
sugiriendo que al menos buena parte de la dinorfina presente en ella es de
origen estriatal (Vicent y col., 1982 a; Palkovits y col., 1984; Zamir y col.,
1984; Christensson-Nylander, 1986). La administracion por micropresion

40
PAGE



INTRODUCCION

de dinorfina a células de la SN inhibe su frecuencia de descarga, pero este
efecto s6lo se ha observado en neuronas no dopaminérgicas de la SNr
(Lavin y Garcia Mufioz, 1985). Por otra parte, la administracion intranigral
de dinorfina, causa una disminucion de la liberacion de dopamina en el
estriado dependiente de la dosis (Reid y col., 1988; Reid y col., 19903, c),
lo que indica que este neurotransmisor puede estar implicado, directa o
indirectamente, en la regulacion de la actividad de las células A9. Existen,
también, algunos resultados experimentales que sugieren la presencia de
encefalinas en esta via pero en menor cantidad que la dinorfina. Ademas,
parece tomar cuerpo la idea de coexistencia de los péptidos opiaceos y no
opiaceos con el GABA en la misma neurona estriatonigral (Anderson y
Reiner, 1991).

La diversidad bioquimica de esta proyeccion, puede ser una de las razones
que explique la compleja respuesta que se detecta en las células nigrales
cuando se estimula eléctricamente el estriado. A esto, ademas, se afade
el efecto indirecto sobre las A9, a través de esta proyeccion, sobre la SNr
(Grace y Bunney, 1985). Otro factor adicional es el hecho de que el efecto
de estas estimulaciones pueden modificar la via palidonigral puesto que el
globus pallidus recibe una importante inervacién estriatal (Smith y Bolam,
1989, 1990). De esta forma, la estimulacion estriatal produce una
respuesta compleja que incluyen diferencias entre neuronas y la presencia
de varios ciclos de inhibiciones y excitaciones tras la estimulacion del
estriado ipsilateral (Collingridge y Davies, 1980, 1981).

41
PAGE



INTRODUCCION

4.4.4.3. ViA PALIDO-NIGRAL

Estudios con trazadores han mostrado la presencia de células palidales
que proyectan a la sustancia negra ipsilateral. La inyeccion de trazadores
en la SN marca cuerpos celulares en el globus pallidus (Grofova, 1975;
Hattori, Fibiger y McGeer, 1975; Bunney y Aghajanian, 1976; Cartel y
Fibiger, 1978; Gerfen y col., 1982; Schmued y col., 1989) y la lesion
electrolitica de éste reduce dramaticamente la concentracion de GAD en la
SN. Este efecto no puede ser atribuido Unicamente a la destruccién de la
via palidonigral, puesto que este tipo de lesiones también destruye vias
estriatonigrales (Phillipson y col., 1977). No obstante, tras lesiones del
globus pallidus con acido kainico, se detecta un gran numero de fibras
mielinizadas en degeneracion en la SN, algunas de las cuales hacen
contacto con dendritas dopaminérgicas (Wassef, Berod y Sotelo, 1981;
Smith y Bolam, 1990); si bien, la mayor densidad de sinapsis se produce
sobre cuerpos celulares y dendritas de neuronas gabaérgicas de la SNr
(Schmued y col., 1989; Smith y Bolam, 1989, 1990). Muchas de las células
del globus pallidus que proyectan a la sustancia negra también proyectan
al estriado, al ndcleo subtalamico y al tegmento mesopontino (Staines vy
Fibiger, 1984; Schmued y col., 1989), por lo que, presumiblemente, debe
haber relaciones complejas entre estos centros nerviosos y la SN.
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4.4.4.4. ViA SUBTALAMO-NIGRAL

La existencia de proyecciones subtalamo-nigrales ha sido demostrada
desde una gran variedad de metodologias (Nauta y col., 1978; Ricardo,
1980; Van der Kooy y Hattori, 1980; Gerfen y col., 1982; Hammond y
Yelnik, 1983; Kita y Kitai, 1987; Groenewegen y Beredse, 1990). Alguno de
estos estudios indican que las fibras subtalamo!nigrales se arborizan
ampliamente en la SNr, y, de forma menos abundante, sobre la SNc
(Chang, Kita y Kitai, 1984; Kita y Kitai, 1987; Parent y Hazrati, 1995). La
organizacién topografica de estas proyecciones incluye una transposicion
del eje medial!lateral del nucleo subtalamico en el eje dorsoventral de la
sustancia negra (Groenewegen y Berendse, 1990).

Estudios en distintas especies han demostrado que los botones terminales
de origen subtalamico en la sustancia negra muestran inmunorreactividad
al glutamato (Chang, Kita y Kitai, 1984; Coles, lles y Nicolopoulus-
Stournaras, 1989). Sin embargo, los botones glutamaérgicos sodlo
representan un 10% del total de botones sinapticos en la SNr (Rinvik y
Ottersen, 1993).

Desde otras aproximaciones metodoldgicas, se ha intentado estudiar el
efecto de esta via sobre el funcionamiento de las neuronas nigrales. La
administracion de bicuculina -un antagonista gabaérgico- en el nucleo
subtalamico provoca un aumento de la actividad eléctrica de las neuronas
subtalamicas que se traduce en una activacion concurrente de las
neuronas gabaérgicas de la SNr, mientras que las neuronas
dopaminérgicas de la pars compacta, por el contrario, son inhibidas
(Robledo y Féber, 1990; Smith y Grace,1992). Estos datos
electrofisiologicos apoyan los resultados inmunohistoquimicos previos de
Smith y Parent (1988), esto es, que el subtalamo ejerce una influencia
excitatoria en la sustancia negra, probablemente mediada por glutamato.
De forma palalela, los mismos autores, para confirmar la naturaleza
glutamaérgica de la via subtalamo-nigral, inyectaron, en la SNr, kinurenato
-un antagonista de los recptores NMDA- y observaron que los efectos de la
aplicacién de bicuculina en el subtadlamo se redujeron notablemente
(Robledo y Féger, 1990). Tras la manipulacién farmacolégica, la
estimulacién eléctrica y la lesion del subtalamo, Smith y Grace (1992)
llegan a la conclusion de que el subtadlamo ejerce una accién dual sobre las
célula dopaminérgicas de la SN: 1) una inhibicién inicial mediada,
posiblemente, por una exitaciéon de las neuronas de la SNr; y, 2) una
facilitacion de la descarga en rafagas que podria deberse a una accion
directa de las aferencias excitatorias desde el subtalamo.
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Se ha detectado el efecto regulador de esta via sobre la liberacién
dendritica de DA en la SN, puesto que la estimulacién eléctrica del nucleo
subtalamico produce un aumento pronunciado de la liberacién de DA en la
SN ipsilateral (Minz y col., 1986).Por ultimo, la lesién con iboténico o
electrolitica del subtalamo produce una reduccion (49-93%) de la actividad
en rafagas de las neuronas dopaminérgicas de la SNI sin afectar a su
frecuencia de descarga.

4.4.4.5. VIA RAFE-NIGRAL

La SN posee receptores para la serotonina (Marcinkiewicz y col., 1984;
Pazos y Palacios, 1985), por lo tanto, debe existir alguna aferencia nigral
que utilice ese neurotransmisor. Las técnicas de marcaje anterégrado han
mostrado la presencia de una via originada en el rafe dorsal, que termina
en la SNc y con algo menos de intensidad en la SNr (Moore, Halaris y
Jones, 1978). Esta via estd formada por colaterales de neuronas rafe-
estriatales (Van der Kooy y Hattori, 1980). El efecto de la serotonina sobre
las células dopaminérgicas parece ser inhibitorio. La estimulacién del rafe
dorsal inhibe la frecuencia de descarga de las células nigroestriatales
dopaminérgicas lentas (<4 espigas/s) que, con frecuencias de estimulacion
de 10 espigas/seg., pueden llegar a ser inhibidas hasta en un 66% de su
actividad espontanea. Sin embargo, las células con frecuencias de disparo
superiores a 4 espigas/s no muestran inhibicién alguna (Kelland, Freeman
y Chiodo, 1991).
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4.4.4.6. VIA DESDE EL LOCUS COERULEUS

Se han publicado datos relativos a una aferencia noradrenérgica a la SN
originada en el locus coeruleus. En la sustancia negra existe recaptacion y
liberacion de noradrenalina. Estos procesos pueden ser reducidos con la
administracion del neurotdxico catecolaminérgico 6-OHDA en el locus
coeruleus. Por otra parte, la estimulacién eléctrica de este nucleo produce
una respuesta bifasica en las células A9, que se inicia con una excitacion
para continuar con un periodo inhibitorio (Collingridge, James y MacLeod,
1979).

4.45. CONTROL DOPAMINERGICO DE LAS AFERENCIAS Y
EFERENCIAS NIGRALES

Se ha estudiado la posibilidad de que las células A9 puedan actuar sobre
las neuronas de la pars reticulata de la SN. Partiendo de los argumentos
de que las dendritas dopaminérgicas se prolongan por la SNr, son capaces
de liberar dopamina y de que existen receptores de dopamina en la SN
que no estan localizados sobre células dopaminérgicas, es razonable
pensar que la liberacién somatica de DA puede influir sobre la actividad de
neuronas no dopaminérgicas nigrales, asi como sobre las terminales de
vias aferentes.
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La aplicacién microiontoforética de dopamina aumenta la frecuencia de
disparo de la mitad de las células de la pars reticulata, incluyendo entre
éstas a neuronas nigrotalamicas (Ruffieux y Schultz, 1980; Waszczak y
Walters, 1983). La DA, ademas, parece regular el efecto que el estriado
ejerce sobre las células nigrales no dopaminérgicas. En concreto, la
inhibicién de estas neuronas inducida por estimulacion estriatal puede ser
disminuida por la aplicacion microiontoforética de DA (Waszczak y Walters,
1986). Esta accion dopaminérgica parece estar mocasionada por la
disminucién de la potencia inhibidora del GABA (Waszczak y Walters,
1983). Tanto el efecto sobre la frecuencia de descarga como sobre el
efecto inhibitorio del GABA se obtienen con la liberacion de la DA
endoégena y la inducida por la aplicacién intravenosa o microidntoforética
de anfetamina (Waszczak y Walters, 1986).

Barbara Waszczak, ha propuesto que esta doble funcion de la DA sobre
las células de la pars reticulata puede estar mediada diferencialmente por
dos tipos de receptores de dopamina. Utilizando Ila aplicacién
microiontoforética de agonistas especificos de ambos receptores, observo
que los agonistas D1 son potentes estimuladores de la frecuencia de
descarga de estas células, pero no tienen efecto sobre la inhibicion por
GABA ni sobre la inhibicién por estimulacion del estriado ipsilateral. Por
otro lado, los agonistas D2 bloquean la accion inhibidora del GABA y de la
estimulacion eléctrica del estriado. Ademas, los agonistas D2 sdlo tienen
efectos modestos y ocasionales sobre la frecuencia de descarga de las
células de la SNr (Waszczak, 1990).

Asi pues, las células de la SN parecen establecer interrelaciones
funcionales tanto a través de acciones directas como actuando sobre las
aferencias. De este modo, la DA puede tener efecto sobre eferencias
nigrales no dopaminérgicas, puesto que, al menos, pueden modificar la
actividad de neuronas nigrotalamicas. No resulta dificil imaginar que, si las
células de la SNr estdn muy colateralizadas, estas acciones se pueden
extender hasta el coliculo superior y, por medio de las proyecciones
descendentes, hacia el puente, aunque estos extremos no han sido
demostrados.

Otros estudios han mostrado, en preparaciones in vivo e in vitro, que la
dopamina puede alterar la liberacion nigral de GABA (Reubi, lversen y
Jessell, 1977; Kelly, Jenner y Marsden, 1985) y 5-HT (Benkirane, Arbilla y
Langer, 1987; Hery y col.,, 1980). Aunque en el caso de la 5-HT son
necesarias grandes concentraciones de DA para que estos efectos se
produzcan (Kelly, Jenner y Marsden, 1985).
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4.4.6. INTERDEPENDENCIA ENTRE LOS DOS SISTEMAS
NIGROESTRIATALES DOPAMINERGICOS

A pesar de que la mayoria de la informacidn disponible sobre la regulacion
de la actividad de las neuronas dopaminérgicas hace referencia a factores
locales o aferencias ipsilaterales, existen evidencias que sugieren la
influencia de estructuras contralaterales. Por ejemplo, la transeccion de la
linea media regulariza la actividad de las neuronas dopaminérgicas
(Castellano y col., 1993). La aplicacion de muscitol o la estimulacién
eléctrica de una sustancia negra, produce aumentos de recaptacion de 2-
deoxiglucosa en la sustancia negra contralateral, tanto en la SNr, como en
la SNc (Savaki y col.,, 1983; Dermon y col., 1990), y modifica la
probabilidad de generacién de potenciales de accién de las neuronas
NSDA (Castellano y Rodriguez, 1993). Asi mismo, la separacién de ambos
hemicerebros mediante la transeccion de la linea media, modifica tanto la
frecuencia como el patrén de descarga de las NSDA (Castellano y
Rodriguez, 1993).

Por otro lado, Nieoullon, Chéramy y Glowinski (1977b) han observado que
30 minutos después de la lesién electrolitica de una SN se produce un
aumento en la liberacion de DA en el caudado contralateral. Igualmente, se
ha observado que la aplicacion intranigral unilateral de DA, de agonistas o
de antagonistas dopaminérgicos, es capaz de modificar la liberacién de
DA, no solo en el estriado ipsilateral a la inyecciéon sino también en el
contralateral (Nieoullon, Chéramy, Glowinski, 1977b; Leviel, Chéramy y
Glowinski, 1981; Ishii y Kato, 1985), asi como el contenido total de DA,
DOPAC vy el indice de DOPAC/DA en el estriado (Ishii y Kato, 1985). Sin
embargo, la aplicacion de agonistas o antagonistas dopaminérgicos en un
estriado no modifica la liberacidn del contralateral (Leviel, Chéramy y

Glowinsky, 1979). Por lo que Glowinsky y colaboradores proponen que la
regulacién contralateral es iniciada por la liberacion dendritica de dopamina
y no por la liberacién de las terminales, lo que parece indicar la
participacién de células nigrales no dopaminérgicas, en especial, las
nigrotalamicas en este proceso. La lesion de la masa talamica intermedia
produce la desaparicion de los efectos contralaterales inducidos por la
aplicacién intranigral de agonistas o antagonistas dopaminérgicos
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(Chéramy et al, 1981). Por otra parte, la estimulacion eléctrica de una SN
modifica la probabilidad de de generacién de potenciales de accion de las
neuronas NSDA (Castellano y Rodriguez, 1991).

Gerfen y col. (1982) intententaron estudiar este fenédmeno desde el punto
de vista anatéomico, pero no llegaron a descubrir ninguna via directa entre
las dos sustancias negras. Sin embargo, por la cantidad de vias decusadas
originadas en SN, proponen varios circuitos polisinapticos como posibles
soportes de esta regulacidén contralateral. Una de estas posibles vias
podria provenir del nucleo tegmental pedunculo pontino ya que esta bien
establecida la existencia de extensas conexiones reciprocas entre este
nucleo y la SN del mismo lado cerebral (Saper y Loewy, 1982; Jackson y
Crossman, 1983; Moon Edley y Graybiel, 1983; Scarnati y col., 1984).

5. NUCLEO TEGMENTAL PEDUNCULO PONTINO

5.1. CITOARQUITECTURA

El nucleo tegmental pedunculo pontino (PPTg, PPT, PPN) es una
agrupaciéon entremezclada de células colinérgicas y no colinérgicas
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situadas en el limite entre el cerebro medio y el cerebro posterior
(Kimura y col., 1981; Armstrong y col., 1983; Woolf y Butcher, 1986;
Goldsmith y Van der Kooy, 1988; Clements y Grant, 1990; Spann vy
Grofova, 1992).

Las primeras descripciones se realizaron a partir de la localizacion de
células colinérgicas localizadas en el cerebro posterior de mamiferos. A
este grupo de células, Mesulam (1983) lo subdivide en los grupos Ch5 y
Ch6, ambos separados por la sustancia gris periacueductual. Ademas,
observa que hay gran cantidad de células colinérgicas en la parte
caudal del Ch5 y se refiere a ella como la parte compacta del Ch5,
mientras que a la columna desdendente del Ch5, que posee una
densidad menor de neuronas colinérgicas, la denomina porcién difusa
del Chb.

Siguiendo la nomenclatura de Paxinos y Watson (1986), el Ch5
comprenderia el PPTg y el el nucleo tegmental subpeduncular (SPTg) y
el Ch6 se corresponderia el nucleo tegmental laterodorsal (LDTg).

Spann y Grofova (1992), utilizando inmunohistoquimica, hacen un
andlisis exhaustivo de este nucleo completando las descripciones
hechas hasta ese momento. Ellos encuentran células inmunorreactivas
colinalacetil!transferasa (ChAT) rodeando el pedunculo cereberal
superior, a nivel de la unién pontomesencefalica. Forman un cono, cuya
base se halla enfrentada a los bordes rostrales del nucleo parabranquial
y con el vértice dirigido hacia la sustancia negra. No obstante, algunas
de las células colinérgicas penetran en los nucleos adyacentes: en la
porciéon caudal y dorsal de la sustancia negra (de acuerdo con los
trabajos de Gould y Butcher, 1986; Martinez-Murillo y col., 1989), en el
nucleo y campo retrorrubral, en los polos rostrales de los nucleos
parabranquiales lateral y medial, en el nucleo cuneiforme, y en el nucleo
tegmental subpeduncular.
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5.2. DESCRIPCION CITOLOGICA

La mayoria de las neuronas colinérgicas en la subdivision difusa del
PPN -PPNd- tienden a ser mas alargadas y mas pequefas que las de la
subdivision compacta. Las neuronas no colinérgicas son de tamano
variable, desde pequefias a grandes.

Las neuronas no colinérgicas, que coinciden con las colinérgicas en
forma, tamafo y ultraestructura (invaginaciones sombreadas de la
membrana nuclear, cuerpos de Nissl distintivos y  mitocondrias
numerosas) se diferencian de éstas en el numero y en el tipo de
botones sinapticos. Los somas colinérgicos sélo reciben un numero
modesto de sinapsis y los botones redondeados son mas numerosos
que los pleomorficos. En contraste, los cuerpos de las células no
colinérgicas estan investidos por gran cantidad de terminales nerviosas
y la mayoria de los botones son pleomorficos.

Las células pequefas no colinérgicas representan una subpoblacion
separada morfolégica y, posiblemente también, funcionalmente. En
contraste con las células grandes no colinérgicas, las de soma pequefio
reciben sélo algunas terminales pleomoérficas y generalmente se
encuentran en proximidad cerrada a los cuerpos celulares colinérgicos,
algunas veces en aposicion directa sin la intervencion de ningun
proceso dendritico.

Rye y col., en 1987, hacen una descripcion del PPN que no esta del
todo de acuerdo con la descrita hasta ese momento. Segun ellos, lo que
clasicamente se entiende por PPN se corresponde con un nucleo
formado por una coleccion homogénea de células grandes colinérgicas
en cuyos limites, en rata, aparecen entremezcladas con una poblacién
hetereogénea de células pequefias que claramente no se corresponden
con el PPTn descrito previamente. Este ultimo grupo de células, es
considerado como una zona diferente del PPN y lo denominan "area
extrapiramidal del cerebro medio (MEA)". Esto ha desencadenado una
gran polémica y un problema terminoldgico, ya que no todos los autores
estan de acuerdo con esta descripcion.
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5.3. CITOQUIMICA DEL PPN

Todos los autores parecen coincidir en que las células colinérgicas
forman parte integral del PPN, no obstante, estan intercaladas por una
gran variedad de otras neuronas como por ejemplo glutamatérgicas
(Clements y Grant, 1990).

En las células colinérgicas del PPN de rata, han sido colocalizadas
sustancia P, atriopeptina , 6xido nitrico sintetasa (Standaert y col.,
1986; Vincent y col., 1983; Halliday, G.M. y col., 1990). Existe una alta
densidad de receptores del factor de crecimiento de fibroblasto en la
region del PPN (Garcia-Rill y col., 1991).

Las diferencias entre las células del PPN debe considerarse a la hora
de manipular este nucleo. Por ejemplo, la lesion excitotdxica del PPN
lesionara a unos tipos celulares o a otros, dependiendo del neurotdxico
empleado (Rugg y col., 1992).

5.4. CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS

De los estudios neuroanatémicas vistos hasta ahora, se llega a la
conclusion de que la region del PPN se caracteriza por la existencia de
neuronas tanto colinérgicas como no colinérgicas, con tamafos y
formas variables. A esta heterogeneidad hay que sumar también
diferencias neuronales en sus caracteristicas electrofisiologicas.

Scarnati y col., (1987) definen dos tipos de células en el PPN con
diferente actividad espontanea. Las denominadas células tipo | se
caracterizan por ser lentas (0,5-8 espigas/s) y por una forma de onda
trifasica, de 3 a 4 ms de duraciéon y que descargan con un patron
regular. Las células tipo Il se caracterizan por ser mas rapidas que las
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anteriores (10-20 espigas/s), su forma de onda es bifasica con una
duracion de 1,5 a 3 ms y descargan con periodos de rafagas
caracterizados por una disminucién de la amplitud del potencial segun
avanza. Las células tipo Il suelen encontrarse ventrales a las células de
tipo I.

Leonard y Llinas (1988) en funcion de las caracteristicas
electrofisiolégicas de membrana distinguen tres tipos neuronales en el
PPN: a) células "LTS" que presentan estigas de calcio de bajo umbral;
B) células "A" en las que se pueden activar intensas corrientes A de
potasio; y, c) células "A+LTS" que presentan ambas caracteristicas.
Kang y Kitai (1990) usando también las caracteristicas de membrana,
clasifican a las neuronas del PPN en tres tipos: el tipo | son aquellas
que solo mostraron corrientes de calcio de bajo umbral; las de tipo Il
que se corresponderian con las "A" y "A+LTS" de Leonard y Llinas y tipo
lll, aquellas que no mostraban la corriente tipo A ni la de calcio de bajo
umbral. Las células tipo | y tipo Ill no son colinérgicas y al menos el 50
% de las células tipo Il son colinérgicas. Tras la estimulacion de la SNr
se observaron PIPs en los tres tipos de células que generalmente eran
seguidos por un potencial despolarizante que disparaba espigas rebote
en las células tipo | y Il. Las células del tipo Il se localizan, por lo
general, en la zona clasicamente definida como PPN (agregado de
células colinérgicas), mientras que las de tipo | y Il se encuentran,
ademas, en el MEA de Rye y col.. Las células del tipo Il son medianas o
largas con forma fusiforme o poligonal mientras que las del tipo | y I
son mas pequenas.

5.5. AFERENCIAS AL PPN

Las aferencias al PPN proceden, mayoritariamente, de elementos de los
ganglios basales, del sistema limbico y de la formacion reticular. Los
problemas para distinguir las aferencias a neuronas colinérgicas de las
de no colinérgicas y el problema terminolégico suscitado por Winer y
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col. (Rye y col.,, 1987; Steininger y col., 1992), quienes utilizan el
término PPTg para referirse sélo a las células colinérgicas y MEA para
las células no colinérgicas de este area, han contribuido a dificultar el
establecimiento de las conexiones al PPN. Ademas, segun ellos, estas
zonas no difieren sélo en los tipos neuronales. Funcionalmente, el MEA
esta asociado con aferencias procedentes del cerebro anterior y el
medio; mientras que las neuronas colinérgicas estarian asocidas,
principalmente, con el sistema reticular ascendente. Algunos autores
han mostrado su desacuerdo con esta distincion (Spann y Grofova,
1992; Steckler y col., 1994), entre otras razones, porque las neuronas
colinérgicas y no colinérgicas del PPTg estan generalmente intercaladas
unas con otras (Swanson y col., 1987).

5.5.1. AFERENCIAS DESDE EL CEREBRO ANTERIOR

Existen resultados contradictorios en lo referente a las aferencias del
PPN procedentes de los ganglios basales. Moriizumi y Hattori (1992)
encuentran que las neuronas de la parte caudal, pero no las de la
parte ventral, del globo palido proyectan al PPN. Esta via es
gabaérgica y termina sobre las neuronas colinérgicas. Otros autores
describen las aferencias del palido, como procedentes del palido
ventral (Semba y Fibiger, 1992; Spann y Grofova, 1992). Segun
Steininger y col. (1992) las aferencias originadas en los ganglios
basales llegan a las neuronas no colinérgicas (a las que ellos llaman
MEA) y no al PPN.

Parecen existir aferencias desde el nucleo subtalamico (Spann y
Grofova, 1992; Jackson y Crossman, 1983). Esta via posiblemente
sea de caracter excitatorio (Granata, A.R. y Kitai, S.T., 1989).

Llegan aferencias desde la corteza motora y premotora, desde el
hipotalamo y el nucleo parafascicular del talamo (Semba y Fibiger,
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1992; Spann y Grofova, 1992). Las aferencias hipotalamicas
proceden del area hipotalamica lateral y los nucleos paraventricular y
preéptico (Steininger y col., 1992). La zona incerta y el nucleo del
tracto solitario, ambos asociados con la funcién hipotalamica,
también proyectan al PPTg.

Cabe la posibilidad de una llegada colinérgica desde la sustancia
innominada (complejo del nucleo basal magnocelular) (Semba y
Fibiger, 1992; Steininger y col., 1992; Spann y Grofova, 1992).

5.5.2. AFERENCIAS DESDE EL CEREBRO MEDIO

Existe gran cantidad de aferencias desde la SNr (Granata y Kitai,
1991; Spann y Grofova, 1991). Los botones de origen nigral
contienen vesiculas pleomoérficas (PV) y numerosas mitocondrias y
hacen contactos sinapticos simétricos con cuerpos celulares y
dendritas. Las fibras nigrales representan el mayor sistema de
aferencias del PPNd; casi con toda seguridad se puede concluir que
una gran proporcién de los botones PV tienen origen en la sustancia
negra. Los botones PV se encuentran en los contactos colinérgicos y
no colinérgicos, variando el patron de inervacion de los diferentes
tipos de somas neuronales. En particular, las uUnicas células que
reciben una cantidad sustancial de llegadas axosomaticas por
terminales PV son las neuronas largas no colinérgicas. Las llegadas
sinapticas desde la sustancia negra parecen estar distribuidas
esencialmente sobre las dendritas (Spann y Grofova, 1992). La
influencia de la SN sobre el PPN puede ser tanto excitatoria como
inhibitoria. En gatos descorticados, estas respuestas excitatorias
disminuyen notablemente, mientras que las respuestas inhibitorias no
se ven afectadas (Scarnati, E. y col., 1987).
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El PPN recibe algunas proyecciones desde el coliculo superior
ipsilateral, procedentes de las capas profundas del coliculo.
Igualmente al MEA llegan aferencias del coliculo, pero desde el lado
contralateral y de las capas (Steininger y col., 1992). Estas capas
intermedias del coliculo superior, a su vez, reciben aferencias de la
SNr (May y Holl, 1984). También llegan aferencias desde el ATV
(Semba y Fibiger, 1992; Spann y Grofova, 1992).

5.5.3. AFERENCIAS DESDE EL CEREBRO POSTERIOR

Los nucleos del rafe dorsal y central superior envian proyecciones al
PPN (Steininger y Wainer, 1991; Steininger y col., 1992; Semba y
Fibiger, 1992; Spann y Grofova, 1992) y al MEA (Semba y Fibiger,
1992; Spann y Grofova, 1992), indicando una posible interrelacion
serotoninérgica-colinérgica en este nivel.

Existe una aferencia colinérgica procedente del PPTg contralateral y
desde el LDTg ipsi y contralateral (Fibiger y Semba, 1988). Hay
también aferencias desde el campo tegmental central, de los campos
reticulares pontino y medular (Spann y Grofova, 1992).

Por ultimo, se ha observado una proyecciéon bilateral densa, con
dominancia ipsilateral, desde el campo tegmental central. También
existen aferencias desde la formacién reticular medular y desde la
sustancia gris periacueductal (Steininger y col., 1992).

5.6. EFERENCIAS
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Las eferencias del PPTg pueden dividirse en ascendentes y descendentes
con la contribucion de neuronas colinérgicas y no colinérgicas a ambas.
Aunque algunas neuronas del PPTg mandan solo proyecciones
ascendentes o descendentes (Spann y Grrofova, 1989), otras se
colateralizan y mandan proyecciones en ambas direcciones.

5.6.1. EFERENCIAS DESCENDENTES

Las proyecciones descendentes forman parte de la formacion reticular
medial, e inervan el nucleo pontino, el vestibular, el nucleo cerebelar
profundo (Woolf y Butcher, 1989) y la médula espinal (Jackson y
Crossman, 1983). Estas proyecciones descendentes estan muy
colateralizadas (Rye y col., 1988) y son tanto colinérgicas (Rye vy col.,
1988) como no colinérgicas (Goldsmith y Van der Kooy, 1988;
Sofroniew y col.,, 1985). Alrededor del 10% de las neuronas
colinérgicas del PPTg proyectan a la médula rostral ventrolateral, que
ha sido asociada con el control de la presion sanguinea (Yasui y col.,
1990), y un 10% proyectan a la médula medioventral. Hay también
conexiones colinérgicas con el nucleo del rafe y con el locus coeruleus
(Woolf y Butcher, 1989).

5.6.2 EFERENCIAS ASCENDENTES

5.6.2.1. EFERENCIAS AL CEREBRO ANTERIOR

La mayoria de las proyecciones colinérgicas ascendentes
establecen sinapsis en el talamo (Hallanger y col., 1988; Rye y
col., 1987; Sofroniew y col., 1985). Asi, el grupo de células
colinérgicas Ch5 proyecta sobre todos los nucleos taldamicos pero,
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fundamentalmente, sobre los nucleos geniculado medial,
geniculado dorsolateral y al talamo lateral (Hallanger y col., 1988).

Las neuronas colinérgicas del PPTg, también proyectan a
regiones frontales y al septum dorsal y lateral (Hallanger y col.,
1988). Existe una proyeccion densa desde el PPTg al hipotalamo
lateral (Woolf y Butcher, 1985).

También parten eferencias hacia los nucleos globo
palido/entopeduncular y hacia el nucleo subtalamico (Canteras y
col., 1990; Jackson y Crossman, 1983; Woolf y Butcher, 1985). La
naturaleza de los neurotransmisores relacionados en estas
proyecciones ha motivado intensos debates; sin embargo, parece
que la mayoria de estas proyecciones son no colinérgicas si bien
existe algunas colinérgicas (Lee y col., 1988; Mesulam y col.,
1983; Rye y col., 1987, 1988).

Aunque algunas neuronas colinérgicas proyectan a los nucleos
amigdalinos medial, basolateral y central, la mayoria de las
proyecciones amigdalinas desde el PPTg, son no colinérgicas
(Hallanger y col., 1988).

5.6.2.2. EFERENCIAS AL CEREBRO MEDIO

El PPN proyecta a la SN ipsilateral. No obstante la mayor
inervacion parece producirse sobre la SNc (Scarnati, E. y col.,
1984; Beninato, M. y Spencer, R:F:, 1988). También se han
descrito proyecciones procedentes del PPN contralateral
(Saper,C.B. y Loewy, A.D., 1982; Jackson, A. y Crossman, A.R.,
1983; Moon Edley, S. y Graybiel, A.M., 1983; Scarnati, E. y col.,
1984). Las eferencias del el PPTg a la sustancia negra, contienen
porciones colinérgicas y no colinérgicas. Estudios anatémicos
(Saper y Loewy, 1982; Jackson y Crossman, 1983; Parent y De
Bellefeuille, 1983; Scarnati y col., 1987a) y electrofisiolégicos
(Scarnati y col., 1984;, 1987b) han mostrado que las neuronas del
PPN proyectan a la SNc asi como a la SNr (ScarnatiE. y col.,
1984; Beninato, M. y Spencer, R:F:, 1988). Los axones que van
desde el PPN hasta la SNc parten a través de la porcién lateral de
la formacion reticular del cerebro medio, dan la vuelta
ventralmente, y cursan medialmente a lo largo de la superficie
dorsal de la SNc (Saper y Loewy, 1982). Las terminales axénicos
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del PPN contienen vesiculas sinapticas redondas (Scarnati y col.,
1988) y forman contactos sinapticos asimétricos con las ramas y
espinas dendriticas de las neuronas dopaminérgicas de la SNc
(Tokuno y col., 1988).

Los estudios electrofisiolégicos sugieren que las aferencias del
PPN sobre la SNc son excitatorias y utilizan glutamato como
posible neurotransmisor (Scarnati y col., 1986; Di Loreto y col.,
1992). Lee y col. (1988) y Sugimoto y Hattori (1984), demostraron
que neuronas no colinérgicas del PPN, posiblemente
glutamaérgicas, establecen sinapsis en la SNc.

También existen estudios anatdmicos y electrofisiolégicos que
indican la existencia de proyecciones colinérgicas a las neuronas
dopaminérgicas de la SNc desde el PPN. Por una parte, han sido
encontradas en el PPN neuronas ChAT inmunopositivas
(Armstrom y col., 1983; Sugimoto y col., 1984; Satoh y Fibiger,
1985; Sakai y col., 1986; Standert y col., 1984; Rye y col., 1987;
Spann y Grofova, 1992) y que expresan ARNm ChAT (Vilaro y
col., 1992; Lauterborn y col., 1993). La SNc también se marcan
intensamente con inmunohistoquimica para la acetilcolinesterasa
(Jiménez-Castellanos y Graybel, 1987). En los somas y en las
dendritas de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, se han
encontrado receptores nicotinicos (Clarke y Pert, 1985; Clarke y
col., 1985; Schwartz, 1986; Deutch y col., 1987; Wada y col.,
1989; Naeff y col., 1992) y muscarinicos (Cortes y Palacios 1986;
Cortes y col., 1986; Mash y Potter, 1986; Schwatz, 1986; Wang y
col., 1989; Vilaro y col., 1990, 1992; Weiner, 1990). Henderson vy
Greenfied (1987) observaron botones terminales ChAT positivos
en la SNc. Gould y col. (1989) describieron que la inyeccion de
leucoaglutinina Phaseolus vulgaris (PHAIL) en el PPN, marcaba
botones terminales PHA-L y ChAT positivas. Mediante estudios
ultraestructurales se ha demostrado que las terminales ChAT
positivas forman sinapsis asimétricas con las dendritas de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc (Beninato y Spencer, 1987,
1988; Martinez-Murillo y col 1989a; Bolam y col., 1991; Henderson
y Sherrif, 1991).

Existe algunas evidencias de otras proyecciones mesencefalicas
del PPN como es el caso de proyecciones colinérgicas al coliculo
superior (Beninato y Spencer, 1986) y al ATV (Jackson y
Crossman, 1983).
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5.7. INFLUENCIA SOBRE LA SN

Como deciamos anteriormente, en la SN existen numerosos receptores
para la acetil colina, tanto nicotinicos como muscarinicos. Son
numerosos los trabajos en los que se estudian los efectos de diferentes
agonistas y antagonistas para ambos tipos de receptores sobre la
actividad de las neuronas NSDA.

Algunos experimentos electrofisiolégicos han demostrado que la
administracion sistémica (Grenhof y col., 1986) o iontoforética
(Lichesteiger y col., 1982) de nicotina aumenta la frecuencia de
descarga de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Esta accion
puede ser bloqueada por la aplicacién del bloqueante de los receptores
nicotinicos, mecamilamina (Clarke y col., 1985b; Grenhof y col., 1986).
También se han observado efectos modulados por los receptores
muscarinicos. Lancey y col. (1990) observaron que la aplicacién de
muscarina causa una despolarizaciéon de la membrana y un incremento
de la frecuencia de descarga, estos efectos pudieron ser antagonizados
por pirenzepina (antogonista muscarinico). La estimulacién del PPN por
la microinyeccion de kainato produce un aumento de la actividad
extracelular unitaria de las neuronas dopaminérgicas de la SNc que fué
antagonizado por la mecamilamina (Clarke y col., 1987). No obstante,
es posible que estas acciones colinérgicas no sean homogéneas en
toda la extension de la SN. Asi, por ejemplo, Hernandez-L6pez y col.
(1994) encontraron efectos opuestos en de la estimulacion colinérgica
sobre la conduta rotacional de ratas y en la liberacion estriatal de DA, en
funcién de que la estimulacion se hiciera en la parte rostral o caudal de
la SNc. La microinyeccion de carbacol (agonista colinérgico)en la
porcion mas caudal de la SNc indujo rotaciones contralaterales
asociadas con una liberacion de DA en el estriado. Por el contrario,
encontraron rotaciones ipsilaterales acompafiadas de una reduccion de
la liberacién de DA estriatal cuando aplicaron la misma dosis de droga
en la porciéon mas rostral de la SNc..
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La estimulacion eléctrica del PPN produjo dos tipos de excitaciones en
las células de la SN (SNc y SNr): uno de latencia mas corta (3,7£1,9 ms)
y también de menor duracion (2,9+1,6 ms) (Scarnati y col., 1986;
Scarnati y col., 1987; Di Loreto y col., 1992) que el otro (latencia: 5,2+1,8
ms; duracién: 13,03 ms)(Scarnati y col. 1987). . Tras la destruccién del
subtalamo el segundo tipo de excitacion disminuyé considerablemente y
aparecieron respuestas inhibitorias. La mayor parte de las células que se
excitaban pertenecian a la parte mas caudal de la SN. Ambos tipos de
excitaciones eran seguidas por un periodo de 10-30 ms de inhibicién de
la actividad basal pero que desaparecia si se volvia a estimular
desaparecia (Scarnati y col., 1984). La respuesta excitatoria de latencia
corta en las neuronas de la SN no depende de vias corticofugales, la
duracién de la respuesta y la latencia hacen pensar que esta respuesta
se debe a la estimulacién de una via monosinaptica (Scarnati y col.
1987).

5.8 PROCESOS EN LOS QUE ESTA IMPLICADO EL PPN

El PPN esta considerado como parte integrante de la region
mesencefalica motora por su relacién con la actividad motora, el tono
muscular y por la interdependencia funcional con los ganglios basales y
la SN. La estimulaciéon quimica o eléctrica del PPN induce movimientos
motores (Garcia-Rill, 1983a, 1983b, 1983c, 1985) y reduce o estimula el
tono muscular dependiendo de la frecuencia de estimulacion eléctrica
(Kelland 'y Asdourian, 1988). Igualmente, se ha observado una
activacion ritmica del PPN durante la locomocion (Garcia-Rill, 1983d) o
que la alteracion de las aferencias gabaérgicas al PPN produce
posturas asimétricas y conducta rotacional (Kilpatrick y Starr, 1981;
Childs y Gale, 1984). Adicionalmente, la lesion bilateral del PPN hace
desaparecer la catalepsia y la depresion locomotora inducida por
morfina (Olmstead y Franklin, 1994).
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Por otra parte, las salidas ascendentes colinérgicas desde el PPN hasta
el talamo han sido relacionadas con funciones facilitadoras de la
transmisién talamo-cortical implicadadas en la desincronizacién de
E.E.G. y de ondas ponto-geniculo-occipitales del suefio R.E.M.
(Livingston, M.S. y Hubel, D.H., 1981; Rye, D.B. y col., 1987; Sofroniew,
M.V.y col., 1985; Granata, A.R. y Kitai, S.T., 1989).

Adicionalmente, el PPN se ha involucrado en de adquisicion de
aprendizajes asociativos (Bubser y Koch, 1994) e instrumentales (Inglis
y col.,, 1994), asi como en la adquisicién de lugares asociados a la
administracion de morfina o de D-anfetamina (Bechara y Van der Kooy,
1989). ElI PPN, también, se ha relacionado con las convulciones
epilépticas provocadas por la pilocarpina (De Sarro y col., 1992) y con la
nocicepcion (Jackson y Crossman, 1983).

Por ultimo, en humanos, este nucleo parece estar implicado en
diferentes desordenes neuroldgicos y psiquiatricos. Existen distintos
estudios que demuestran una pédida de neuronas colinérgicas del
nucleo tegmental pedunculo pontino en la enfermedad de Parkinson
(Hirsch y col., 1987; Zweig y col., 1989; Halliday y col., 1990; Pare y
col., 1990; Jellinger, 1991), en la demencia senil tipo Alzheimer
(Jellinger, 1991) y en la aplasia supranuclear progresiva (Hirsch y col.,
1987; Zweig, 1987; Jellinger, 1988), y un aumento aparente de estas
neuronas en la enfermedad de Parkinson (Karson y col., 1991).
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MATERIAL Y METODO

1. ANIMALES Y AMBIENTE

En los trabajos que se describen a continuacion, se utilizaron ratas
macho Sprague Dawley (200-350 gr.) obtenidas del Animalario Central de
la Facultad de Medicina (Univ. La Laguna), mantenidas con un ciclo luz
oscuridad 12:12 hr, libre acceso a agua y dieta estandar de laboratorio.
Se las dispuso en grupos de 3-4 animales por jaula 6 1 animal por jaula si
estaban recién operadas. La temperatura del animalario se mantenia
constante a 20-22°C. Las manipulaciones experimentales se realizaban
siempre en el mismo momento del ciclo luz-oscuridad.

2. REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA EXTRACELULAR

21. PREPARACJ()N DEL ANIMAL PARA EL REGISTRO
ELECTROFISIOLOGICO.

En primer lugar se procedia a anestesiar a la rata mediante la
administracion intraperitoneal de una dosis de 400 mg/Kg de hidrato de
cloral (Acofar) disuelto en ringer lactato al 8% p/v.

Con el fin de mantener al animal completamente dormido durante toda
la sesion de registro, se le colocaba una canula intraperitoneal para la
administracion de dosis suplementarias, cada dos horas o antes, si se
presentaban sintomas de sensibilidad al tacto (retirada de la pata al ser
estirada). Estas dosis suplementarias eran de 1/10 a 1/5 parte de la
dosis administrada inicialmente.

Tras la anestesia se rasuraba la zona a cortar y el animal era colocado
en el estereotaxico. La temperatura de la rata se controlaba mediante
una sonda rectal (Panlab 0331) y mientras un circuito con agua
circulante termostatizada que contactaba con el cuerpo del animal, se
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mantenia su temperatura constante e tre 36-38 °C durante toda la
intervencion.

Seguidamente, se realizaba una incisién longitudinal del cuero cabelludo
y se trepanaba el craneo en aquellos lugares donde se iba a introducir el
electrodo de registro, el de estimulaciéon 6/y la aguja o la cuchilla en
aquellos experimentos en los que habia que realizar una lesion.

Para la estimulacén eléctrica de la cabeza del nucleo caudado y del
nucleo pedunculopontino, se colocaban, en cada nucleo, unos electrodos
concéntricos de acero inoxidable (SNE-100, Rhodes Medical
Instruments) de 6 cm de largo, de 400 micrémetros de didmetro externo,
400 micrometros de separacién entre los polos, sin aislante en sus
puntas. Las coordenadas utilizadas para la estimulacion de la cabeza del
caudado fueron: 8,6 mm anterior a lambda, 3,2 mm lateral a la linea
media y 5 mm ventral a la superficie de la duramadre, siguiendo el atlas
de Paxinos y Watson (1986).

Para el registro de la actividad eléctrica de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales, se utilizaron pipetas de vidrio, construidas en un
estirador de pipetas (Narishigue PE-2), a partir de tubos de borisilicato de
1,5 mm de diametro externo y 0,84 mm de diametro interno, con un
filamento interno (WPl 1B150F-4). Estas pipetas se rellenaban con 1%
de Azul pontamina (Pontamine Sky Blue 6BX, BDH) en CINa 2M y se
colocaban en un portaelectrodos que actuaba como interfase entre la
solucion electrolitica y un conductor metalico a través de un puente de
Ag-AgCl (WPl MEH3S-1,5). El electrodo asi colocado se sujetaba a un
micromanipulador hidraulico (Narishigue MO-8) acoplado a una de las
tres torres del estereotaxico (Narishigue SM-15), permitiendo su
movimiento en el eje dorso-ventral muy lentamente, a distancia del resto
del sistema, evitando, de esta manera, tocar elementos sujetos al
estereotaxico. En este eje dorso-ventral, haciamos recorridos a partir de
5,5 mm desde la superficie de la duramadre. El estereotaxico utilizado
permitia, ademas, el control anteroposterior con resolucién de 10 mm
(Narishigue SM-15M). El recorrido anteroposterior iba desde 2,8 a 3,5
mm anterior a lambda y el lateral desde 1,8 hasta 2,2 mm lateral a la
linea media.
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2.2. LOCALIZACION E IDENTIFICACION DE NEURONAS DOPAMINER-
GICAS

Una vez situado en las coordenadas adecuadas, se bajaba lentamente el
electrodo de registro y se iban observando las sefiales obtenidas vy
escuchando los sonidos del audioamplificador. Si se encontraba una
neurona, se procedia a comprobar si cumplia todos los criterios que
caracterizan a las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, es decir, que
la forma de la onda fuera bifasica o trifasica de duracion superior a 2,5 ms,
con una primera fase positiva y una pronunciada fase negativa. Incluso
antes de visualizar esta forma de onda, es posible localizar a estas
neuronas porque producen en el audioamplificador un sonido
caracteristico, diferente del de otras células de la zona.

Si cumplia el criterio anterior, comprobabamos la frecuencia y el patrén de
descarga (menos de 11 espigas por segundo) y a continuacién
procediamos a estimular el estriado ipsilateral para comprobar que
respondia antidromicamente, es decir:

1.- Que por cada estimulo apareciera siempre una respuesta (relacion 1:1).

2.- Que entre el inicio del artefacto del estimulo y el inicio de la respuesta
la latencia permaneciera constante.

3.- Que siguiera apareciendo esa respuesta al estimular a alta frecuencia
(50 Hz de frecuencia o duracion de los intervalos entre las estimulaciones
de 20 ms).

4.- Que se pudiera producir colision entre esta respuesta antidromica y un
potencial de accion espontaneo, cuando la demora entre el PA espontaneo
y la aplicacion del estimulo era inferior a la latencia antidromica.

5.- Que la velocidad de conduccidn fuera de 0,4-0,7 m/s. Para ello nos
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basabamos en la formula:

'\, (A—a)"’ + (L-I)2 + (V-v)?
ms de latencia

A, L, V = coordenadas (mm) del electrodo de estimulaciom, anterior, lateral y
ventral respectivamente; a, |, v = las mismas coordenadas pero de la
micropipeta de registro.

Si la neurona encontrada cumplia todos estos criterios, se considerada que
era una neurona dopaminérgica nigroestriatal y se comenzaba su e registro.

2.3. REGISTRO ELECTROFISIOL()GICO DE LA ACTIVIDAD DE LAS
NEURONAS DOPAMINERGICAS NIGROESTRIATALES

La sefal eléctrica captada por el electrodo y transmitida al portaelectrodos
pasaba (Fig. 1):

1°) A un preamplificador (Grass P-15) de alta impedancia de entrada, wado
muy cerca la pipeta, para impedir que se perdiera la sefial antes _= poder
amplificarla. Ademas, este preamplificador también hacia una primera
amplificacion de la sefial.

2°) Del preamplificador, la sefial pasaba a un sistema que amplificaba,
filtraba y discriminaba el nivel de voltaje (Proan-1, Direlec):

-La amplificacion la adaptabamos entre 3000 y 10000 Hz,
dependiendo de la amplitud de la sefal.

- El filtro paso banda se establecid, por lo general, entre 100-3000 Hz.
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AMPLIFICADOR

X 10.000

-

FILTRO

100Hz-3 kHz

1
I ESTIMULADOR

Figura 1. Esquema del sistema de registro y procesamiento de la actividad
electrofisiologica unicelular empleado en el estudio de las neuronas dopaminérgicas

nigroestriatales.
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- Se utilizaron dos discriminadores de nivel conectados por una unidad
digital externa realizada al efecto, con el fin de transformarlos en un
discriminador de ventana de amplitud de voltaje. Este discriminador de
ventana, nos permitia poder aislar los potenciales de accién de los artefactos
provocados por la estimulacién eléctrica, dando como salida un pulso
cuadrado que podia ser enviado al ordenador y que éste interpretaba como
ocurrencia de un potencial de accion.

3°) La sefal analégica amplificada y filtrada, también se enviaba a una
unidad de audioamplificacion (Physiorec-3, Cibertec) que permitia grabar la
sefal en un video convencional. Al mismo tiempo, la sefal analdgica y los
pulsos de salida del discriminador de nivel eran recogidos en un osciloscopio
A/D (Tektronic 2230) que nos permitia realizar medidas muy precisas de
tiempo y voltaje, asi como almacenar hasta 28 formas de onda digitalizadas.
La informacion almacenada de esta manera podia ser enviada al ordenador,
a través de una tarjeta GPIB, o ser recuperada en el propio osciloscopio, con
lo que podiamos medir, con mas precision aun, las caracteristicas de la
forma de onda y las latencias antidromicas.

4°) Al tiempo que se observa la actividad en el osciloscopio, se almacena en
el ordenador (ITS 286 con un reloj de 8-12 Mhz, con disco duro de 20
Mbytes, monitor color EGA, 2 Mbytes de memoria RAM, una unidad de disco
de 1,2 Mbytes; ampliado con la tarjeta Lab-Master que dispone de 5 relojes
de 1 Mhz, 5 contadores de 16 bytes, conversion A/D, D/A asi como salidas y
entradas digitales).

Tanto para la adquisicibn como para el procesamiento y analisis
matematicos de la actividad neuronaj utilizamos un paquete de programas
disefiados en nuestro laboratorio. Este paquete fué programado en lenguaje
True-basic (que permitia utilizar un segmento de datos abarcando la
memoria RAM disponible hasta 640 Kbytes), acompafiado de varias
subrrutinas en lenguaje ensamblador (imprescindible para obtener la
maxima resolucion temporal posible) que fue empleado fundamentalmente
para programar interrupciones, control y lectura de relojes y activacién del
estimulador. El sistema de adquisiciéon
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estaba gobernado por interrupcién de hardware, lo que permitia que el
ordenador pudiera trabajar a tiempo compartido en sus tareas sin perder
resolucion temporal. Concretamente, el funcionamiento del ordenador
estaba controlado por la propia actividad neuronal, ya que, la llegada de un
PA al ordenador, a través de la linea de interrupcién IRQ7, hacia que el
ordenador abandonase temporalmente su tarea. En ese momento,
comenzaba a ejecutarse un programa residente encargado de leer dos
relojes de 1 Mhz que indicaban el tiempo transcurrido desde el ultimo
potencial de accion, asignara este valor a una variable y obtuviera el
tiempo relativo de este evento en relacion a una estimulacion eléctrica
aplicada, con una error inferior a los 20 ms.

El programa principal utilizaba estos valores para obtener indices de la
produccién de potenciales de accion acumulados en intervalos de tiempo
previamente establecidos.

Por otra parte, los valores por defecto del programa pueden ser
modificados al inicio del mismo como numero de fases experimentales,
duracion de la mismas, fases en las que se aplicaran estimulaciones
eléctricas y frecuencia de las mismas, duracion de los intervalos de
acumulacion y criterios de inicio y fin de rafaga.

Los parametros que se obtienen con el programa son:
a) Potenciales de accion por segundo.

b) Actividad en rafagas: el ordenador interpretaba inicio de una rafaga
cuando ocurria un intervalo interespiga inferior a 80 ms dandola acabada al
encontrarse un intervalo interespiga superior a 160 ms tal y como se viene
realizando desde el trabajo de Grace y Bunney de 1984. De esta manera
obteniamos: el numero de rafagas por segundo, el nUmero de potenciales
de accién dentro de rafagas por segundo y el histograma de rafagas,
segun el numero de PA que contenian.

c) Potenciales de accion que no pertenecen a una rafaga, por segundo.
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d) Media y desviacion estandar (Sx) de los intervalos interespigas (ms).

e) Coeficiente de variacion de los intervalos interespigas (expresado como
proporcion Sx/x).

f) Histogramas periestimulo con resolucion de 1 ms.

Todos estos parametros, al tiempo que se obtenian, aparecian
representados en la pantalla del ordenador. Por otra parte, también se
construia el histograma de intervalos interespiga con resolucién de 10
mseg, asi como una matriz donde se recogian todos los intervalos
interespigas del registro.

El intervalo de muestreo se estableci6 en 10 segundos, con lo que
disponiamos de 6 puntos por minuto de cada uno de los parametros, con la
excepcion de los histogramas que obteniamos uno por cada fase
experimental.

Al comenzar registrabamos, durante los cuatro primeros minutos, la
actividad espontanea de la neurona y a continuacion el ordenador
mandaba la sefal al estimulador eléctrico para que éste comenzara a
estimular.

Durante el registro el volumen del audioamplicador se ponia a 0 para evitar
estimulos sonoros. El buen funcionamiento del sistema se controlaba
observando el osciloscopio y la pantalla del ordenador.

Cuando habiamos obtenido unos 1500 potenciales de accién con unas 400
estimulaciones aproximadamente, parabamos el programa y grababamos
el registro, se etiquetaba y clasificaba junto a las anotaciones hechas
durante el mismo: coordenadas de localizacién, latencia de la respuesta
antidrémica e incidencias. Seguidamente, se pasaba a realizar otros
trayectos en la ventana de muestreo, con el fin de localizar otra célula.

Una vez que se daba por terminada la sesion de registro se procedia al
marcaje de los electrodos y perfusién del animal.
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3. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DEL REGISTRO REALIZADO

El histograma periestimulo , resultado de la acumulacién de potenciales de
accién segun su latencia de aparicidon, en relacién a las estimulaciones,
desde 200 ms antes hasta 800 ms después de cada una de ellas, era
importado a un programa en el que era analizado. Este programa permitia
calcular y trazar una linea con el valor medio de la actividad de la célula
durante el periodo previo a la estimulacién. De esta manera y mediante el
trazado de la media movil, se podia observar, con facilidad, cualquier efecto
que producia la estimulacion eléctrica. Asi, en los casos en los que fa
estimulacién no producia efectos sobre la actividad de la neurona registrada,
el histograma obtenido consistia en una linea paralela al eje x. Todo
intervalo temporal en el que los valores se hallasen claramente por encima o
por debajo de esta linea base, se interpretaban como excitaciones o
inhibiciones resultados de la estimulacion eléctrica. Por lo tanto, podiamos
elegir aquellos segmentos en los que se observaba una modificacion y al
sustraer el nivel base esperado, calcular: su latencia de inicio, duracion e
intensidad de la misma, es decir, potenciales de accion modificados
(inducidos o suprimidos) por estimulo y area de la respuesta.

Para el analisis estadistico de los valores obtenidos, tanto del histograma
periestimulo como de la frecuencia y modelo de descarga de cada neurona
se utilizo el paquete SPSS para Window (1989-1992). Los test aplicados se
especifican en cada experimento.

4. METODOS HISTOLOGICOS

Una vez terminados los registros en un animal se marcaban las zonas en
que se encontraban los electrodos de registro y de estimulacion. Para ello se
pasaba una corriente de 50 nA durante 50 segundos a través del

70
PAGE



MATERIAL Y METODO

el electrodo de estimulacion. En cuanto a la micropipeta, se hacia pasar a
través de ella una corriente de -50 nA, durante 15-20 minutos con el fin de
producir un depésito de Azul de Pontamina en la zona donde fue registrada a
ultima neurona.

Posteriormente, tras administrar a la rata una dosis letal de hidrato de cloral se
procedia a su perfusion por via intracardiaca con:

1- 60 ml de solucién salina heparinizada a 36-38°C., con el fin de eliminar a
sangre.

2.- 150-200 ml de ferrocianida de potasio al 1% (p/v) en formaldehido al 10%.
La formalina hacia las funciones de fijador del tejido mientras que la
ferrocianida de potasio marcaba de azul el hierro depositado por los
electrodos de estimulacion al paso de la corriente.

Posteriormente se extraia el cerebro y se sumergia en una solucion de
formaldehido al 10% y sacarosa al 10%. El porcentaje de sacarosa de esta
solucion se incremento al 20% y posteriormente al 30% para crioproteger los
cerebros.

4.1. CONGELACION Y CORTE DEL TEJIDO

En primer lugar, los cerebros eran congelados a una temperatura
comprendida entre -16 y -23 °C. Seguidamente se hacian cortes seriados
coronales, horizontales o sagitales de 40 pm de grosor en un criostato (Leica,
Cryocut 1800). Estos cortes eran montados sobre portaobjetos gelatinizados
(0,005% -p/v- de alumbre de cromo -Merk- 1036- en 0,5% - p/v- de gelatina -
Merk- 4078- en agua destilada) y se dejaban secar a temperatura ambiente
durante unas 18-24 horas.
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4.2. TINCION

Los cortes fueron tefiidos con el método violeta de cresilo segun Paxinos y
Watson (1986):

- 5 minutos en xilol

- 5 minutos en xilol

- 5 minutos en alcohol de  100°
- 5 minutos en alcohol de  100°
- 5 minutos en alcohol de  96°

- 5 minutos en alcohol de  70°
- lavado con agua destilada

- 10 minutos en violeta de cresilo: 0,5% p/v de violeta de cresilo (Sigma) en
una solucion 0,1 M de acetato sddico y 0,1 M de &cido acético en agua
destilada

- 5 minutos en agua destilada

- 5 minutos en alcohol de 70°

- 5 minutos en alcohol de 96°

- 5 minutos en alcohol de 100°

- 5 minutos en alcohol de 100°

- 5 minutos en xilol

- 5 minutos en xilol

Tras la aplicacion de este protocolo, se colocaban los crubreobjetos utilizando
como medio de inclusion Eukitt (Merck). La visualizacion de los cortes se hizo
con luz transmitida en un microscopio 6ptico (Leitz Diaplan).
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1. EXPERIMENTO 1

Efecto de la hemitranseccién anterior o posterior a la sustancia negra
sobre a actividad espontanea de las neuronas dopaminérgicas.
nigroestriatales.

1.1. OBJETIVOS

Con el fin de hacer un primer acercamiento al estudio de la regulacion
que las aferencias ejercen sobre la actividad espontanea de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales comparamos el efecto inducido por la
eliminacién de las aferencias anteriores con respecto al que tiene lugar
tras la eliminacién de las aferencias posteriores. Para ello, se hizo un
andlisis de las caracteristicas electrofisiolégicas de la actividad
espontanea de tres grupos experimentales de neuronas dopaminérgicas
(neuronas de ratas sin hemitranseccion, neuronas de ratas con
hemitranseccién anterior a la sustancia negra y neuronas de ratas con
hemitranseccion posterior a la sustancia negra). Los objetivos fueron:

1) Comparar nuestros resultados, en animales intactos, con los obtenidos
en los trabajos en los que se han identificado electrofisiolégicamente estas
células.

2) Comprobar si se producen cambios en la actividad electrofisiologica
espontanea de las células dopaminérgicas nigroestriatales tras la
hemitranseccion anterior o posterior a la sustancia negra en comparacion
con las neuronas de ratas intactas.
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1.2. MATERIAL Y METODO
1.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El diseno experimental elegido para la realizacion de este primer
experimento estaba constituido por una variable independiente intergrupo
con ftres niveles (control, hemitranseccién anterior, hemitranseccion
posterior). Se registrd la actividad espontanea durante un periodo de al
menos 4 minutos, durante el cual se estudiaron las siguientes variables
dependientes (VDs):

— Frecuencia de descarga (espigas/s).

— Rafagas por segundo (rafagas/s).

— Frecuencia de descarga en rafagas (espigas dentro de rafaga/s).
— Frecuencia de descarga fuera de rafagas (espigas simples/s).

— Coeficiente de variacion de los intervalos interespiga (CV de IIEs).

1.2.2. SUJETOS EXPERIMENTALES Y PROCEDIMIENTO PARALAS
HEMITRANSECCIONES

En las ratas hemitranseccionadas, la hemitranseccion se realizaba antes
de comenzar los registros electrofisiolégicos de las neuronas
dopaminérgicas nigrales, mediante la insercion de una cuchilla, en el
cerebro, para producir la transeccién completa del lado derecho (ipsilateral
al lado del registro) bien anterior a la sustancia negra o bien posterior.

Para las ratas hemitranseccionadas anteriormente, se fabricé una
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cuchilla con 4 mm de longitud cortante , a partir de la cuchilla de un bisturi
del n°® 22 (Paragon), a la que se soldo, en su vértice superior, una aguja
lumbar (22°21-2, 64°0,7; DIAMOND POINT), tal y como se muestra en la
Figura 1.1.A., con el fin de sujetar la cuchilla a una de las torres del
estereotaxico. La superficie cortante de la cuchilla se situaba perpendicular
al eje de simetria de la rata en las coordenadas (una vez colocada la rata
en el estereotaxico y trepanado el craneo): - 2,56 mm con respecto al
bregma, el extremo lateral izquierdo a 0,1mm lateral a la linea media y se
movia en el eje dorso-ventral unos 10 mm. Por ultimo, se sacaba la
cuchilla y se aplicaba una gasa para parar la hemorragia.

Para la hemitransecciéon posterior, se fabricé otra cuchilla en la que se
empled una microhoja (MARTIN, 10-097-00) cuya superficie cortante era
de 4,5mm (Fig.1.1.A.) Se siguié el mismo procedimiento que para la
hemitranseccién anterior pero con la excepcién de que la cuchilla fue
insertada posterior a la sustancia negra (AP= 1,36 anterior a lambda, 0,1
mm lateral a la linea media, V= 10mm aproximadamente).

La comprobacion de la hemitranseccion total, en ambos casos, se hizo con
los procedimientos histolégicos de rutina (Figura 1.1 B.).

Unos 20-30 minutos después de la intervencion quirurgica se procedia al
registro de la actividad de las neuronas dopaminérgicas nigrales. Como
control se utilizaron animales que no fueron sometidos a ningun tipo de
hemitranseccién. En total se registraron 128 neuronas nigroestriatales (50
procedentes de 5 ratas intactas, 50 de 5 ratas con hemitranseccion anterior
y 28 de 4 ratas con hemitranseccién posterior).

Las neuronas fueron consideradas como dopaminérgicas nigroestriatales
si cumpfian los criterios expuestos en el método general, salvo en el caso
de las células del grupo hemitranseccionado anteriormente a las cuales no
se les pudo registrar la respuesta antidromica por lo que, tampoco, se les
pudo estimar su velocidad de conduccién.
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1.2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los parametros de la actividad espontanea fueron obtenidos por ordenador
con programas realizados al efecto en lenguaje True-basic y los estudios
estadisticos con el paquete SPSS para Window (1992).

Para los analisis estadisticos se emplearon ANOVAs de una via y la t de
Student para comparacion de medias. Para el estudio de distribuciones se
empled la prueba de bondad de ajuste Chi’.Los contrastes se estimaron
significativos cuando el error a fue inferior a 0,05.
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FIGURA 1.1. En A. se muestran las cuchillas empleadas para realizar las
hemitransecciones anterior (cuchilla superior) y posterior (cuchilla inferior) a la
sustancia negra. En B., se puede observar dos muestras de la comprobacién
histolégica de ambas hemitransecciones anterior (derecha) y posterior
(izquierda).
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1.3. RESULTADOS

1.3.1 CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS NEU-
RONAS REGISTRADAS

Las células registradas presentaron potenciales de accion bifasicos o
trifasicos con la primera fase positiva y duracién superior a 2,5 ms. Todas
ellas, fueron registradas en la SN compacta o zonas inmediatamente
adyacentes, segun mostraron las comprobaciones histolégicas posteriores.

Algunas de estas neuronas mostraron actividad en rafagas de acuerdo con
lo descrito en otros trabajos (Bunney et al. 1973; Grace y Bunney, 1980;
1983a; 1984b), con disminucion de amplitud de los PAs segun avanza la
rafaga.

Cuando fue posible (grupo de ratas intactas y grupo con hemitranseccién
posterior), se comprobé que las células presentaban .respuestas
antidromicas. Estas respuestas antidromicas cumplieron los criterios de
latencia constante, una respuesta por estimulacion, permanencia con 50
Hz de estimulacion y colisién con una espiga espontanea (Figura.1.2).
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FIGURA 1.2. (A y 8) Test de colisién de la respuesta antidromica. La respuesta puede ser
colisionada con un potencial de accion espontaneo cuando la demora de la estimulacion
(flechas) es lo suficientemente pequefia (menor que la latencia antidromica)(B). (C)
Respuesta anfidromica con alta frecuencia de estimulacion (50 Hz). Esta neurona sigue el
criterio de una respuesta por estimulacion, latencia constante y permanencia con alta
trecuencia de estimulacion.
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La media de las latencias antidromicas por estimulacion estriatal para el grupo
sin hemitranseccion (Controles) fué de 10,61 t 1,72 [rango: 7,5; 14,32) ms y
para el grupo con el cerebro hemitranseccionado posteriormente (Ht-
Posperior) fue de 11,2979 + 2,943 [rango: 7,84;21] ms. No encontramos
diferencias al comparar estas medias [t;5=-0,713; p=0, 18]. Por otra parte, la
distribucion de las células en cuanto a las latencias antidrémicas (Figura 1.3)
del grupo ht-posterior se ajusta a la de el grupo intactas [Chi%(7)=13,38;
p=0,063].

351
30 | ‘ — htposterior
‘ [Jintactas
(D 25 1
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FIGURA 1.3. Histograma de distribucion de las células en funcion de las latencias
antidréomicas por estimulacién estriatal en ratas sin hemitranseccion (controles) y con
hemitranseccién posterior a la sustancia negra (Ht-posterior).

A partir de las coordenadas de registro y de la latencia antidromica de cada
célula se estimé su velocidad de conduccion (Figura 1.4). La
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media de la velocidad de conduccion obtenida para el grupo intactas
es de 0,58 t 0,11 [rango: 0,38; 0,82] m/s y de 0,598 t 0,125 m/s
[rango: 0,28; 0,86] para el grupo ht-posterior. Al compararlas
estadisticamente, no encontramos diferencias entre ambas (t,6=-
0,019; p=0,512). Por otra parte, el grupo ht-posterior presenta una
distribucion de las velocidades de sus células que se ajusta a la
distribucion de las velocidades las células del grupo de ratas
intactas [Chi? (5)=8,253; p=0,143].

40 4
— ht-posterior

[intactas

8
\

% células

Ve

Velocidad de conduccion (m/s)

FIGURA 9.4. Histogramas de distribucion de !las células en funcién de la velocidad
de conduccién estimada para el grupo control y para el grupo Ht-posterior.

1.3.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA

Comenzamos el estudio de la actividad espontanea de las células
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registradas, analizando su frecuencia de disparo (numero de
espigas/segundo). Los valores de las medias de las frecuencias de disparo
de los tres grupos estudiados pueden observarse el la tabla 1.1.

TABLA 1.1. Media, rango, desviacién estandar y error estandar de la frecuencia de
descarga de las neuronas de los grupos control, con hemitranseccién antenor y con
hemitranseccion posterior. EEM= error estandar de la media.

GRUPO MEDIA RANGO Sx EEM
Intactas 3,68 [0,74;8,21] 1,99 0,28
Ht-anterior 3,89 [0,52;7,64] 1,93 0,27
Ht-posterior 499 [1,58;9,81] 1,79 0,34

El ANOVA de una via intergrupo para las frecuencias de descarga, resulté
significativo [F22,1,=4,15; p=0,018]. Los analisis para la t demostraron que
la frecuencia de descarga del grupo con ht-posterior resultd
significativamente mayor que en los grupos control y con htanterior ( t,6= -
1,27, p=0,007; t76= -1,06, p=0,02, respectivamente). La frecuencia de
descarga del grupo con ht-anterior no resulté significativamente distinto de
la media obtenida con cerebros intactos (tgs= -0,21, p= 0,59) (Figura 1.5.).
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FIGURA 1.5. Media y error estandar
de la variable frecuencia de descarga
para los tres grupos estudiados.
Encontramos una frecuencia de
descarga mayor en el grupo Ht-
posterior con respecto al los grupos
Control y Ht-anterior ('=p < 0, 05).

De forma consistente con el andlisis de las medias encontramos que fa
distribucion en funcién de la frecuencia de descarga de las células del grupo
de ht-posterior no se ajustd a aquélla obtenida en las células de las ratas
intactas [Chi® (8)=27,625 p=0,001]. Sin embargo, el mismo contraste para el
grupo de ht-anterior no resultd significativo [Chi*(8)=9,89; p=0,273] (Figura

1.6).
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FIGURA 1.6. Distribucion de las neuronas en funcién de su frecuencia de descarga.
La distribucién de las células del grupo Ht-posterior no se ajusté a la distribucion de
neuronas de ratas intactas (Chi2 (8)=27,625; p=0,001]. Mientras que, el mismo
contraste para las Ht-anterior no resulté significativo (Chi?(8)=9,889; p=0,273].

Las caracteristicas del modelo de descarga fueron estudiadas en funcion de
los modelos descritos; analizamos los tres modos fundamentales en que
pueden descargar las células dopaminérgicas; en forma de espiga simple
regularmente o irregularmente (frecuencia fuera de rafagas, coeficiente de
variacion) y en forma de rafagas (numero de rafagas/segundo, frecuencia
dentro de rafagas).
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En la tabla 1.2 se encuentran recogidos los resultados de la
aplicacion del ANOVA, para estas variables dependientes. A
continuacion, en la tabla 1.3, se recogen las medias de los distintos
grupos en estas variables.

TABLA 1.2. F y probabilidad resultantes de los ANOVAs realizados para las
variables del modelo de descarga: frecuencia de descarga en forma de espiga
simple (Hz fuera de rafagas), frecuencia de descarga en forma de rafagas
(Rafagas/s), frecuencia de descarga dentro de rafagas (Hz dentro de rafagas) y

coeficiente de variacion (CV) de los tres grupos estudiados.

Fa.124 P
Hz fuera de rafagas 3,157 0,046 *
Réafagas/s 0,238 0,788
Hz dentro de rafagas 0,844 0,432
CVv 4,586 0,012 *
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TABLA 1.3. Media, rango, desviacion estandar y error estandar de la media (EEM) de las
rafagaslsegundo (rafagas), de los potenciales de accién den:ro de rafaga/ls (dentro), de los
potenciales de accion fuera de rafagas/s (fuera) y del coeficiente de variacién (CV) de las
neuronas de los grupos control, con hemitranseccion anterior y con hemitranseccion
posterior.

RAFAGAS MEDIA Sx EEM
Intactas 0,132 0,272 0,038
Ht-anterior 0,139 0,225 0,032
Ht-posterior 0175 0,282 0,051

DENTRO
Intactas 0,429 0,993 0,141
Ht-anterior 0,522 1,033 0,147
Ht-posterior 0,780 1,768 0,346

FUERA ; o b
Intactas 3,254 1,558 0,222
Ht-anterior 3,798 1,667 0,238
Ht-posterior 4,176 1,487 0,286

cVv _
Intactas 0,395 0,168 0,024
Ht-anterior 0,327 0,163 0,023
Ht-posterior 0,441 0,151 0,029
86
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Los ANOVAS mostraron que las frecuencias de descarga en rafagas y
dentro de rafagas no se vieron estadisticamente afectadas por las
condiciones experimentales (figura 1.8.). Sin embargo, si se obtuvo un
efecto significativo en las variables frecuencia fuera de rafagas y coeficiente
de variacion por lo que realizamos los contrastes de medias para estas
variables. Encontramos que, como se muestra en la Figura 1.7., la media de
la frecuencia de descarga fuera de rafagas del grupo Ht-posterior fue
superior a la del grupo control, no alcanzando la significacion el resto de los
contrastes.
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FIGURA 1.7. Media y error de
la vanable frecuencia de
descarga fuera de rafagas de
los tres grupos estudiados.
Observamos que dicha
frecuencia es mayor que la
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FIGURA 1.8. Media y error de las variables frecuencia de descarga en rafagas (A) y
frecuencia de descarga dentro de rafagas (8). No encontramos diferencias significativas
entre los tres grupos para ninguna de estas variables.

Por ultimo, encontramos que la ht-anterior provocé un aumento de la
regularidad con respecto al grupo control (tgg=0,717; p=0,035) y este
aumento fue mayor con respecto al grupo con ht-posterior (t76=-0,1135;
p=0,004). El grupo con Ht-posterior no se diferencié del grupo control (t7s=-
0,0418; p=0,287) (figura 1.9).
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FIGURA 1-9. Media y error de la
variable coeficiente de variacién
(CV) de los tres grupos
celulares. Encontramos que,
disminuye en el grupo Ht-
anterior con respecto al grupo
control (t,6=-0,717; p=0,035) y
aln mas con respecto al
grupcon ht-posterior (t,6=-
0,1135; p=0,004). El grupo con
Htposterior no se diferencié del
grupo control (t,6=-0,0418;
control ht-anterior ht-posterior
p=0,287).
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1.4. DISCUSION

La actividad de las células dopaminérgicas en preparaciones dénde la
sustancia negra se encuentra desaferentizada es diferente de la actividad
registrada en animales anestesiados, paralizados o en libre movimiento,
en los que la sustancia negra conserva todas sus aferencias La diferencia
radica fundamentalmente en su modelo de descarga si bien pueden
existir diferencias en la frecuencia. Las neuronas de preparaciones de
rodajas cerebrales presentan un modelo de descarga muy regular y sin
rafagas conocido como descarga en "marcapasos" (Kita, Kita y Kitai,
1966; Brodie y Dunwiddie, 1987; Grace, 1987; Shepard y Bunney, 1988).
Sin embargo, en preparaciones in vivo, las células dopaminérgicas de la
sustancia negra descargan de forma irregular y tanto en forma de espigas
simples como en rafagas. Es mas, en animales en libre deambulacion la
descarga en rafagas es mayor que en animales anestesiados o
paralizados (Freeman y col., 1985) y se ha descrito que descargan en
forma de rafagas cuando los animales estan realizando tareas
locomotoras o cuando se presentan estimulos asociados a reforzamiento
(Diana y col., 1989; Romo y Schultz, 1990; Schultz y Romo, 1990).

Todo esto hace pensar que tanto la irregularidad como la descarga en
rafagas son dos caracteristicas de la actividad electrofisiolégica de las
células dopaminérgicas que estan directamente relacionadas con la
accion de las aferencias sobre la SN.

Asi pues, la actividad de las neuronas dopaminérgicas es el resultado de
la combinacion de las propiedades intrinsecas de su membrana (actividad
enddégena de la propia célula) y de la modulacion de su conductancia por
la actividad procedente de las aferencias. Los estudios intracelulares in
vivo muestran que el patron de descarga de las células DA
nigroestriatales esta sustentado en la alternancia de dos corrientes: una
despolarizacién lenta que ocurre espontaneamente y lleva a la membrana
desde su potencial en reposo al valor umbral, y una posthiperpolarizacion
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mediada por una conductancia de potasio (Grace y Bunney, 1984). La
despolarizacion lenta dispara espigas en las neuronas dopaminérgicas y
tiene una serie de caracteristicas en comun con los potenciales en
marcapasos (Grace y Bunney, 1984).

En base a la informacion disponible, el modelo actual de regulacién de las
células A9 se fundamenta en la regulacion por liberacion dendritica de DA
(Aghajanian y Bunney, 197 ; Groves y col; 1975), por la interaccion con otras
células nigrales (Grace y Bunney, 1985) por aferencias ipsilaterales, en
especial la via estriatonigral (Dray, 1979) y por aferencias contralaterales
(Castellano y col., 1991).

En el presente experimento quisimos comparar el efecto de la desconexion
de las aferencias anteriores y el de las aferencias posteriores sobre la
actividad electrofisiolégica de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales.

Todas las neuronas registradas cumplen los criterios para ser consideradas
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales. En el caso de las ratas
hemitranseccionadas anteriormente a la sustancia negra, como es légico, no
se pudo realizar la prueba de activacion antidrémica desde el esfriado. No
obstante, dado que este grupo no se diferencié del grupo control en la mayor
parte de los parametros estudiados con la excepcion del coeficiente de
variacion, el hecho de las marcada diferencias que presentan las neuronas
DA con las neuronas no dopaminérgicas de la nigra y zonas adyacentes (
Bunney y co1,1973; Guyenet y Crane, 1981; Deniau y col, 1978; Grace y
Bunney, 1980, 1983a) y las coordenadas utilizadas (Bunney y col., 1973)
nos hacen concluir la naturaleza dopaminérgica de este grupo celular.

La frecuencia de descarga (numero de espigaslsegundo) de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales de las ratas hemitranseccionadas
posteriormente, se modificé significativamente tanto con respecto al grupo
control (sin hemitranseccion) como con respecto al grupo con
hemitranseccion anterior a la sustancia negra. Este aumento en la
frecuencia de descarga parece que es debida fundamentalmente a un
aumento del numero de descarga en forma de espigas simples ya que,

91
PAGE



EXPERIMENTO 1

aunque la descarga en rafagas aumentdé, no se diferencié
estadisticamente del grupo control ni del grupo con hemitranseccion
anterior, tampoco se modificé el nimero de espigas dentro de rafagas y
se observaron diferencias significativas en la frecuencia de descarga
fuera de rafagas.

La henitranseccion anterior aumenta la regularidad de la descarga de las
neuronas dopaminérgicas nigrales sin afectar su frecuencia.

Esto nos lleva a pensar que el efecto de las aferencias anteriores sobre
las neuronas NSDA es diferente al efecto de las aferencias posteriores.
Las primeras parecen estar mas relacionadas con la regularidad de los
intervalos interespigas mientras que las aferencias posteriores parecen
estar mas involucradas en la frecuencia de descarga.

Ante estos resultados, no podemos olvidar el hecho de que los registros
electrofisiolégicos se han realizado en animales anestesiados y sabemos
que hay algunas diferencias en las caracteristicas electrofisiolégicas de
las neuronas NSDA cuando el animal se encuentra bajo el efecto de la
anestesia con respecto a registros en animales paralizados o en libre
deambulacién (Bunney y col, 1973; Mereu y col en 1983, 1984; Freeman
y Bunney, 1987; Schultz y Romo, 1987; Kelland y col., 1989; ).

Por otra parte, el hecho de que las modificaciones aqui encontradas no
sean de gran magnitud desde el punto de vista bioeléctrico, si es posible
que tengan un efecto multiplicador sobre la neurotransmision. Asi, se ha
observado que la liberacion de dopamina en el estriado inducida por
estimulacion eléctrica del MFB se incrementa de manera exponencial al
aumentar la frecuencia de estimulacion. Ademas, si se estimula el MFB a
la misma frecuencia pero a intervalos iguales o agrupando Ilas
estimulaciones en rafagas ocurre que la liberacion de dopamina es dos
veces mayor (Gonon y Buda, 1985; Gonon y co1.,1991). En definitiva,
pequefios cambios, tanto en la frecuencia de descarga, como en el
modelo de descarga se pueden traducir en grandes diferencias en cuanto
a la cantidad de dopamina liberada en el estriado.

No tenemos conocimiento de estudios similares con respecto a la ht
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posterior. En cuanto a la hemitranseccién anterior si hay algunos estudios
con resultados similares en cuanto a la disminucion del coeficiente de
variacion que, en ocasiones, alcanzan la significacion pero no siempre
(Zhang y col., 1992; Smith y Grace, 1992). Algunos investigadores indican
una modificacion en la frecuencia de descarga tras la hemitranseccion
anterior en algunas neuronas si su descarga es moderada (Zhang y col.,
1992) o segun su localizacién (Smith y Grace, 1992).

La idea actual de la regulacion de la actividad de las NSDA por aferencias
procedentes de otros nucleos es que, fundamentalmente, se debe a las del
cerebro anterior, especialmente a las del estriado (Dray, 1979; Bunney y
Aghajanian, 1976; Grace y Bunney, 1979; Waszcak y col., 1980; Eng y
Walters, 1980; Vicent y col., 1982; PalKovits y col., 1984; Zamir y col., 1984;
Grace y Bunney, 1985; Ryan y col., 1986: Reid y col; 1988, 1990 a b,c;
Christensson- Nylander, 1986; Collingridge y Davies, 1980; 1981) y también
las procedentes de la corteza prefrontal (Gariano y Groves, 1988) y del
subtalamo (Smith y Grace, 1992). Pero nuestros datos sugieren que las
aferencia posteriores también son relevantes para entender la actividad
electrofisiologica de las neuronas dopaminérgicas nigrales. De hecho,
sabemos que la actividad de las A9 esta regulada por una gran variedad de
estimulos sensoriales periféricos (Grace y co1.,1980; Chiodo y col., 1980;
Hommer y Bunney, 1980; Kelland y col., 1989; Mantz y col., 1989). Como la
destruccién de los sistemas de vias aferentes desde el cerebro anterior no
eliminan estas respuestas (Grace y col., 1980; Kelland y col., 1989) existe la
posibilidad de que las llegadas de estos estimulos a la nigra se realice a
través de los sistemas aferentes ascendentes.

La importancia de las aferencias posteriores sobre la actividad de las células
NSDA, los escasos conocimientos actuales sobre dichas aferencias en
comparacion con los relativos a las aferencias anteriores asi como los
resultados obtenidos en este experimento, nos ha llevado a plantear el
estudio de la regulacion de la actividad de las NSDA por parte de las
aferencias posteriores a la sustancia negra y hemos centrado nuestra
atencion en la accion del nucleo tegmental pedunculo-pontino, por la
posibilidad adicional de que este nucleo esté implicado en la
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regulacion contralateral de la actividad electrofisioldgica de las neuronas
NSDA.
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2. EXPERIMENTO 2

Respuestas de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales a la
estimulacion eléctrica del nucleo pedunculo-pontino ipsilateral.

2.1 OBJETIVOS

Los resultados obtenidos en nuestro primer experimento en relacion a la
importancia de las aferencias posteriores sobre la actividad
electrofisiologica de las células NSDA y los escasos conocimientos
actuales de dichas aferencias comparados con las aferencias anteriores
nos ha llevado a plantear el estudio de la influencia sobre la actividad de
las NSDA por parte de las aferencias posteriores a la sustancia negra.
En la presente Tesis doctoral centraremos nuestro estudio en la
influencia de la estimulacion eléctrica del PPN sobre la actividad de las
células NSDA, una de las estructuras mas densamente inervada por el
PPN (Jackson y Crossman, 1983; Saper y Loewy, 1982; Parent y De
Bellefeuille, 1983; Scarnati y col., 1986, 1987a, 1987b).

Estudios previos han centrado su investigacion sobre una respuesta
excitatoria de latencia corta (2-3 ms) encontrada en las NSDA tras la
estimulacion del PPN (Scarnati y col.,, 1986, 1987a, 1987b). Esta
respuesta ha sido asociada a vias glutamaérgicas PPN-SNc. Sin
embargo, se sabe que existen también otras vias colinérgicas v,
probablemente, de otros neurotrasmisores (Sugimoto, y Hattori, 1984;
Scarnati y col., 1986, 1987b; Di Loreto y col. 1992; Lee y col. 1988 ). Por
otra parte, el PPN inerva también a la SNr (Graybiel, 1977; Saper y
Loewy, 1982; Gerfen y col., 1982; Moon Edley y Grabyel, 1983) y a otras
areas cerebrafes como el subtalamo o el nucleo entopeduncular
(Jackson y Crossman, 1983; Woolf y Butcher, 1985; Canteras y col.,
1990) con influencia sobre la actividad de las NSDA. Esto nos lleva a
pensar que la influencia del PPN sobre la actividad de las NSDA es
probablemente
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mucho mas compleja que lo que han mostrado diferentes estudios
realizados hasta ahora. En este experimento, pretendemos:

1) Estudiar y evaluar otras posibles respuestas de las NSDA ftras la
estimulacion del PPN sobre la actividad de las NSDA. Para ello hemos
utilizado como anestésico el hidrato de cloral que sabemos bloquea, al
menos, la repuesta excitatoria corta (Kelland y col, 1990) descrita hasta
ahora y nos asegura que las posibles respuestas que encontremos no
seran rebotes de la misma.

2) En caso de encontrar algun tipo de respuesta, estudiar si modifica la
actividad basal de las neuronas NSDA y si hay algun tipo de relacion
entre la actividad basal y las respuestas obtenidas.

2.2. MATERIAL Y METODO
2.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental elegido para la realizacion de este segundo
experimento estaba constituido por una variable intragrupo (estimulacion
eléctrica del PPN ipsilateral) con dos niveles: antes y durante la
estimulacion.

Las variables dependientes fueron:

1. Variables dependientes de los HTPEs:

* Numero de respuestas por célula.
* Latencia de inicio y duracién de cada respuesta.

* Numero de potenciales de accion modificados en los periodos
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con respuesta por células (POTENCIA ABSOLUTA), donde se puede
distinguir:

* Numero de potenciales inducidos por estimulacion en los
periodos de excitacion.

* Numero de potenciales de acciéon suprimidos por estimulacion
en los periodos de inhibicion.

* Porcentaje de potenciales de accién inducidos o suprimidos
en relacibn a los esperados antes de la estimulacion
(POTENCIA RELATIVA).

2) Variables dependientes de frecuencia y modelo de descarga descritas
para el experimento 1.

La estimulacion consistié en un pulso cuadrado de corriente de 300 mA
de intensidad, 0,3 ms de duracion a 1 Hz de frecuencia. Las
caracteristicas del electrodo de estimulacion son las descritas en el
método general.

2.2.2. SUJETOS EXPERIMENTALES

Se registraron 46 células dopaminérgicas nigroestiatales en 8 ratas
machos Sprague Dawley anestesiadas con hidrato de Cloral. Las
coordenadas de estimulacion del PPN fueron: 1,8 mm lateral a la linea
media, 7,8 mm posterior a bregma y 7,3 mm ventral a la duramadre
(Paxinos y Watson, 1986).

Las ceélulas fueron consideradas como dopaminérgicas nigroestriatales
si cumplian los criterios expuestos en el método general. Ademas, las
células utilizadas en este estudio pertenecen a ratas en las que se
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comprobdé histologicamente que el electrodo de estimulacion estuvo
bien situado.

2.2.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los registros constaban de dos fases, una primera fase de 4 minutos
en la que se registraba la actividad espontanea estable de la neurona
y un segundo periodo de 7 minutos aproximadamente (dependiendo de
la frecuencia de descarga de la neurona hasta completar un minimo de
1500 PA en el periodo de estimulacién) en el que se registraba la
actividad basal al tiempo que se estimulaba el PPN.

2.2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos se emplearon ANOVAs de medidas
repetidas de una via con un factor de medidas repetidas (antes-
durante la estimulacién) y el test de T de Student para el contraste de
medias. Para el estudio de distribuciones en alguna de las variables se
empled la prueba de bondad de ajuste Chi?>. Los contrastes se
estimaron significativos cuando el error a fue inferior a 0,05. También
se utilizaron diferencias de medias para muestras relacionadas y
coeficientes de correlacién de Pearson.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1 HISTOGRAMAS PERIESTIMULO

Las células registradas presentaron potenciales de accién bifasicos o
trifasicos con la primera fase positiva y duracion superior a 2,5 ms.
Todas ellas, fueron registradas en la SN compacta o zonas
inmediatamente adyacentes, segun mostraron las comprobaciones
histologicas posteriores. Algunas de estas neuronas mostraron
actividad en rafagas de acuerdo con lo descrito en otros trabajos
(Bunney y col., 1973; Grace y Bunney, 1980; 1983a; 1984b), con
disminucion de amplitud de los PAs segun avanza la rafaga.

Se comprobd que las células presentaban respuestas antidromicas.
Estas respuestas antidrémicas cumplieron los criterios de latencia
constante, una respuesta por estimulacion, permanencia con 50 Hz
de estimulacion y colision con una espiga espontdnea. La media de
las latencias antidromicas por estimulacion estriatal fue de 10,01 t
0,29 [rango: 7,44-16,88] ms.

A partir de las coordenadas de registro y de la latencia antidrémica de
cada célula, se estimd su velocidad de conduccién) La media de la
velocidad de conduccién obtenida fue de 0,67 t 0,02 [rango: 0,36 -
0,99 m/s].

Los electrodos de estimulacion de la region del PPN, segun
mostraron las comprobaciones histolégicas, estaban en la zona
(figura 2.1). En la figura 2.2 se muestran cuatro ejemplos de los
histogramas de tiempos periestimulos obtenidos tras la estimulacion
del PPN. Se presenta un histograma de una célula con una repuesta
inhibitoria (A) con una respuesta excitatoriados (B) con dos
respuestas inhibitorias (C) y con una secuencia de cuatro respuestas
mixtas (D).
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FIGURA 2.1. Comprobacion histologica de la situaciéon del electrodo
de estimulacién del PPN tomando como referencia el atlas de Paxinos
y Watson (1986). DR= rafe dorsal, xscp= decusacién del pedunculo
cerebelar superior,~ PnO= nucleo reticular pontino oral, SPTg= nucleo
tegmental subpeduncularpontino, PPTg=ntcleo tegmental pedinculo
pontino (PPN); est= marca del electrodo de estimulacién.
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FIGURA 2.2. HTPEs de cuatro células catalogadas como dopaminérgicas
nigroestriatales. Estos histogramas se obtuvieron al sumarlos PAs registrados en
cada ms desde 200 ms. antes de cada estimulacién del PPN ipsilateral hasta 800 ms.
transcurridos después de la aplicacion de los mismos.
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De las 46 células registradas, el 84,78 % mostré alguna respuesta y el
47,83 % mostr6 mas de una respuesta a la estimulacion del PPN
ipsilateral. En las células que respondieron, la primera respuesta fue una
excitacion en el 43,59 % de éstas y una inhibicién en el 56.41 %. Cuando
se encontraron células con mas de una respuesta la segunda respuesta
fue una excitacion en el 61,9 % de los casos y una inhibicion en el 38,09 %
de los casos (figura 2.3).

70- 61,9
> R
56,41
60 = d—_——

43,59

50-
38,09

40-

30-

% células

20
[ Tinhibicion

10-

|} EJExcitacion

12 respuesta 23 respuesta

FIGURA 2.3. Porcentaje de células que presentaron una inhibicion y porcentaje de las que
presentaron una excitacién, por primera respuesta, del total de células con respuesta y, de las
células con mas de una respuesta, porcentaje de células que presentaron una inhibibicion y las
que presentaron una excitacion como segunda respuesta, tras la estimulacion del PPN
ipsilateral.
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El porcentaje de células excitadas o inhibidas en los distintos periodos
de 1 ms tras la estimulacién del PPN se muestra en la figura 2.4. Como
se observa, la mayor parte de los periodos excitatorios e inhibitorios se
produjeron antes de los 200 ms postestimulacion. Un alto porcentaje
de células estaban inhibidas durante los primeros 100 ms no
encontrandose ningun tipo de respuesta después de los 500 ms. Entre
los 17 y 59 ms el porcentaje de células inhibidas fue mayor que el de
células excitadas (p<0,05 de la Chi® excitacién vs. inhibicién).
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FIGURA 2.4. Porcentaje de células A9 que se encontraban
excitadas o inhibidas en los distintos periodos de 1 ms posteriores
a la estimulacion del PPN ipsilateral (*=p<0,05 tras la Chi?=
excitacioén vs. inhibicién).
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El 47,5 % de las respuestas tuvieron una latencia postestimulo menor de
20 ms y el 17,5 % de las respuestas tuvieron una latencia inferior a 10
ms. En la figura 2.5 se muestra el porcentaje de respuestas obtenidas en
funcion de su latencia postestimulacion agrupadas en periodos de 10 ms.
Se observa cdmo la mayoria de las respuestas inhibitorias se inician en
periodos anteriores a los 50 ms. con un pico inhibitorio entre los 20-30
ms. Las respuestas excitatorias se distribuyen de una forma mas
homogénea a lo largo de los 255 ms postestimulacién.

— inhibiciones

__ excitaciones

\) N
o P

latencia postestimulacién (mseg.)

FIGURA 2.5. Histograma de !as latencias (intervalos de 10 ms) de las distintas
respuestas de las células A9 a la estimulacion del PPN ipsilateral.
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En cuanto a la duracion de esta respuesta, la figura 2.6 muestra como.
tanto en la primera como en la segunda respuesta las inmbiciones
(media primera respuesta = 104,63 t 13,23 ms. media a segunda
respuesta = 113,87 t 24,71ms) son mas duraderas que las excitaciones
(media primera respuesta = 37,3 t 7,12 ms media segunda respuesta =
71,311 3,71ms).
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FIGURA 2.6. Media y error estandar de la duracién de las distintas
respuestas de las células A9 a la estimulacion del PPN ipsilateral.

A pesar de las diferencias obtenidas hasta ahora entre las inhibiciones y
las excitaciones, al comparar la potencia absoluta (nUmero de
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potenciales de accién inducidos o suprimidos por estimulo ) durante

la primera

respuesta,

encontramos que fue similar para '.as

inhibiciones y para las excitaciones, sin embargo, en la segunda
respuesta fue mayor para las respuestas excitatorias que para las

inhibitorias (Fig. 2.7).
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FIGURA 2.7. Media y error estandar de la potencia absoluta en la primera y segunda
respuestas excitatorias e inhibitorias tras la estimulacién del PPN ipsilateral *=p<0,05).

Al comparar las potencias relativas (porcentaje de modificacion de
potenciales de accion en relacion a los potenciales de accion
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esperados sin estimulacién), encontramos que las excitaciones son mucho
mas intensas en la primera que en la segunda respuesta pero las
inhibiciones son similares durante ambas respuestas ( Fig.2.7.2)

A B.

40
1.000 .

© sood - «© 30 [ o
= | =
223 5]
cC so00 A et
1] « 2°|
= S l
E 400 . 2
o [=} |
o- Q- i0|

200_ N {_.;: |

PRIMERA SEGUNDA Primera Segunda
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FIGURA 2.7.2. Media y error estandar de la potencia relativa en la primera y segunda
respuestas excitatorias e inhibitorias tras la estimulaciéon del PPN.

2.3.2.- ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LAS NSDA Y RESPUESTAS A
LA ESTIMULACION DEL PPN

La estimulacion eléctrica del PPN a 1 Hz, no fue capaz de modificar ni la
frecuencia ni el modelo de descarga de las NSDA (como se muestra en la
tabla 2.1 y en la figura 2.8).
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TABLA 2.1. Diferencia de medias para las diferentes VDs de ,a actividad antes y
durante la estimulacion ipsilateral del PPN. No encontramos diferencias entre
ambas fases.

t(21) P
espigas/s -0,50 0,621
rafagas/s 0,49 0,630
espigas/s dentro de rafagas 1,02 0,320
espigas/s fuera de rafagas -1,42 0,170
Coeficiente de variacion 1,56 0,133
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FIGURA 2.8. Media t error de las distintas VDs. de la actividad basal, antes y
durante la estimulacion del PPN ipsilateral.
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Sin embargo, al relacionar la actividad basal con la repuesta obtenida en el
periestimulo, encontramos indices de correlacién significativos entre el
numero de potenciales de accidn modificados y algunos de los parametros de
la actividad basal. No detectamos relacion lineal significativa con espigas /s
fuera de rafagas y con el coeficiente de variacion (tabla 2.2).

Al estudiar esta correlacion separando potenciales de acciéon inducidos
(respuesta excitatoria) de potenciales de accidon suprimidos (repuesta
inhibitoria) por estimulaciéon aplicada, encontramos que esta correlacion
desaparece (a excepcion de una pequefia correlacion positiva con las
rafagas), con respecto a las respuestas inhibitorias, pero aumenta
notablemente para las excitatorias Tabla 2.2, Fig 2.9.

TABLA 2.2. Coeficientes de correlacion de Pearson del grupo estimulado
ipsilateralmente a la sustancia negra (n = 46) (espigas/s = PA/s: rafagas/s
Rafagas; espigas/s dentro de rafagas = Dentro; espigas/s fuera de rafagas
Fuera; coeficiente de variacion = CV).

PA PA PA
MODIFICADOS SUPRIMIDOS INDUCIDOS
/ ESTIMULO /| ESTIMULO / ESTIMULO
PA/s 0,45 0,17 0,54
p = 0,001 p = 0,258 p = 0,000
Rafagas 0,46 0,30 0,42
p = 0,001 p = 0,041 p = 0,003
Dentro 0,42 0,18 0,48
p = 0,004 p = 0,236 p = 0,001
Fuera 0,14 0,03 0,19
p = 0,339 p = 0,855 p = 0,200
cV 0,28 -0,21 0,24
p = 0,056 p=0,152 p= 0,106
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FIGURA 2.9. Correlacién entre la potencia absoluta de inhibiciones y excitaciones con
respecto a las diferentes VDs. de la actividad basal.
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Con el fin de corroborar la informacién aportada por los estudios de
correlacion, se procedié a comparar los potenciales de accién modificados,
los inducidos y los suprimidos, dividiendo la poblacién de células
estudiadas en dos grupos: Grupo 1, células con actividad basal por debajo
de la media y grupo 2, células con actividad basal por encima de la media,
los resultados se muestran en la tabla 2.3. Se observa como en las células
cuyas variables de actividad basal (nUmero de potenciales de accion/s,
numero de rafagas/s y niumero de potenciales dentro de rafaga) estan por
encima de la media se inducen mas potenciales de accién por estimulo
que en las células que estan por debajo de esas medias (p<0,05). No se
encontré diferencias en cuanto al numero de potenciales fuera de rafagas y
en cuanto al coeficiente de variacion encontramos lo contrario, es decir, en
las células cuyo CV estda por debajo de la media se inducen mas
potenciales de accién por estimulo si bien, como hemos visto, la
correlacion no alcanzo la significacion. Para las inhibiciones, como cabia
esperar, no encontramos diferencias significativas entre los dos grupos
para ninguna de las variables.
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TABLA 2.3. Diferencia de medias de potenciales de accion modiflcadcs,
inducidos y,. suprimidos considerando dos grupos de célula: Grupo 1= células
con VDs por debajo de la media y grupo 2= Células con VDs por encima de la

media.

SPIGAS/S (MEDIA = 4,09 £ 0,32)

Media PA modificados/estimulo

Grupo 1 (26)

Grupo 2 (20)

0,29 £ 0,06

{,.= -2,85, p = 0,007

0,59 £ 0,09

Media PA inducidos/estimulo

Grupo 1 (26)

Grupo 2 (20)

0,12 £ 0,03

0,34 £ 0,07

te1o=-2,88,p= 0,008 "

RAFAGAS/S (MEDIA = 0,22 £ 0,005)

Media PA modificados/estimulo

Grupo 1 (34)

Grupo 2 (12)

0,33 £ 0,06

t,=-312,p=0,003

0,7 £0,12

Media PA inducidos/estimulo

Grupo 1 (34)

Grupo 2 (12)

0,15+0.3

'——'—__i

0.4 £ 0,000

PAGE

112



EXPERIMENTO 2

ESPIGASI/S (MEDIA = 4,09 £ 0,32)
Media PA modificados/estimulo

Grupo 1 (26) Grupo 2 (20)

0,29 £ 0,06 0,58 £ 0,09

t,.=-2,85; p = 0,007
Media PA inducidos/estimulo
Grupo 1 (26) Grupo 2 (20)
0,12 £ 0,03 0,34 £ 0,07

ths 10 = -2,88; p = 0,008

[ ESPIGAS/S FUERA DE RAFAGAS (MEDIA = 3,15 £ 0,22)
Media PA inducidos/estimulo
Grupo 1 (23) Grupo 2 (23)
0,14 £ 0,05 0,3+£0,05

|| t, = -2,27; p = 0,028 “

COEFICIENTE DE VARIACION (MEDIA = 0,5 + 0,04)
Media PA modificados/estimulo

Grupo 1 (28)

Grupo 2 (18)

0,053 + 0,08

_
t,,= -2,47, p = 0,017

0,26 £ 0,07

Media PA indu

cidos/estimulo

Grupo 1 (28)

Grupo 2 (18)

0,29 £ 0,00

0,11 £ 0,04

|| sCrass sddoe BSG: P 0,028 " uie e o) |
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2.4. DISCUSION

La sustancia negra es una de las estructuras mas densamente inervada por
las células del PPN (Saper y Loevry, 1982; Jackson y Crossman, 1983;
Moon Edley y Graybiel, 1983; Scarnati y col.. 1984, 1986, 1987, 1988;
Beninato y Spencer, 1988). Muchas terminales de fibras del PPN se
arborizan extensamente en la sustancia negra con espinas y varicosidades
axonicas que forman contactos sinapticos asimétricos con de las neuronas
de la pars compacta de la SN y especialmente sobre neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales (scarnati y col., 1988; Tokuno y col., 1988).

Se ha descrito una via glutamatérgica PPN-SN que es capaz de inducir una
respuesta excitatoria corta, con una latencia de 2-3 ms, en las neuronas de
la sustancia negra pars compacta (Scarnati y col., 1986; Scarnati y col.,
19870; Di Loreto y col.,, 1992). Nosotros mostramos aqui evidencias
eléctrofisiologicas que sugieren que la accion del PPN sobre la actividad de
las células A9 es mas compleja que la que origina la respuesta excitatoria de
latencia corta. La respuesta excitatoria de latencia corta, ha sido identificada
en el 30% de las neuronas nigroestriatales (Scarnati y col., 1984,1986, 1987,
1988; Di Loreto y col, 1992). En el presente experimento nosotros
identificamos al menos una respuesta excitatoria o inhibitoria en el 84,78 %
de las células A9 estudiadas. Estas respuestas, probablemente, no incluyen
la respuesta de latencia corta descrita por Scarnati y col. (Scarnati y col.,
1984,1986, 1987, 1988) ya que en nuestro experimento los animales fueron
anestesiados con hidrato de cloral, un procedimiento que bloquea la
respuesta excitatoria de latencia corta (Kelland et al 1990) con lo cual nos
aseguramos de que las respuestas que obtenemos no son respuestas
rebote de la respuesta excitatoria de latencia corta. Ademas, encontramos
un alto porcentaje de respuestas inhibitorias (las respuestas descritas hasta
ahora han sido siempre excitatorias.

Por otra parte nuestros datos sugieren que la accion de las células del
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PPN sobre la actividad de las células A9 es compleja (mostrando
excitaciones, inhibiciones 0 ambas) y puede estar inducidas por vias directas
o indirectas PPN-SNc.

Estudios morfolégicos han demostrado que la via a PPN-SN esta
compuesta también por neuronas no glutamatérgicas Sacer y Loewy, 1982;
Jackson y Crossman, 1983; Parent y De Bellefeuille 1983; Sugimoto y
Hattori, 1984; Scarnati y col., 1986; Lee y col. 1988; Di Loreto y col., 1992),
de hecho la poblacién celular del PPN presenta una gran heterogeneidad
bioquimica y electrofisiologica (Woolf y Butcher, 1986; Amstrong y col.,
1983; Clements y Grant, 1990; Golsmith y Van der Kooy, 1988; Kang y Kitai,
1990; Kimura y col., 1981; Scarnati y col., 1987a, 1987b; Spann y Grofova,
1992). Investigaciones electrofisioldgicas han descrito tres tipos neuronales
en el PPN (Leonard y Llinas, 1988; Kang y Kitai, 1990). Otros estudios han
encontrado células que sintetizan acetilcolina, glutamato, sustancia P,
atriopeptina. factor de crecimiento fibroblastico y 6xido nitrico (Coté y Parent.
1992: Geula y col.. 1993; Standaert y col., 1986; Woolf y col., 1986). Estas
células presentan conexiones reciprocas y extensas con muchos nucleos
cerebrales, mandando tanto proyecciones ascendentes que inervan
diferentes estructuras talamicas, hipotalamicas, extrapiramidales, limbicas y
corticales como proyecciones descendentes que inervan los nucleos
reticular, pontino, vestibular y cerebelar, la médula espinal y la médula
ventrolateral (Jackson y Crossman, 1983; Sofroniew y col., 1985; Rye y col.,
1988; Goldsmith y Van der Kooy, 1988; Spann y Grofova, 1989; Woolf y
Butcher, 1989 Yasui y col., 1990).

El haber encontrado un 56,41 % de células con una primera respuesta
inhibitoria seguida por una segunda respuesta excitatoria y un 43,59 % de
células con una primera respuesta excitatoria seguida de una 2° respuesta
inhibitoria nos podria llevar a pensar que un tipo de respuesta es
consecuencia de la otra y que no se tratan de respuestas independientes.
No obstante, aunque esto se pudiera dar en algun caso, no parece ser lo
general ya que, como se muestra en la figura 2.4, las excitaciones y las
inhibiciones coexisten en los mismos periodos de tiempo, aunque entre los
17-59 ms postestimulacién la probabilidad para las inhibiciones es mayor
que para las excitaciones, esta diferencia, probablemente, esta relacionada
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con la mayor duracion de lias respuestas inhibitorias (fig.2.6.). Si una
respuesta fuera rebote de la antesrior, lo que cabria esperar seria que
aparecieran en periodos consecutivos.

Esta independencia entre las respuestas se reafirma al encontrar que accién
excitadora es mas efectiva sobre una subpoblacién de células A9 ~ con un
determinado modelo de actividad electrofisiolégica, mentras que la accién
inhibidora, por su parte, es menos selectiva e igual de intensa en toda la
poblacion de células estudiadas. Asi, encontramos que se inducen mas
potenciales de accion en aquellas células con mayor actividad en rafagas y
con mas potenciales de accion dentro de rafagas Esta modalidad de
descarga en rafagas parece ser que es la mas efectiva para la liberacién de
DA en el estriado (Gonon, 1988; Cherg , col., 1994), por lo que el PPN
podria estar implicado en esta liberacion

No obstante, aunque ambas respuestas estan mediadas por vias diferentes,
la potencia absoluta (n° de potenciales de accion modificados por estimulo)
es similar para las excitaciones y las inhibiciones que podria explicar porqué
la estimulacion del PPN a 1hz de frecuencia no induce variaciones en la
actividad basal de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales.

Las células del PPN inervan la pars reticulata de la sustancia negra y otras
zonas del cerebro como el nucleo subtatamico o el nucleo entopeduncular
que influyen directamente sobre la actividad de las células A9 (Grofova,
1975; Hattori y col., 1975; Bunney y Aghajanian, 1976; Cartel y Fibiger,
1978; Gerfen y col., 1982; Smith y Parent, 1988; Schumued y col., 1989;
Robledo y Ferger, 1990; Smith y Grace, 1992). Las latencias de las
respuestas encontradas aqui sugieren que una parte de las respuestas de
las células A9 fueron producidas por una transmision polisinaptica mediada,
tal vez, por estos nucleos. La respuesta en si fue menor de 20 ms en el 47,5
% y menor de 10 ms en el 17,5% de los casos. Asi, una parte de las
respuestas podrian ser, probablemente, inducidas por una via directa PPN-
SNc. Como deciamos anteriormente, la respuesta excitatoria ha sido
descrita como una sinapsis glutamatérgica que actua sobre receptores no
NMDA (Di Loreto y col., 1992; Scarnati y col., 1984, 1986, 1987, 1988). La
accion ctrofisiolégica de proyecciones colinérgicas o no glutamatérgicas
(Saper y Loewy, 1982; Parent y De Bellefeuille, 1983; Sugimoto y Hattori,
1984; Scarnati y col., 1984, 1986, 1987,1988; Jackson y Crossman, 1983;
Standaert y col., 1986;Woolf y Butcher, 1986, 1989: Tokuno y col., 1988; Lee
y col., 1988; Geula y col., 1993; Coté y Parent. 1992; Di Loreto y col, 1992)
sobre la actividad de las células A9 se conoce menos. Las respuestas de
latencia media encontradas aqui podrian estar inducidas por estas otras vias
PPN-SNc.

Por ultimo, aun debemos asegurarnos de que estas
respuestas estan, efectivamente, originadas en células del PPN y no estan
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siendo originadas por la estimulacion de fibras de paso Esta es una duda
que nos surge, sobre todo, al encontrar una respuesta inhibitoria que no ha
sido descrita en otros trabajos en los que se comunica una influencia del
PPN sobre la SNc mediada por sustancias excitadoras (acetil colina,
glutamico...).

117
PAGE



EXPERIMENTO 3

3. EXPERIMENTO 3

Efectos sobre la actividad de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
de la estimulacion eléctrica del nucleo pedunculopontino contralateral.

3.1 OBJETIVOS

Puesto que existen evidencias de proyecciones contralaterales desde el
PPN a la sustancia negra (Saper y Loewy, 1982; Jackson y Crossman,
1983; Moon Edley y Graybiel, Scarnati y col., 1984), los objetivos de este
experimento fueron:

1.- Estudiar si la estimulacion eléctrica del PPN produce algun tipo de
respuesta en las células dopaminérgicas nigroestriatales de la SN
contralateral, observando las latencias y la intensidad de las mismas en
caso de producirse.

2.- Comparar los resultados obtenidos con los del experimento anterior en
el que se estimulo el PPN ipsilateral.
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3.2. MATERIAL Y METODO

3.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental elegido para la realizacion de este tercer
experimento esta constituido por una variable intragrupo (estimulacion
eléctrica del PPN contralateral) con dos niveles: antes de la estimulacion y
durante la estimulacion.

Las variables dependientes fueron:
1.- Variables dependientes de los HTPEs:

* Numero de respuestas por célula.
* Latencia de inicio y duracion de cada respuesta.

* Numero de potenciales de accion modificados en los periodos con
respuesta (POTENCIA ABSOLUTA) donde se puede distinguir:

* Numero de potenciales de accién inducidos en los periodos de
excitacion por célula.

* Numero de potenciales de accién suprimidos en los periodos
de inhibicién por célula.

* Porcentaje de potenciales de accion inducidos o suprimidos en
relacion a los esperados antes de la estimulacién (POTENCIA
RELATIVA).

2.- Variables dependientes de frecuencia y modelo de descarga descritas
para el experimento 1.

La estimulacion consistié en un pulso cuadrado de corriente de 300 pA de
intensidad, 0,3 ms de duracién a 1 Hz de frecuencia. Las
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caracteristicas del electrodo de estimulaciéon son las descritas en el método
general.

3.2.2. SUJETOS EXPERIMENTALES

Se registraron 39 células dopaminérgicas nigroestiatales en 7 ratas
machos Sprague Dawley anestesiadas con hidrato de cloral (tal y como se
ha descrito en el método general). Las coordenadas de estimulacion del
PPN fueron: 1,8 mm lateral a la linea media, 7,8 mm posterior a bregma y
7,3 mm ventral desde la duramadre (Paxinos y Watson, 1986).

Las células fueron consideradas como dopaminérgicas nigroestriatales si
cumplian los criterios expuestos en el método general. Ademas, las células
utilizadas en este estudio pertenecen a ratas en las que se comprobd
histologicamente que el electrodo de estimulacién estuvo localizado en la
region del PPN.

3.2.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los registros constaban de dos fases, una primera fase de 4 minutos en la
que se registraba la actividad espontanea estable de la neurona y un
segundo periodo, de 7 minutos aproximadamente, en el que se registraba
la actividad basal al tiempo que se estimulaba el PPN.
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3.2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos se emplearon ANOVAs de una via, con un
factor de medidas repetidas (antes-durante la estimulacion) y la T de
Student para contraste de medias. Para el estudio de distribuciones en
alguna de las variables, se empled la prueba de bondad de ajuste Chi?. Los
contrastes se estimaron significativos cuando el error a fue inferior a 0,05.
También se utilizaron diferencias de medias para muestras relacionadas y
coeficientes de correlacién de Pearson.

3.3. RESULTADOS
3.3.1 HISTOGRAMAS PERIESTiMULO

Las células registradas presentaron las caracteristicas descritas para las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales asi como las registradas en los
experimentos anteriores. La media de las latencias antidrémicas por
estimulacién estriatal fue de 10,52 t 0,39 [rango: 8 - 15,96] ms y la media
de la velocidad de conduccion obtenida fue de 0,56 t 0,02 [rango: 0,35-
0,78] m/s.

Los electrodos de estimulacion del PPN, segun mostraron las
comprobaciones histologicas, estaban bien localizados (figura 3.1). En la
figura 3.2 se muestran cuatro ejemplos de los histogramas de tiempos
periestimulos obtenidos tras la estimulacion del PPN contralateral a la
sustancia nigra.
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FIGURA 3.1. Comprobacion histolégica de la situaciéon del electrodo de estimulacion del
PPN tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1986). DR= rafe dorsal, xscp=
decusacion del pedunculo cerebelar superior, PnO = ndcleo reticular pontino oral, SPTg =
ntcleo tegmental subpeduncular pontino, PPTg= nucleo tegmental pedunculo pontino
(PPN); esf = marca del electrodo de estimulacion.

122
PAGE



EXPERIMENTO 3

Nimero de espigas
» a a
Numeio da espigas
= L} L A

a 1
200 -100 © 100 200 J00 400 300 700 BOD SO0 700 100 © 100 200 300 400 500 700 600 800

Latencia (ms ) Latencia (ms.)

NUmero de espigas

Nimaero de espigas
.

100 00 300 400 500 TOO 800 0O %0000 O 100 200 300 400 300 TGO DO 8OO
Latencia (ms.) Latencia (ms.)

FIGURA 3.2. HTPEs de cuatro células catalogadas como dopaminérgicas nigroestriatales.
Estos histogramas se obtuvieron al sumarlos PAs registrados en cada ms desde 200 ms
antes de cada estimulacion del PPN contralateral hasta 800 ms transcurridos después de la
aplicacion de los mismos.

123
PAGE



EXPERIMENTO 3

De las 39 células registradas, el 69,23 % mostro alguna respuesta y el 51,85
% mostré mas de una respuesta a la estimulacion del PPN contra-lateral. De
las células que respondieron, la primera respuesta fué una excitacion en el
22,22 % de las células y una inhibicion en el 77,78 %. Cuando se
encontraron células con mas de una respuesta, la segunda respuesta fue
una excitacion en el 85,71 % de los casos y una inhibicion en el 14,28 % de
los casos (figura 2.3).

% células

22,22

.

12 respuesta 22 respuesta

14,28

Excitacién
L] Inhibicién

FIGURA 3.3. Porcentaje sobre el total de células que presentaron una inhibicién y
porcentaje de las que presenfaron una excitacién, como primera respuesta y, de las células
con mas de una respuesta, porcentaje de células que presentaron una inhibibicion y las que
presentaron una excitacibn como segunda respuesta, tras la estimulacién del PPN
contralateral.

El porcentaje de células excitadas o inhibidas en los distintos periodos de 1
ms tras la estimulacién del PPN se muestra en la figura 3.4.
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Como se observa, aparece una densidad mayor de células inhibidas vy
excitadas en el intervalo de 0-100 ms postestimulacion, una densidad mayor
de células excitadas en el intervalo de 100-200 ms y a continuacién otra de
células inhibidas en el intervalo 200-400 ms. Después de los 500 ms no
aparece ningun tipo de respuesta. Entre los 0-100 ms y los 300-400 ms el
porcentaje de células inhibidas fue mayor que el de células excitadas
(p<0,05 de la Chi? excitacion vs. inhibicién).

% células

50 * *

40

30 _' .

: | — inhibiciones
-l 1 [_Jexcitaciones
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i
0 L

latencia postestimulacion (ms)

FIGURA 3.4. Porcentaje de células A9 que se encontraban excitadas o inhibidas en los
distintos periodos de 1 ms (marcado entre ftlechas) posteriores a la estimulacion del PPN
contralateral ('=p<0,05 tras la Chi* excitacion vs. inhibicion).
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El 51,22 % de las células tuvieron una latencia de respuesta postestimulo
menor de 30 ms y un 9,76 % inferior a 10 ms. En la figura 3.5 se muestra
el porcentaje de respuestas en funcidén de las latencias postestimulacion.
Se observa como la mayoria de las respuestas inhibitorias se inician en
periodos anteriores a los 50 ms, con un predominio de respuestas
inhibitorias entre los 20-30 ms. Las latencias de las respuestas excitatorias
se agrupan entre los 10-50 ms y entre los 100-150 ms.

30

— inhibiciones

|_lexcitaciones

/(/\A/\
o o o
$ 0 ® &

latencia postestimulaciéon (ms)

% células

Figura 3.5. Histograma de las latencias (intervalos de 10 ms.) de las distintas
respuestas de las células A9 a la estimulaciéon del PPN contralateral.
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En cuanto a la duracion de esta respuesta, la figura 3 6 muestra como en la
primera respuesta las inhibiciones (media primera respuesta = 79,24 t 17,05,
media segunda respuesta = 176 + ' 2 6 ) son mas duraderas que las
excitaciones (media primera respuesta = 31.57 t 8,53 media segunda
respuesta = 59,51 11,63).

350
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~— 200
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T

I ' \\ Excitacion
N

o N AN ] Inhibicion

Primera respuesta Segunda respuesta

5)

duracion
2
x.

FIGURA 3.6. Media y error estandar de la duracién de las distintas respuestas de
las células A9 a la estimulacién del PPN contralateral.
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A pesar de las diferencias obtenidas, hasta ahora, entre las
inhibiciones y las excitaciones, al comparar la potencia absoluta
numero de potenciales de accién inducidos o suprimidos por
estimulo encontramos que fue similar para las inhibiciones y para
las excitaciones (Figura 3.7).

Al comparar las potencias relativas (porcentaje de modificacion de
ppotenciales de acciéon, en relacion a los potenciales de accion
esperados sin estimulaciéon), encontramos que las excitaciones son
muchos mas intensas en la primera que la segunda respuesta
mientras que las inhibiciones son igual de potentes para ambos
tipos de respuestas (inhibitorias, figura 3.8 A, y excitatorias, figura

3.8 B).

0,4
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CU | | |
e |
E el
2 ol
o 025+
<
© 0,2~
c
q) 0;15_'
e
O
o Oo1r
0,05+

Inhibiciones Excitaciones

FIGURA 3.7. Media y error estandar de la potencia absoluta en la primera y segunda
respuestas excitatorias e inhibitorias tras la estimulacion del PPN contralateral.
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FIGURA 3.8. Media y error estandar de la potencia relativa en la primera y segunda
respuestas excitatorias e inhibitorias tras la estimulacién del PPN contralateral.

Al estudiar el porcentaje de células excitadas o inhibidas en los distintos
periodos de 1 ms tras la estimulaciéon del PPN contralateral (figura 3.4),
observamos una mayor probabilidad de excitacion entre 0 y 100 ms y entre
100 y 200 ms y, una mayor probabilidad de inhibicion entre 0 y 100 ms y
entre 200 y 400 ms. Seguidamente, procedimos a estudiar la posible
relacion entre las diferentes respuestas y con respecto a las variables de la
actividad basal con el fin de estudiar si la tendencia de las células a estar
excitadas o inhibidas en cada uno de esos periodos estaba relacionada v,
adicionalmente, si estas tendencias guardan algun tipo de relacion con la
actividad espontanea. Realizamos un estudio de correlaciones. Los
resultados con las correlaciones que resultaron significativas se recogen
en la la tabla 3.1. Encontramos correlacion significativa entre las
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excitaciones en el intervalo de 100 a 200 ms postestimulacion con las de los
intervalos de las inhibiciones, con la frecuencia de descarga y con la
frecuencia de descarga fuera de rafagas. Con el fin de valorar si la
correlacion encontrada entre las respuestas excitatorias y las inhibitorias
podia significar que unas eran rebotes de otras, calculamos a varianza
explicada a partir de las correlaciones (r,.2) fue de 14,22 % la de
excitaciones de 0 a 100 ms con respecto a las inhibiciones de 0 a 100 ms y
de un 15,4% con respecto a las inhibiciones de 200 a 400 ms.

TABLA3.1. Coeficientes de correlacién de Pearson entre la respuesta excitatoria
entre los ms 100-200 y las respuestas inhibitorias tras la estimulaciéon del PP,N
contralateral asi como con respecto a las variables de actividad basal espigas/s y
espigas/s fuera de rafagas.

| ~ EXCITACIONES DE 100 A 200 ms P |
coeficiente de
comrelacion ¢]
inhibiciones 0-100 0,371 0,049
inhibiciones 200-400 0,392 0,014
espigas/s 0,323 0,045
espigas/s fuera de rafagas 0,348 0,030

Al objeto de profundizar en la posible relacién entre las variables de a
actividad espontanea y las respuestas, comparamos la sensibilidad a ;a
estimulacion de las células que se situaban por debajo o por encima la
media de cada variable de actividad espontanea. Esto es, las células fueron
divididas en dos grupos en funciéon de que su frecuencia de descarga fuera
inferior o superior a la media de esta, variable y se compararon la potencia
absoluta de excitaciones e inhibiciones entre esos dos grupos. De forma
similar, se usaron el resto de los parametros de la actividad espontanea
(tabla 3.2.).
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TABLA 3.2. Medias y contrastes estadisticos de potenciales de accién
modificados, inducidos y suprimidos en las células agrupadas segun su
actividad espontanea: Grupo 1= células con VDs (espigas/s, espigas s fuera de
rafagas y coeficiente de variacién) con un valor inferior a la media de a variable
estudiada y grupo 2= Células con un valor inferior VDs por encima de la
mediana a ce variable estudiada.

ESPIGAS/S (MEDIA = 3,62 = 0,29)

Media de potenciales de accién inducidos de 0 a 100 ms

Grupo 1 (23)

Grupo 2 (16)

0,05

—_——

Tos = -2,7; p=0,014

0,24

Grupo 1 (23)

Media de potenciales de accién inducidos de 100 a 200 ms

Grupo 2 (16)

0,02

tﬁ".‘ = -2|56; p = 0,02

0,2

ESPIGAS/S FUERA DE RAFAGAS (MEDIA = 2,98 £ 0,2)

Media de potenciales de accién inducidos de 100 a 200 ms

Grupo 1 (22)

Grupo 2 (17)

0,06

| to2e =-2,12; p = 0,047

0,18
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~ COEFICIENTE DE VARIACION (MEDIA = 0,45 £ 0,03)
Media de potenciales de accién inhibidos de 0 a 100 ms
Grupo 1 (24) Grupo 2 (15)
0,14 0,043

h L, = 2,63, p = 0,01 |
" Media de potenciales de accion inhibidos de 200 a 400 ms |
Grupo 1 (24) Grupo 2 (15) |

0,09 0,07
tess = 2,30; p = 0,03 e

3.3.2. COMPARACI()N DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA
ESTIMULACION DEL PPN IPSILATERAL CON LOS DEL CON-
TRALATERAL

Por ultimo, comparamos las caracteristicas de las distintas respuesta
encontradas en este experimento con las obtenidas tras la estimulacion del
PPN ipsilateral (expuestos en el experimento 2). Como muestran las tablas
3.3, 34. y 34 no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los histogramas periestimulo, al comparar ambos grupos.

132
PAGE



EXPERIMENTO 3

TABLA 3.3. Comparaciéon de las medias de potencia absoluta y potencia relativa

total,

estimulacioén del PPN ipsilateral y contralateral.

de excitaciones y de inhibiciones (ver materal y, método) tras la

PAGE

IPSILAT. | CONTRA
e bnt n2 media media t p
Pot. Ab. 05¢ 04z
Total 39 | 26 0,06 0,07 (63)=0,74 | 0,46
Pot. Ab. 0,3% 03 %
Inhibic. 29 | 22 0,04 0,05 (49)=0,58 | 0,56
Pot. Ab. 0.3 £ 0,3
Excitac. 30 | 17 0,04 0,06 (45)=0,63 | 0,53
Pot. Rel. 315,06 179,08 £
Total 39 | 27 126,73 49,68 (64)=0,86 | 0,39
Pot. Rel. 64,84 £ 71,03
Excitac. 29 | 22 4,01 3,27 (49)=-1,14 | 0,26
Pot. Rel. 368,18 £ 191,72
Inhibic. 30 | 17 163,78 81,26 (45)=0,78 | 0,44
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TABLA 3.4. Medias de las latencias y de la duracién de las respuestas obtenidas
tras la estimulacion del PPN ipsilateral o contralateral y su contraste estadistico.

lat. inicio

1% resp. 39 | 27, | 29,7+399 | 349187 | (64)=-06 0,55

lat. inicio 146,81 + 134,36 £

2 resp. 21 14 17,58 26,54 (33) = 0.41 0,69

lat. inicio

19 rep. 17 | & | 2753+49| 235+ |(21)=043| 067

excit. 7,49

lat. inicio

18 resp. 2 | 21 31,36 38,19 (@41)= 0,585
inhib. +6 11 0,55

lat. inicio

24 resp. 13 | 12 175,31 18717 | (28)=1,00| 0287
excit. +19,41 +29,81

lat. inicio

28 resp. 8 2 100,5 1175 (8)=-0,26 0,79
inhib. +278 +71,5

duracion 75,28+ 68,67 +

1% resp. 39 | 27 9,65 13,86 (64)=0,4 0,687
duracién 87,52+ 76,14

2* resp. 21 14 10,39 20,01 (33)=0,55| 0,585
duracién

13 resp. 17 6 37,3 31,67 (21)=0,43 0,67
excit. 712 +8,53

duracion

18 resp. 2| 21 104,64+ 7924+ | (41)=1,18| 0,244
inhib. 13,23 17,05

duracion

2% resp. 13 12 71,31t 595+ (13,23) = 0,35
excit. 37 11,63 0,87

duracién

22 resp. 8 2 113,87+ 176 + (1,08) = 0,71

inhib, 247 0,126 -0,48
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TABLA 3.5. Porcentaje de células que muestran respuestas tras la estimulacion
del PPN ipsilateral o contralateral y los valores obtenidos tras el contraste de
proporciones.

contralateral ipsilateral Z p >0,05

células que

responden 69,23 84,78 i ¥ 4 n.s.

cél. con mas

de 1 resp. 51,85 53,84 -042 n.s.

cél.con 1 48,14 46,15 0,18 n.s.

resp.

cél. con al

menos 1 81,48 74,35 0,78 n.s.

inhib.

cél. con al

menos 1 59,25 76,92 -1,7 n.s.

excitac.

cél. con 12

resp. 1 inhib. T AT 56,41 1,32 n.s.
|| cél. con 12

resp. 1 excit. 22,22 43,58 -1,32 n.s.

cél. con 22

resp. 1 inhib. 7.4 20,51 -1,46 n.s.

cél. con 22

resp. 1 excit. 44 44 33,33 1,7 n.s.

cél. inhib-excit 40,74 33,33 1,22 n.s.

cél. excit-inhib 18,51 17,94 0,24 n.s.

cél. inhib-

inhib. 37 2,56 0,32 n.s.

cél. excit- 3.7 0 15T n.s.

excit.
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3.4. DISCUSION

En el presente experimento encontramos que la estimulacion eléctrica del
PPN contralateral produce respuestas tanto excitatorias como inhibitorias en
el 69% de las neuronas dopaminérgcas nigroestriatales registradas. La
latencia tardia encontrada para algunas respuestas sugieren que una parte
de las respuestas de las neuronas doraminérgicas nigroestriatales tras la
estimulacion del PPN contralateral estuvieron mediadas por transmision
polisinaptica. No obstante en el e! 51,22 % de los casos estas respuestas
presentaron latencias inferiores a 33 ms y en el 9,76 % las respuestas se
produjeron antes de los 10 ms Asi, muchas de estas respuestas, tal vez,
estén mediadas por vias directas desde el PPN contralateral a la SN.

De las células que tuvieron mas ce una respuesta la primera respuesta era
con mas frecuencia una inhibicion (77,78 % que una excitacion (22,22%),
pero en la segunda respuesta predominaban las excitaciones (85, 71%)
frente a las inhibiciones (14,28%). Por otra parte, las inhibiciones fueron mas
duraderas que las excitaciones. A pesar de estas diferencias, la potencia de
ambas respuestas fue similar, siendo las primeras respuestas mas intensas
(mayor potencia relativa) que las segundas. De estos datos y de la figura
3.4, en la que podemos separar cuatro tipos de respuestas diferenciadas por
ser o excitatoria o inhibitoria y por sus latencias, nos da la impresion de que
las respuestas mas tardias podrian se respuestas rebote de las mas
tempranas. Asi, podemos distinguir dos respuestas inhibitorias (una de 0 a
100 ms y otra de 200 a 400 ms) y dos respuestas excitatorias (una de 0 a
100 ms y otra de 100 a 200 ms). Para descartar o confirmar esta impresion,
estudiamos la correlacion existente entre las diferentes respuestas (Tabla
3.1). Encontramos una correlacion significativa entre las excitaciones de 100
a 200 y ambas respuestas inhibitorias, no obstante, como indica la varianza
explicada esta correlacion no es lo suficientemente grande para poder decir
que unas respuestas son consecuencia de ofras.

Por otra parte, también quisimos estudiar las posibles relaciones entre las
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diferentes respuestas de las células NSDA tras la estimulaciéon del
PPN contralateral y su actividad electrofisiolagica basal. Es decir, si
existia o no alguna relacion poblacional que determinara el tipo de
repuesta obtenida. Para ellc en primer lugar, calculamos la media
de la potencia absoluta de las excitaciones (P.A
inducidos/estimulo) y formamos dos grupos. Un grupo con aquellas
células en las que la variable de la actividad basal estuviera por
encima de la media y otro grupo cuya variable de actividad basal
estuviera por debajo de la media. Encontramos que se producen
mas potenciales de accién en todas las respuestas excitatorias de
as células mas rapidas; en las células con potenciales de accién
fuera de rafagas por encima de la media, se inducen mas
potenciales de accién entre 100 y 200 ms y en las células mas
regulares (CV por debajo de a media) también se suprimen mas
potenciales de accion por estimulo que en las mas irregulares (CV
por encima de la media a

En definitiva estos resultados no solo reafirman la independencia
entre los diferentes tipos de respuesta sino que ademas evidencian
una distribucion poblacional para cada tipo de respuesta. No
obstante, no cabria esperar que el PPN modificara la frecuencia,
puesto que la potencia absoluta de las excitaciones e inhibiciones
son iguales (Fig. 3.7}, sino mas bien que desplazara en el tiempo a
los potenciales de accion de las células NSDA en sintonia con la
actividad del PPN.

Por Jdltimo comparamos estas respuestas obtenidas tras la
estimulacién eléctrica del PPN sobre las NSDA contralaterales con
las encontradas al estimular el PPN ipsilateral y no encontramos
ninguna diferencia entre ambos tipos de estimulacion. Es decir, la
influencia del PPN contralateral sobre la actividad de las células
NSDA es tan importante como la influencia ipsilateral, mucho mas
estudiada hasta ahora.

Existen diferentes estudios sobre los mecanismos ipsilaterales que
regulan la actividad de las NSDA pero son pocos los trabajos acerca
de la influencia contralateral sobre la actividad de estas células.
Algunos estudios han mostrado que, manipulaciones unilaterales
inducen cambios en las células dopaminérgicas contralaterales. Asi,
modificaciones de la neurotransmisién dopaminérgica de un lado del
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cerebro, alteran la liberacion de DA en el caudado y en la SN
contralateral (Nieoullon y col., 1977; Leviel y col., 1979). La inyeccion en la
SN contralateral de muscimol, un agonista GABAérgico, o la estimulacién
eléctrica de la misma, provoca cambios metabdlicos en varias estructuras
extrapiramidales de ambos lados del cerebro, incluyendo la SNc (Savaki y
col., 1983; Dermon y col., 1990), y modifica la probabilidad de generacién
de potenciales de accién de las neuronas NSDA (Castellano y Rodriguez.,
1991). Asi mismo, la separacién de ambos hemicerebros mediante una
comisurectomia, modifica tanto la frecuencia como el patrén de descarga
de las NSDA (Castellano, y Rodriguez., 1993). El entendimiento de la
asimetria de los sistemas dopaminérgicos es un factor muy importante
para comprender la lateralizacién conductual (Diaz y col., 1987; Castellano
y col., 1987; Castellano y col., 1989; Rodriguez, y Afonso.). No obstante,
hasta ahora, no se ha demostrado la existencia de una proyeccion directa
entre ambos sistemas dopaminérgicos, por lo que esta interdependencia,
probablemente, ha de estar mediada por otras estructuras.

Esta bien establecida la existencia de extensas proyecciones reciprocas
entre el PPN y la SN del mismo lado cerebral (Saper y Loevvy, 1982;
Jackson y Crossman, 1983; Parent y De Bellefeuille, 1983; Sugimoto y
Hattori, 1984; Scarnati y col.,, 1984, 1986, 1987, 1988; ; Beninato y
Spencer, 1988; Tokuno y col., 1988; Lee y col., 1988; Di Loreto y col.,
1992), pero también se ha descrito que el PPN de un lado cerebral
proyecta a la SN contralateral (Saper y Loewy, 1982; Jackson y Crossman,
1983; Moon Edley y Graybiel, Scarnati y col., 1984). No obstante, si bien
existen diferentes datos sobre la influencia electrofisiolégica del PPN sobre
las NSDA ipsilaterales, muy poco hemos encontrado referente a la
influencia desde el PPN contralateral. Es importante destacar este efecto
de la estimulacion del PPN contralateralal en relacion al ipsilateral puesto
que parece deducirse una importante regulacion contralateral, o al menos
de similar potencia que la ipsilateral, lo que implica que ambos PPNs al
actuar sobre la SN generan un alto grado de modulacién bilateral de los
dos sistemas dopaminérgicos nigroestriatales.
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4. EXPERIMENTO 4

Efecto sobre la actividad electrofisiolégica de las neuronas NSDA
de la estimulacién eléctrica de los nucleos pedunculopontinos ipsi y
contralateral tras su lesion.

4.1. OBJETIVOS

Tras los experimentos realizados hasta ahora, nos surge la
duda de en qué medida las respuestas observadas en las
células A9 tras la estimulacion eléctrica del PPN ipsi o
contralateral son el resultado de la estimulaciéon de los cuerpos
celulares de estas zonas y en qué medida son debidas a la
estimulacion de vias de paso. Disefiamos, por tanto, este cuarto
experimento con los siguientes objetivos:

1) Estudiar el efecto sobre la actividad électrica espontanea de
las células A9 de la lesion de los nucleos pedunculopontinos
ipsi y contralateral.

2) Contrastar las respuestas obtenidas tras la estimulacion
eléctrica de ambos nucleos intactos con las respuestas que se
obtengan de la estimulacién eléctrica de los mismos lesionados.
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4.2. MATERIAL Y METODO

4.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental elegido para la realizacién de este experimento
estaba constituido por dos variables independientes intergrupo: a) lado de
estimulacion (ipsilateral vs contralateral) y b) lesién (control vs lesionadas).
Se registré la actividad espontanea durante un periodo de al menos 4
minutos y un segundo periodo de aproximadamente 7 minutos en el que se
estimulaba el PPN. Se estudiaron las siguientes variables dependientes
(Vds):

1. Variables dependientes de los HTPEs:

* Nimero de respuestas por célula.
+ Latencia de inicio y duracién de cada respuesta.

* Numero de potenciales de accion modificados en los periodos con
respuesta (POTENCIA ABSOLUTA) donde se puede distinguir:

* Numero de potenciales de accién inducidos en ios periodos de
excitacion por célula.
* Numero de potenciales de accion suprimidos en los periodos de
inhibiciéon por célula.

» Porcentaje de potenciales de accion inducidos o suprimidos en relacion a
los esperados antes de la estimulacion (POTENCIA RELATIVA).

2. Variables dependientes de frecuencia y modelo de descarga descritas
para el experimento 1.
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4.2.2. SUJETOS EXPERIMENTALES Y PROCEDIMIENTO PARAL LAS
LESIONES

Las lesiones se realizaron con procedimientos estereotaxicos mediante la
administracion de acido kainico. Dos grupos de ratas fueron lesionadas,
uno ipsilateralmente (n = 9) a la SN que iba a ser registrada y otro
contralateralmente (n = 7). Se usaron otros dos grupos de ratas que
recibieron el mismo tratamiento con la excepcion de que solo se inyectaba
el vehiculo, bien en el lado ipsilateral (n = 4) bien en el lado contralateral (n
=5).

Las lesiones se realizaban una semana antes de hacer los registros
electrofisiolégicos. Media hora antes de iniciar la lesion, se administraba,
subcutaneamente, 10 mg/Kg de Diazepam (Valium) para prevenir posibles
ataques epilépticos. Los animales fueron anestesiados mediante la
administracion intraperitoneal de 80 mg/Kg de ketamina (Imalgene 500.
Rone Mérieux), el animal era colocado en el estereotaxico, con la barra de
los incisivos a -3,3 mm por debajo de la linea interaural. Tras el rasurado
del pelo de la parte dorsal de la cabeza, se reafizaba una incisién
longitudinal del cuero cabelludo, procediéndose a trepanar el craneo en el
lugar correspondiente a la entrada de la aguja. Las coordenadas
estereotaxicas utilizadas fueron: 7,8 mm posterior a bregma, 1,8 mm a la
derecha o0 a la izquierda de la linea media y 6,8 mm inferior a la
duramadre. La inyeccion se realizd con una jeringa Hamilton de
microprecision, de volumen total de 10 ml y aguja de 0,4 mm de didmetro
externo, con la punta recta. El neurotdoxico empleado fue acido kainico
(SIGMA) que se disolvid, inmediatamente antes de la inyeccién, en una
solucion tampodn salina fosfato (pH=7,4). Se inyecto6 0,8 ug de acido kainico
en un volumen de 0,2 pl y a una velocidad de 0,1 pl/minuto. Una vez
finalizada la inyeccién, se mantenia la aguja en la misma posicién durante
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5 minutos para que difundiera la solucién. Para los animales de los
grupos controles, se siguié el mismo procedimiento, pero se les
inyectaba sélo el vehiculo sin el neurotoxico. Finalmente, se procedia
a la suturacién de la herida y se marcaba y colocaba el animal en una
jaula individual.

En total se registraron 143 neuronas dopaminérgicas nigroestriatales;

29 en las ratas controles ipsilaterales, 32 en las controles contralaterales,
47 en la lesionadas en el PPN ipsilateral y 35 en las lesionadas en el
PPN contralateral.

4.2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para los contrastes de medias se empled el test de la t-de Student.
Para contrastrar proporciones se utilizé la Z y para el estudio de
distribuciones en alguna de las variables se empled la prueba de
bondad de ajuste Chi®. Los contrastes se estimaron significativos
cuando el error a fue inferior a 0,05

4.3. RESULTADOS

4.3.1. HISTOGRAMAS PERIESTIMULO

En la tabla 4.1 se muestra las latencias antidrémicas y la velocidad
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de conduccién de las células registradas pertenecientes a los cuatro
grupos utilizados. No encontramos diferencias estadisticas entre los
cuatro grupos (Fs,,29=0,74, p = 0,53; )

TABLA 4.1. Media * error estandar de las latencias antidromicas por estimulacion
eléctrica del estriado ipsilateral y de la velocidad de conduccién de los cuatro
grupos de ratas utilizadas: Ratas controles estimuladas en el PPN ipsilateral,
ratas controles estimuladas en el PPN contralateral, ratas lesionadas y
estimuladas en el PPN ipsilateral y ratas lesionadas y estimuladas en el PPN
contralateral.

GRUPO LATENCIA ~ VELOCIDAD DE
ANTIDROMICA CONDUCCION
Control ipsilateral 10,60 + 0,24 0,59 + 0,02
Control contralateral 10,59 + 0,36 0,58 £ 0,02
Lesion ipsilateral 10,73 £ 0,42 0,60 £ 0,02
Lesion contralateral 9,94 + 0,32 0,63 £ 0,02

Al comparar la actividad basal de las neuronas controles con la actividad
basal de los grupos con lesion del PPN no encontramos diferencias (Tabla
4.2).

Una vez finalizados los registros electrofisioldgicos, los animales fueron
perfundidos y antes de procesar los datos se comprobaba histolégicamente
la situacion de la lesion y del electrodo de estimulacion. En la figura 4.1 se
muestra un ejemplo de esta comprobacién.
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TABLA 4.2. T de Student y probabilidad de la diferencia de medias entre las distintas

variables de la actividad basal de los grupos cotfroles vs. grupos con el PPN
lesionado. No encontramos ninguna diferencia estadistica.(Dentro= espigas/s dentro
de rafagas; Fuera= espigas/s fuera de rafagas; CV= coeficiente de variacion).

control ipsilateral vs control contralateral vs
lesionadas ipsilateral lesionadas contralateral
L—_—_—_______________
—_———
t p t p :

‘Espigas/s | (74) = 0,134 0.723 | (65)=0050 | 0239
Rafagas/s | (42,74) = 0,079 | 0,163 | (65)=0,048 | 0576

Dentro (74) = 0,249 | 0,245 65)=0,214 | 0,525
Fuera (74)=0,115 | 0,710 | (65)=0273 | 0419
CV (74) = 0,037 | 0,387 | (65)=-0,075 | 0.126
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FIGURA 4.1. Comprobacion histolégica de la situacién de la lesién y del electrodo
de estimulaciéon del PPN tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson
(1986). Aq= acueducto; DR= rafe dorsal; scp= pedunculo cerebelal superior, VTg=
nucleo tegmental ventral, est= marca del electrodo de estimulacion; les=lesién.
En A se puede observar el trayecto de la aguja y la marca del electrodo de
estimulacién y en 8 el la lesion.

145
PAGE



EXPERIMENTO 4

La estimulacion eléctrica tanto del PPN ipsilateral como el PPN
contralateral, previamente lesionados, hizo desaparecer casi por
completo las respuestas obtenidas en las ratas controles. En la figura
4.2A. se muestran dos ejemplos de neuronas lesionadas y estimuladas
en el mismo nucleo, en la parte superior mostramos un ejemplo de
neurona sin respuesta y en la parte inferior una de las pocas neuronas
que consideramos con respuestas, puede observarse como la respuesta
presente es de menor intensidad a las observadas en los grupos
controles figuras 4.2.B (controles ipsilaterales) y 4.2.C (controles
contralaterales).

A.
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FIGURA 4.2. HTPEs de

distintas células

catalogadas

como dopaminérgicas

nigroestriatales. Estos histogramas se obtuvieron al sumarlos PAs registrados en cada ms
desde 200 ms antes de cada estimulacion del PPN hasta 800 ms transcurridos después de
la aplicacién de los mismos.(A) Dos ejemplos de células de ratas lesionadas. (8) ejemplos
de células del grupo control ipsilateral y (C) del grupo control contralateral.
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En la figura 4.3 se muestra el efecto de la lesién sobre el porcentaje de
células excitadas o inhibidas en intervalos de 1 ms tras la estimulacion del
PPN ipsi y contralateral comparados con las respuestas de los grupos

controles. Se observa como la mayoria de las respuestas disminuyen y
hasta desaparecen.
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A. Latencia postestimulacion de las B. Latencia postestimulacion de las

excitaciones de los grupos control y inhibiciones de los grupos control y

lesionadas ipsilateral. lesionadas ipsilateral.
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Figura 4.3. Porcentaje de células dopaminérgicas nigroestriatales que se
encontraban excitadas o inhibidas en los distintos periodos de 1 ms posteriores a

la estimulacién del PPN ipsilateral *'=p<0,001 tras la Z).

En la figura 4.4 Ay 4.4 B se pueden observar las grandes diferencias entre las
distintas caracteristicas de las respuestas ipsilaterales y contralaterales de los
grupos de ratas lesionadas frente a los controles. En la tabla 4.3 se recogen
los resultados de la Z al hacer comparacién de proporciones entre ellos (**

p<0,01;* p<0,05).
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TABLA 4.3. Test Z de los contrastes de proporciones de las las células NSDA que
presenfaron respuestas a la estimulaciéon del PPN ipsi- y contralateral en los grupos
controles y lesionados en dichos nucleos (*= p<0,5; ** p<0,01). | = grupo de ratas
intactas; C = grupo de ratas controles; L = grupo de ratas lesionadas.

PAGE

IPSILA?E_RAL CONTRALATERAL
% células I1-C C-L I-C C-L
Con respuesta -0,25 4,53 = 20,32 437
Mas de 1 -0,28 416 ** 0,14 3,58 **
respuesta
Al menos 1 0:23 3,51 0,01 3,90 **
inhibicion
Al menos 1 -0,6 525 0,23 3,65 **
excitacion
inhibicion- -0,19 4,89 ** 0,09 3,36 **
excitacion
I Solo 1 respuesta 0,09 1,01 -0,47 1,73 *
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100

(intactas [ controles [Flesionadas I

FIGURA 4.4. Porcetaje de células NSDA que mostraron: respuesta, al menos una
inhibicibn como respuesta, al menos una excitacion como respuesta, mas de una
respuesta, sb6lo una respuesta, al menos una inhibicion y una excitacion, tras la
estimulacion del PPN ipsilateral (A) y contralateral (8) (*= p<0,5; **p0<0,01 tras la Z de
los contrastes intactas vs controles, controles vs lesionadas).
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Para las células que tuvieron respuesta hicimos un estudio de su

potencias absoluta y relativa.

En cuanto a

la potencia absoluta

encontramos que tanto en los grupos ipsilaterales como contralaterales,
esta potencia se encuentra disminuida en los grupos lesionados con
respecto a los grupos controles. Sin embargo, con respecto a la potencia
relativa no se alcanzoé la significacion. Estos resultados se encuentran
recogidos en la tabla 4.4. y en la figura 4.5.

TABLA 4.4. T de Student y probabilidad tras hacer comparaciéon de medias de
las potencias absolutas y relativas de los grupos controles vs, lesionados del PPN
ipsi y contralateral a las NSDA registradas.

POTENCIA ABSOLUTA

IPSILATERAL CONTRALATERAL

Control (24)

Lesionadas (16)

Control (21)

Lesionadas (5) |

0,36 + 0,05

0,17 £ 0,04

1,0, =2,69; p = 0,011 *

0,58+ 0.1

021201

IPSILATERAL

CONTRALATERAL

["Control (24)

Lesionadas (16)

Control (21)

Lesionadas (5)

223+ 0,9

111,2 £ 36,94

i, = 1,69, p = 0,099

150,52 £ 16,4

L, = 1,/9.p = 0,087

88,94 + 18,25
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FIGURA 4.5. Potencia absoluta y relativa de los grupos control y

lesionadas del PPN

registradas (p<0,05 tras la T).
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4.4 DISCUSION

En el experimento presente, se evidencia claramente que la lesion de las
neuronas de la zona del PPN, hace disminuir y en la mayoria de los
casos desaparecer, las respuestas de las NSDA a la estimulacién
eléctrica de la zona del PPN ipsi y contralateral observada en ratas
controles. Es decir, podemos concluir que la mayor parte de los efectos
observados deben ser debidos a la estimulacién de somas neuronales
localizados en esta zona y no por estimulacién de axones de paso puesto
que se ha demostrado repetidamente que el acido kainico lesiona somas
neuronales mas que fibras (Watkins, 1978; Coyle y col., 1978; McGeer y
col., 1978) y por otra parte, la lesion inespecifica de las fibras ocasionada
directamente por el efecto mecanico de la aguja o por cambios de presién
debidos al volumen inyectado, no afecta notablemente al efecto, tal y se
concluye al comparar las ratas intactas con las controles.

En los experimentos anteriores, encontramos correlaciones entre los
distintos tipos de respuestas y diferentes variables de la actividad
eléctrofisiolégica espontanea. Esto podria ser interpretado de dos
maneras. Por una parte, podria ocurrir que las neuronas de la zona del
PPN estuvieran ejerciendo una influencia ténica sobre la frecuencia y el
modelo de descarga de las células A9 pero que nosotros no hayamos
podido evidenciar esta accion (no encontramos diferencias en la actividad
basal de las A9 antes y durante la estimulacién (experimento 2). Esto, tal
vez, podria deberse a que nuestra estimulacion de 1 HZ sea insuficiente
para modificar, de forma significativa, la actividad espontanea de las
células del PPN porque represente una frecuencia insuficiente para la
actividad espontanea de éstas que oscila entre 0,5 a 8 espigas/s para
unas de ellas y entre 10 a 20 espigas/s para otras (Scarnati y col., 1987).

Otra posibilidad podria ser que las neuronas de la zona del PPN que
proyectan sobre las NSDA se encontraran estableciendo sinapsis
preferencialmente sobre una subpoblacién de neuronas NSDA en el caso
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de una via monosinaptica o en su caso el circuito polisinaptico en funcion,
de su actividad espontanea o algun factor relacionado con ésta.

Este experimento, sugiere que es mas probable esta ultima posibilidad,
puesto que en caso contrario la actividad espontanea de las NSDA se
deberia haber modificado tras la lesion del PPN, a no ser que se halyan
producido efectos compensatorios a la lesion. Asi, la accion ejercida por el
PPN parece ser mas fasica que tonica. Esto encajaria con la modificacion
de la actividad del PPN ante estimulos sensoriales o actividad motora y
también con el hecho de que la estimulacion del PPN produce tantos
potenciales de accion como inhibe, produciendo mas bien una corta
sincronizacion de la SN con su actividad.
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DISCUSION FINAL

La presente tesis doctoral surgid de la idea de evaluar en que medida la
actividad de las neuronas dopaminérgicas nigrales depende de su
funcionamiento endégeno y en que medida depende de la actividad de otras
zonas del cerebro. Esto es especialmente relevante, teniendo en cuenta que
la actividad de las neuronas NSDA en preparaciones en que la sustancia
nigra se encuentra desaferentizada es diferente de la registrada en animales
anestesiados, paralizados o en libre movimiento (Kita y col., 1966; Brodie y
Dunwiddie, 1987; Grace, 1987; Shepard y Bunney, 1988). Nuestro
conocimiento actual sobre este tema se fundamenta en la actividad
enddégena en marcapaso, generada por corrientes dependientes de voltaje
propias de las neuronas dopaminérgicas (Grace y Bunney, 1984; Shepard y
Bunney, 1988; Silva y col., 1990), la liberacién dendritica de dopamina y la
activaciéon de autorreceptores (Aghajanian y Bunney, 1973, 1974, 1977), la
interaccion con otras neuronas nigrales (Grace y Bunney, 1985) y los efectos
de las aferencias, especialmente del cuerpo estriado (Dray, 1979;
Collingridge y Davies, 1980, 1981; Ryan y col., 1986; Grace y Bunney, 1985)
de otros nucleos prosencefalicos (Wassef, Berod y Sotelo, 1981; Smith y
Bolam, 1989.1990;Gariano y Groves, 1988;Robledo y Féger, 1990; Smith y
Grace, 1992) y del cerebro contralateral (Savaki y col., 1983; Dermon y col.,
1990; Castellano y Rodriguez, 1991; Castellano y col., 1993)..

El primer experimento del presente trabajo mostrd que las aferencias
posteriores, en su globalidad, ejercen un efecto inhibitorio sobre Ila
frecuencia de descarga de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
puesto que al realizar la hemitranseccién posterior se observa un aumento
de la frecuencia de descarga en la muestra de neuronas dopaminérgicas
estudiadas. Este resultado se podria atribuir a la ruptura de las
interconexiones entre la sustancia negra y rafe dorsal ya que ésta parece ser
la unica aferencia conocida del cerebro posterior que ejerce una accion
inhibitoria sobre las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales (Kelland y
col., 1991). Asi pues, parte del efecto de la hemitranseccion posterior podria
ser atribuido a un efecto serotoninérgico. Se sabe que la via serotoninérgica
procedente del rafe dorsal inhibe a las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales lentas. Asi pues, al desaparecer esta acciéon (tras la
hemitranseccion posterior a la SN) la distribucion de la frecuencia de
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descarga de las neuronas dopaminérgicas se ve desplazada hacia la
derecha (figura 1.6), aumentando la media de descarga de dichas
neuronas. Por otra parte, el primer experimento también mostré que las
aferencias anteriores ejercen una accion sobre la regularidad de los
intervalos interpotencial (al modificar el CV) sin afectar a la frecuencia de
descarga. En cualquier caso, dicho experimento nos indicé que para
entender la regulacién de la actividad de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales es necesario contemplar tanto las aferencias anteriores
como posteriores y ampliar nuestro conocimiento, que en la actualidad
hace mencion, casi exclusiva, a las relaciones reciprocas entre el estriado
y la sustancia negra.

A pesar de que los resultados del primer experimento sugerian la
participacién activa del nucleo del rafe, decidimos indagar mas en el
posible efecto del PPN, especialmente motivados por su relacién bilateral
con la sustancia negra ya que trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio han evidenciado la importancia de vias contralaterales en la
regulacion de la actividad electrofisiolégica de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales. En este sentido, la transeccién de la linea
media regulariza la actividad de las neuronas dopaminérgicas (Castellano
y col, 1993) y existe, ademas, una interrelacién funcional entre ambas
sustancias negras de modo que la estimulacion eléctrica de una sustancia
negra modifica la probalidad de generacion de potenciales de accion de las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales contralaterales (Castellano y
Rodriguez, 1991).

El segundo y tercer experimento mostraron que la modificacién de
actividad en los nucleos pedunculo-pontinos ipsi y contralateral tras su
estimulacion eléctrica, generan un cambio en la descarga de las neuronas
dopaminérgicas, observandose en los histogramas periestimulos
respuestas excitatorias e inhibitorias complejas y con diversidad entre
células. Asumiendo que bajo el anestésico hidrato de cloral las repuestas
excitatorias tempranas descritas en otros trabajos (Scarnati y col., 1984,
1986, 1987; Di Loreto y col., 1992) han sido inhibidas (Kelland y cof.,
1990), hemos encontrado respuestas que indican que la accion del PPN
sobre la actividad de las neuronas A9 es mas compleja y no se limita a
respuestas mediadas por vias monosinapticas, sino que también
intervienen (segun muestran las latencias) vias polisinapticas. Ademas,
estos dos experimentos muestran que el efecto de los nucleos pedunculo-
pontinos ipsi y contralateral son de magnitud similar.

158
PAGE



DISCUSION FINAL

Otro dato importante que se puede extraer de estos experimentos es que a
intensidad de las acciones del PPN esta relacionada con la actividad
espontanea de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales. Esto sugiere
dos s posibilidades: a) que las neuronas del PPN estuvieran ejerciendo una
influencia ténica sobre la frecuencia y el modelo de descarga de las células
del grupo A9 pero que nosotros no hayamos podido evidenciar esta accion
debido a que la frecuencia de estimulacién que utilizamos (1 HZ) sea
insuficiente para modificar significativamente la frecuencia de descarga de
las neuronas del PPN y , b) que las neuronas del PPN que proyectan sobre
as neuronas NSDA o, en su caso, el circuito polisinaptico ejercieran sinapsis
preferentemente, sobre una subpoblaciéon de neuronas dopaminérgicas en
funcidn de su actividad espontanea o de algun factor relacionado con ésta.
El cuarto experimento indica mas bien esta posibilidad puesto que en caso
contrario, la actividad espontanea de las NSDA se deberia de haber
modificado tras la lesion del PPN. Asi, la accién ejercida por el PPN
parece ser mas fasica que ténica lo que coincidiria con la m°dificacion de la
actividad del PPN ante estimulos sensoriales o actividad m°tora y también
con el hecho de que su estimulacion eléctrica produce tantos potenciales de
accion como inhibe, sincronizando, de esta manera, a actividad de las NSDA
con la suya.

La complejidad de las respuestas encontradas, podian sugerir, no obstante,
que parte de esas respuestas no estaban directamente relacionadas con el
PPN puesto que podrian haberse estimulado vias ascendentes de paso que
m°dificarian la actividad de las neuronas dopaminérgicas. Por este motivo,
consideramos necesario realizar el cuarto experimento y asi poder observar
si todas las respuestas podian ser atribuidas a las células del PPN. De los
resultados obtenidos podemos concluir que las respuestas observadas se
resultados a la estimulacion eléctrica de somas de la regién del PPN y no a
la estimulacion de vias de paso. Este ultimo experimento; igualmente, nos
permiti6 observar la inexistencia de acciones tonicas del PPN sobre la
frecuencia y modelo de descarga de las neuronas A9.

Tomando en cuenta todos los resultados, consideramos que el PPN no es
el responsable de la accion tonica inhibidora concluida en el experimento 1
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puesto que no observamos efectos tras la lesion del PPN sobre la
actividad espontanea. Mas bien, segun los resultados obtenidos por otros
laboratorios esta accion inhibitoria parece estar mediada, principalmente,
por el rafe. Asi pues, parece mas razonable concluir que el PPN ejerce
mas una accion fasica que tonica. Parte de estas acciones se realizarian
via otros nucleos, esto es, mediante vias polisinapticas, mediadas por
nucleos relacionados tanto con el PPN como con la nigra. La accion
fasica del PPN no generaria cambios notables en la frecuencia de
descarga aunque fueran transistorios, puesto que no los hemos
detectado, y si hemos observado que en la poblacion de A9 se generan
tanto PA como se inhiben. Mas bien, los resultados obtenidos indican que
el PPN sincroniza en cierta medida la actividad de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales con la suya, modificando el momento de
aparicién de los potenciales de accién generados intrinsecamente o a
aquellos generados por aferencias, de manera similar a lo descrito para
la acciéon del PPN sobre la actividad intrinseca de neuronas talamicas
(Steriade y Deschenes, 1984; Steriade y col., 1987), mas que
modificando significativamente la frecuencia o el modelo de descarga Si
tenemos presente que, al menos, parte de estos efectos se realizan a
través de otros nucleos, cabria esperar que esta sincronizacion se realiza
también sobre los nucleos mediadores, generando, posiblemente, un
cierta sincronizacién de los nucleos involucrados en el control de los
movimientos.

El nucleo pudunculo-pontino ha sido estudiado intensamente desde una
aproximacién neuroanatémica, encontrandose que estda conectado
reciprocamente con, entre otros, los nucleos de los ganglios basales y
ademas, bilateralmente con la sustancia negra. No obstante, son escasos
los estudios relativos a la accién del pedunculo-pontino sobre dichos
nucleos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian que
el pedunculopontino es un nucleo con una clara influencia tanto ipsilateral
como contralateral sobre las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
por lo tanto, creemos que es fundamental tenerlo en cuenta para poder
comprender los distintos procesos asi como las diferentes patologias
relacionados con los sistemas dopaminérgicos nigroestriatales.
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CONCLUSIONES

1. Las aferencias a la sustancia negra procedentes del cerebro anterior
actuan sobre el modelo de descarga de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales haciéndolas mas irregulares. Asi, la hemitranseccion
anterior a la sustancia negra disminuyé el coeficiente de variacion de la
poblacién de neuronas dopamineérgicas estudiadas.

2. Las aferencias posteriores a la sustancia negra ejercen una accién
inhibitoria ténica sobre la actividad de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales de manera que la desconexién de la SN de estas
aferencias produce un aumento de la frecuencia de descarga en las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales al disminuir el numero de
neuronas con baja frecuencia de descarga.

3. Las respuestas observadas en las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales tras la estimulacion de la zona de los nucleos pedunculo-
pontinos ipsilateral y contralateral se deben a la estimulacién eléctrica de
somas y no de vias de paso.

4. La modificacion de la actividad de las neuronas del nucleo pedunculo-
pontino tras su estimulacion eléctrica condicionan la probabilidad de
descarga del sistema nigroestriatal ipsilateral bien disminuyéndola, bien
aumentandola o ambos en diferentes periddos postestimulacion.

5. La accién de la estimulacidon eléctrica del nucleo pedunculo-pontino
sobre las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales contralaterales es
similar, tanto en el tipo de respuesta como en la magnitud de las mismas,
a las obtenidas tras la estimulacién del nucleo pedunculo-pontino
ipsilateral.

6. La actividad electrofisiolégica de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales condicionan su respuesta a la estimulacion eléctrica tanto
del del nucleo pedunculo-pontino ipsilateral como del contralateral.

7. La accion del nucleo pedunculo-pontino sobre la actividad electrofisio-
l6gica de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales parece ser fasica
mas que tonica ya que la destruccién tanto del nucleo tegmental-
pedunculopontino-ipsilateral como la del contralateral no modifica la
actividad
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espontanea de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales.

8. La zona del cerebro posterior implicada en la regulacién de la actividad
espontanea de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales no es el nucleo
pedunculo-pontino dado que la destruccién de sus neuronas con acido
kainico no modifica dicha actividad.
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