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1.-INTRODUCCION

1.1.-Marcotedrico

1.1.1.-Nomenclatura de los nucleos basales

Los nucleos basales (BN) o ganglios basales constituyen uno de
los principales sistemas neurales a través del cual el cértex cerebral
influye sobre la conducta, las funciones de los BN son, en gran parte
desconocidas, aunque por mucho tiempo se les ha involucrado casi
exclusivamente en el control de los movimientos. Sin embargo, ahora se
acepta su participacion en una amplia variedad de funciones que
incluyen tanto aspectos motores, cognoscitivos, motivacionales vy

emocionales de la conducta (Gerfen, 1992; Deniau y Thierry, 1997).

El analisis de la funcibn motora de los BN se complica por el
hecho de que estos, no reciben informacion sensorial y sensitiva directa
desde la periferia, sino que reciben informacibn procesada
primariamente en el cortex cerebral y en los nucleos intralaminares del
talamo. Tampoco proyecta directamente sobre la médula espinal sino
gue, por el contrario, forman varios circuitos donde la informacion fluye
desde el cortex hacia el estriado y luego hasta los nucleos mas caudales
del tronco del encéfalo y, a través del talamo, en su mayor parte la

informacion retorna al cortex (De Longy Georgopoulus, 1981).

Por otra parte, los términos “nudcleos o ganglios basales” y
“sistema extrapiramidal” no tienen una definicion precisa y han sido

usado en diferentes sentidos a través de los afios (Parent, 1986).

En un comienzo el término BN fue wusado por Ilos
neuroanatomistas para referirse a todos los nucleos subcorticales que

se encuentran en la base del cerebro; que incluyen al nucleo caudado y
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putamen (globalmente referidos como estriado o0 neoestriado!), el
talamo, el globo palido (palido o paleoestriado), cuerpo amigdalino (o

arquiestriado) y claustro (Parent, 1986).

Actualmente, la mayoria de los neurobiolégos implica a unos
pocos nucleos subcorticales cuya participacion en la conducta motora
esta bien establecida o fuertemente sospechada, que incluyen
principalmente tanto al estriado como al palido, y otros nucleos

estrechamente relacionados (Parent, 1986).

El talamo, el cuerpo amigdalino y el claustro no son incluidos,
aunque les corresponderia por definicion topografica de nudcleos
subcorticales y a pesar de que algunos nucleos del talamo y cuerpo
amigdalino contribuyen directamente al control de las actividades

motoras (Parent, 1986).

El talamo se proyecta al cortex, al estriado, GP y al STh a través
de los nucleos intralaminares anteriores y el complejo centromediano-
parafascicular (CM-PF), que serian un importante componente de los
circuitos motores de los BN, el CM estaria relacionado con el circuito

sensitivomotriz y el PF con el circuito limbico-asociativo (Parent, 1990).

El cuerpo amigdalino es considerado como parte integrante del
sistema limbico y por sus conexiones juega un importante rol en la

interaccion de ambos sistemas (motor y limbico) (Parent, 1986).

! La denominacion de neoestriado se debe a su reciente aparicion filogenética respecto a otros
nicleos como €l globo paido que forma e paleoestriado. Se asume que €l estriado de peces consiste
principalmente en un pdlido (o paleoestriado) que recibe entradas olfativas y gustativas, las entradas
somédticas ascendentes aparecen supuestamente en los anfibios, mientras que la proyeccion
talamoestriatal, que produce la ulterior diferenciacion del estriado (o neoestriado) aparece en los reptiles
(Parent, 1986).
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Por otra parte, el claustro no presenta conexiones con el estriado
o palido y nunca ha sido implicado en alguna enfermedad caracteristica
de los BN (Parent, 1986; Parent, 1990).

El putamen y el globo pélido (GP) juntos forman una unidad
topogréfica llamada nucleo lentiforme, este término es frecuentemente
usado en un contexto topografico, ya que ambos nudcleos son histolégica

e histoquimicamente diferentes (Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

El GP en humanos y primates esta dividido por la lamina medular
interna en un segmento interno (GPi) y otro externo (GPe). En las
demas especies de mamiferos no-primates el término GP (GP) se refiere
al segmento externo y el nudcleo entopeduncular (EP) es considerado

homologo del segmento interno (Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

El término cuerpo estriado se usa ocasionalmente para designar
colectivamente a los nucleos caudado, putamen y GP o sélo a los

nucleos caudado y putamen (Parent, 1986; Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

Lennart Heimer y cols. en 1975 basandose en la distribucion de la
tincibn de la acetilcolinesterasa (AChE) introdujeron los términos
estriado ventral y palido ventral para designar a las extensiones mas
ventrales de los BN hasta el tubérculo olfatorio en los mamiferos no-
primates, de modo que el estriado se divide principalmente por sus

conexiones en estriado dorsal y estriado ventral (Parent, 1986).

El estriado ventral, esta constituido por el nucleus accumbens, la
parte ventromedial de los nucleos caudado y putamen y una extensa
parte del tubérculo olfatorio, esta conectado con el sistema limbico, la
formacién hipocampal y el area tegmental ventral (VTA) y sus funciones
estan relacionadas con aspectos emocionales de la conducta (Hemer,
Alheid y Zaborszky, 1985; Alheid, Heimer y Switzer, 1990; Menay Garcia, 1990).
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El estriado dorsal corresponde a lo que clasicamente se conoce
como nucleos caudado y putamen, recibe principalmente conexiones de
el cortex cerebral y se proyectan fundamentalmente hacia las
estructural palidales. Su funcidon se relaciona principalmente con
aspectos motores. Similarmente el palido dorsal puede ser identificado
con el palido (Parent, 1986; Alheid, Heimer y Switzer, 1990; Menay Garcia, 1990).

El término "extrapiramidal" fue usado por primera vez en 1898
por Jan Prus, un neurdlogo de Lemberg (Austria) y términos como
proyeccion extrapiramidal eran frecuentemente empleados a fines del
siglo XIX por miembros de la escuela neuroldgica de Viena dirigida por
Theodor Meynert. El término "sistema extrapiramidal” fue acufiado por
Samuel Alexander Kinnier Wilson en 1912 en su articulo de 212
paginas publicado en la revista Brain sobre la enfermedad que lleva su
nombre y que él denomind degeneracion hepatolenticular. Asumié
erroneamente que los BN no tenian conexion con el cértex cerebral y se
conectaban con otros nucleos del tronco del encéfalo involucrados en la
conducta motora y cuyos axones no cursaban por la via piramidal
siendo independientes del cértex y el sistema piramidal. Evidentemente,
la existencia de dos sistemas motores independientes, el piramidal y el
extrapiramidal, no ha sido apoyada por posteriores observaciones
basicas y clinicas. También es inapropiado desde el punto de vista
evolutivo, ya que carece de sentido hablar de sistema o estructuras
extrapiramidales en un grupo de vertebrados como los reptiles, que
poseen unos BN bien desarrollados pero carecen de un sistema motor
piramidal bien definido (De Long y Georgopoulos, 1981; Parent, 1986; Menay
Garcia, 1990).

El término BN ser& usado para referirse a un conjunto anatémica
y funcionalmente interconectado de nucleos subcorticales que se
encuentran en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo (Albin, Young y

Penney, 1989) y como su nombre indica, incluyen un grupo de estructuras
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profundas, situadas en la parte basal del telencefélo; los nucleos
caudado y putamen o estriado, junto al GP, que se encuentra en el
diencéfalo; a los que se les asocian otros dos nucleos que
funcionalmente, actia en conjuncidon con el sistema estriatopalidal: el
nudcleo subtaldmico (STh), reciprocamente conectado con el GP y la
sustancia negra (SN), interconectada con el estriado, que se encuentra
en el mesencéfalo (Graybiel, 1990). ElI ndcleo pedunculopontino tegmental
(PPTg), es uno de los principales blancos de las proyecciones
descendentes de los diversos nucleos de los BN y es una fuente de
importantes vias ascendentes, estableciendo conexiones reciprocas con
varios de ellos. Es considerado parte integrante de los BN, desde que se
descubrieron sus conexiones con el STh en ratas, gatos y monos (Heimer,
Alheid y Zaborszky, 1985; Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

También se suele incluir el ndcleo rojo (R) y la formacion reticular
(RF) del tronco del encéfalo (Carpenter, 1981; Menay Garcia, 1990). Pero, el R
no tiene conexiones con los nucleos de los BN y funciona en intima
asociacion con el tracto corticoespinal, recibiendo aferencias directas
del cértex motor primario y tracto corticoespinal. El tracto rubrospinal
tiene una trayectoria adyacente y terminaciones simultaneas con el
tracto corticoespinal y la via corticorrubroespinal funciona como una
ruta accesoria de sefiales relativamente discretas desde el cortex

cerebral hasta la médula espinal (Guytony Hall, 2001).

A continuacion se describira brevemente la organizacién funcional
de los BN. Dado que la gran mayoria de los estudios se han efectuado
en ratas, gatos y varias especies de monos, se hara especial mencién de
sus estructuras constituyentes en mamiferos: roedores, felinos y

primates.

En este marco tedrico, se revisara en primer lugar la localizacién
topogréfica, luego la organizacion celular indicando los principales tipos

neuronales y después las conexiones anatdmicas de los nucleos de los
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BN. Posteriormente, se comentara el modelo actual de organizacion
funcional de los BN y la participacibn de sus nucleos en los
movimientos de rotacién y control postural y un analisis de los modelos
experimentales de la enfermedad de Parkinson (PD). Finalmente, se
hard una resumen cronolégico de los principales progresos en el
conocimiento de la anatomia y fisiologia de los BN y el sistema

dopaminérgico (DAérgico) nigroestriatal.

La rata ha sido por mucho tiempo el animal mas usado en
neurociencias, debido a su tamafo, resistencia a las infecciones y
disponibilidad. En los dltimos afos, su uso se ha incrementado
especialmente en neurohistoquimica. Ademas, con el aumento de la
presion publica contra el uso de mamiferos de mayor tamafo (gatos,
conejos y monos) muchos laboratorios han optado por el uso de
pequefios roedores. De este modo, el investigador encuentra abundante

informacién para indagar y contrastar (Paxinoy Watson, 1986).

Se ha adoptado la nomenclatura inglesa por ser la mas
frecuentemente empleada (cerca del 85% de los articulos en
neurociencias) (Paxino y Watson, 1986). Solo excepcionalmente, se emplean
algunos términos de la Nomina anatomica (latina) con amplio uso y que
aun no tienen traduccion (como por ejemplo: nucleus accumbens, locus
coeruleus, etc.). En tal caso, la palabra estara escrita en cursiva. Los
nombres de los nucleos se han abreviado siguiendo al "The Rat Brain in
Stereotaxic Coordenates” (Paxino y Watson, 1986), y de |los
neurotransmisores y sus enzimas, segun la revista “European Journal
of Neurosciences”. Se evitaran los términos confusos, tales como:
sistema o estructuras extrapiramidales, nucleo lentiforme, cuerpo
estriado, neoestriado, paleoestriado, estriado ventral, estriado dorsal,

etc. y procurado reducir los sinébnimos (Paxinoy Tork, 1990).
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1.1.3.-Topografiay citoarquitectura de los nucleos de los nlcleos basales

Las neuronas de los distintos nucleos de los BN pueden ser
facilmente distinguibles de las células gliales, todas tienen un gran
nucleo palido, de forma esférica o ligeramente ovoideo y con un
prominente nucléolo, su citoplasma es notable y contiene
frecuentemente cuerpos de Nissl. También en la mayoria de los nucleos
(excepto en el STh) se pueden encontrar algunas neuronas con un

nucleo mas homogéneamente tefiido (Oorschot, 1996).

Ambos tipos de neuronas se pueden diferenciar claramente de las
células gliales, que son mas pequefias e intensamente tefiidas, con
astrocitos distinguibles por su pequefio tamarfio y periféricos grumos de

cromatina en su nucleo (Oorschot, 1996).

Para comprender la importancia funcional de cualquier circuito
neuronal, es fundamental conocer las caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas de las neuronas que forman los nucleos, tales como: tipos
neuronales, patron de arborizacién dendritica y axonal, como tambien
los neurotransmisores, las propiedades de sus membranas y los

potenciales sinapticos (Nambuy L1in&s,1997).

La descripcién y clasificacion de las neuronas de los BN se basa
en el tamano del cuerpo neuronal, la forma de los procesos neuronales
y la presencia y cantidad de espinas dendriticas (Heimer, Alheid y
Zaborszky, 1985). Cada uno de los nucleos esta formado por millares de
neuronas, la mayoria de las cuales son neuronas de proyeccion, cuyos
axones traspasan los limites nucleares. Las interneuronas forman solo

una pequefa fraccion (Bergman, et a., 1998).
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1.1.2.1.-Estriado
1.1.2.1.1-Topografia

El ndcleo caudado y el nucleo putamen son dos nucleos
histolégicamente idénticos que forman la mayor masa subcortical de
sustancia gris con forma de lente, ocupando la parte mas profunda de
los hemisferios cerebrales. A diferencia de otros mamiferos con un
mayor desarrollo cortical (como carnivoros y primates), en los que
ambos nucleos estan parcialmente separados por la capsula interna
que agrupa a todas las fibras corticopetalas y corticofugales, el estriado
de los roedores esta formado por un solo nudcleo llamado caudado-
putamen (CPu) cruzado por las diversas fibras corticales que le
confieren una apariencia estriada (Heimer, Alheid y Zaborszky, 1985; Alheid,
Heimer y Switzer, 1990).

En las secciones frontales del cerebro de rata, el CPu aparece
limitado anteriormente, tanto en su parte superior como lateral, por la
sustancia blanca subyacente al cértex cerebral; lateralmente, por el
ventriculo lateral; inferiormente, en la parte anterior, esta separado del
nucleus accumbens (Acb) por una linea imaginaria que pasa por la parte
superior de la proyeccion mas medial del cortex piriforme y el cuerno
temporal del ventriculo lateral, y en la parte posterior, esta limitado por
la notable expansion lateral de la parte posterior de la comisura

anterior, que lo separa del GP (Oorschot, 1996).

Posteriormente, el CPu disminuye de tamafo, adoptando una
posicion mas lateral e inferior en el hemisferio cerebral, quedando entre
la sustancia blanca subcortical y el GP, lateralmente; la capsula interna
y el ventriculo lateral, medialmente. Mas posteriormente aun, su conica
extremidad final se extiende mas alla del extremo posterior del GP y
permanece lateralmente a la expansion lateral del ventriculo lateral y al

hipocampo asociado a ella (Oorschot, 1996).



Introduccion 9

1.1.2.1.2-Neuronas estriatales

En el estriado se encuentran neuronas grandes, medianas y
pequefas, la gran mayoria de ellas son de proyeccién y una muy
pequefia cantidad de interneuronas. El principal tipo de neurona de
proyeccion es la neurona de tamafio mediano, cuyas dendritas estan
densamente cubiertas de espinas dendriticas (Goldman-Rakic y Selemon,
1990). Constituyen el 96% de las neuronas tefiidas con la tincién de
Golgi en el nucleo caudado del gato (Smith y Bolam, 1990) y su numero
total por cada nudcleo en la rata se estima en 2. 790.000 neuronas
(Oorschot, 1996).

Las neuronas espinosas medianas se pueden dividir en dos
subpoblaciones; segun su nucleo de proyeccion, el empleo de diferentes
neuropéptidos como coneurotransmisores y los subtipos de receptores
DAérgicos. Una de estas subpoblaciones, proyecta hacia la SNR,
mediante una "via directa”, monosinaptica (la via estrionigral), que
emplea ademas del GABA, los neuropéptidos: sustancia P (SP) y
dinorfina (DYN) como coneurotransmisores y los receptores D:. La otra
subpoblacién proyecta al GP, por la "via indirecta", polisinaptica (la via
estriopalidal), también GABAérgica, empleando encefalina (ENK) como

coneurotransmisor y receptores D> (Yung, et ., 1996).

Por otra parte, en el estriado de mamiferos se ha encontrado una
compartimentalizaciéon en la estructura, conexiones, distribucién de
neurotransmisores, receptores, enzimas de sintesis o degradacion y
puntos de recaptacion de precursores; inicialmente, mediante la
acetilcolinesterasa (AChE) como marcador histoquimico se ha
demostrado la existencia de islotes irregulares con baja actividad de
AChE llamados estriosomas, rodeados por una matriz con alta actividad
en AChE (Menay Garcia, 1990).
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Los estriosomas tambien tienen elevada densidad de péptidos
opiadceos y receptores opidceos m receptores muscarinicos Mi y
DAérgicos D1, con alta actividad de tirosina hidroxilasa (TH) y por lo

tanto alta concentracién de catecolaminas (CA) (Menay Garcia, 1990).

La matriz contiene la mayoria de los cuerpos y dendritas de las
neuronas AChérgicas, los principales lugares de recaptacién de colina,
una baja cantidad de receptores opiaceos my kappa y principalmente
receptores muscarinicos M2 y DAérgicos D2. Los estriosomas reciben
proyecciones desde el cértex prefrontal, prelimbico, limbico e
insulotemporal y la amigdala basolateral; la matriz recibe proyecciones
desde el cortex motor y sensitivo, de las neuronas DAérgicas del VTA, el

area retrorubral y la parte dorsal de la SNC (Menay Garcia, 1990).

1.1.2.2.-Globo palido

1.1.2.2.1-Topografia

En primates el GP estéa dividido por la lAmina medular interna en
dos segmentos, un segmento interno (GPi) y otro externo (GPe). Ademas
en algunos primates como en el hombre, el GPi esta a su vez
subdividido equitativamente por una lamina medular accesoria. En los
mamiferos no-primates, el GPi esta desplazado medialmente y aislado
por fibras de la capsula interna y del peddnculo cerebral. Asi, en
roedores y carnivoros ambos segmentos del palido estan muy
separados, el GPe es conocido como GP y el GPi como EP (Carpenter, 1981,
Parent,1986).

El GP en las secciones frontales del cerebro de rata, se encuentra
posterior y medial al CPu, comienza a nivel de la expansion lateral de la
parte posterior de la comisura anterior y, a través, de una abertura de
la expansion, su parte mas anterior se continda con el palido ventral.

Caudalmente, su limite inferior coincide inicialmente con el CPu; luego
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se hace méas delgado y se orienta mas medialmente. Posteriormente,
disminuye de tamafo y se sitUa mas lateralmente entre el CPu, y la

capsula interna, medialmente (Oorschot, 1996).

1.1.2.2.2.-Neuronas palidales

El GP presenta una menor densidad neuronal que el CPu
(aproximadamente 45.960 neuronas) y con un predominio de las
neuronas de proyeccion grandes, que le confieren su distintiva
apariencia palida (Oorschot, 1996). Se han identificado dos principales
tipos de neuronas grandes de proyeccion (tipos | y IlI, que conforman
aproximadamente el 70%) y un reducido grupo de interneuronas

pequenias (tipo I11) (Nambuy Llin&s,1997).

1.1.2.3.-Nucleo entopeduncul ar
1.1.2.3.1.-Topografia

El EP aparece como un pequefio y tenue nucleo en las secciones
frontales del cerebro de rata al terminar el CPu, detras del GP y algo por
delante del pedunculo cerebral, haciéndose mas notorio en las
secciones mas posteriores y terminando justo al comenzar el STh. Como
su nombre indica se encuentra rodeado en toda su extension por la

sustancia blanca del pedunculo cerebral (Oorschot, 1996).

1.1.2.3.2.-Neuronas entopeduncul ares

En contraste con el estriado, esta formado principalmente por
grandes neuronas de proyeccion, entremezcladas con fibras
provenientes del pedunculo cerebral (Parent,1986). EI namero total de

neuronas en el EP de la rata se estima en 3.170 (Oorschot, 1996).
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1.1.2.4.-NUcleo subtaldmico

El STh existe s6lo en los mamiferos. Aunque de tamafio
comparativamente pequefio y de forma ovalada, alcanza mayores
dimensiones en los primates y en el hombre. En el hombre alcanza un
volumen de 160 mm3, el cual es 15 veces mayor que el volumen del
macaco. No obstante, su tamafno relativo comparado con el volumen
total del encefalo es similar al humano (Carpenter, 1981; Williamsy Warwick,
1996).

1.1.2.4.1.-Topografia

El STh aparece en las secciones frontales del cerebro de rata en la
parte posterior del CPu como un pequefio nucleo de forma irregular que
posteriormente adquiere una forma ovoidea alargada, y como se puede
suponer, se encuentra debajo del talamo, detras de ambas porciones del
palido (Oorschot, 1996), dorsomedialmente a la parte peduncular de la
capsula interna y el pedunculo cerebral, caudalmente se superpone a
las extensiones mas rostrales de la SN, mientras que rostralmente
alcanza hasta las porciones mas mediales del EP (Heimer, Alheid y
Zaborszky, 1985). Su borde dorsal limita claramente con la zona incerta y
su borde medial menos claro limita con el hipotalamo lateral (Carpenter,
1981).

1.1.2.4.2.-Neuronas subtalamicas

El STh esta formado por una homogénea coleccion de neuronas,
que a diferencia del GP y el EP, tiene una alta densidad neuronal. La
cantidad total de neuronas en la rata se estima en 13.560 (Oorschot,
1996).
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Estudios con el método de Golgi en roedores y primates han
demostrado que, al igual que el estriado, el STh estd densamente
poblado por neuronas medianas de proyeccion. A estas se suman, unas
pocas interneuronas, que representan menos del 5%, lo que le confiere
una apariencia homogénea (Carpenter, 1981; Heimer, Alheid y Zaborszky, 1985;
Parent, 1990).

1.1.2.5.-Sustancia negra

1.1.2.5.1.-Topografia

La SN se encuentra dorsalmente a los peddnculos cerebrales y se
extiende rostrocaudalmente a lo largo de todo el mesencefalo (Carpenter,
1981; Parent, 1986). Desde los primeros estudios de Mingazzi en 1888 y
Sano en 1910, ha sido dividida en dos porciones macroscopicas; una
porcion dorsal rica en neuronas que contienen neuromelanina
(pigmento oscuro observable en las secciones de mesencefalo
especialmente en el hombre y algunos primates) llamada sustancia
negra compacta (SNC) (Parent, 1986). En la rata forma una delgada capa
de 4 a 10 neuronas de espesor adosada a la parte dorsal del ndcleo. En
la region mas ventral se encuentra una porcién mas voluminosa con
forma de ovoide aplanada y mas pobre en células llamada sustancia
negra reticulada (SNR). Aunque se ha distinguido también una porcion
lateral (SNL), la mayoria de los autores la incluyen en la porcion
reticulada (Fallony Loughlin, 1985). Las dos principales divisiones de la SN
pueden ser facilmente diferenciables por sus neurotransmisores: las
neuronas de la SNC contienen altas concentraciones de DA, mientras
gue las neuronas de la SNR contienen GABA (Heimer, Alheid y Zaborszky,
1985; Conde, 1992).

En las secciones frontales del cerebro de rata, la SN comienza a
aparecer en cuanto termina el STh, como una pequefia aglomeracion de

grandes neuronas de baja densidad en el polo inferior del peddnculo
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cerebral, pero luego aparece acompafiada por una lamina neuronal
densamante poblada sobre su borde dorsomedial. A este nivel también
comienza a aparecer un pequeno grupo de neuronas triangulares y
oscuras, pertenecientes a la SNL. En las secciones mas caudales, la
SNC comienza a disminuir y desplazarse supero-lateralmente, mientras
gue la SNR se hace méas voluminosa y ovoidea. Después la expansion
superolateral regresa y la SNC termina situandose en el extremo
inferomedial en las ultimas secciones de la SNR, cuando empieza a
parecer el R (Oorschot, 1996).

1.1.2.5.2.-Neuronas delaSNC

Tres tipos de neuronas se han descrito en la SN: las neuronas
grandes que se encuentran principalmente en la SNR; las neuronas
medianas mas abundantes en la SNC y las neuronas pequefias en

ambas porciones (Carpenter, 1981).

Aunque las neuronas DAérgicas son muy abundantes en la SNC
(aproximadamente 7.200 en la rata), se las puede encontrar por todo el
mesencéfalo, incluso en la SNR (Heimer, Alheid y Zaborszky, 1985; Oorschot,
1996). Ademas de las técnicas de histofuorescencia e
inmunohistoquimica, estas neuronas pueden ser distinguidas de las
neuronas no-DAérgicas con la tincién de Nissl, por contener grandes

masas de la sustancia de Nissl (Parent, 1986).

Las neuronas DAérgicas, tienen un cuerpo neuronal mediano,
localizado en la SNC y presenta varios procesos dendriticos principales,
generalmente 3 a 6 que se pueden bifurcar hasta 4 veces, irradiandose
ventralmente. Una o dos dendritas principales se introducen en la SNR.
El axdn se origina de una de las dendritas principales, no es mielinizado
y no emite colaterales dentro de la SN, cursando por el hipotalamo

lateral, hasta el estriado. Las demas dendritas se ramifican en la SNC,
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existiendo un gran solapamiento de las arborizaciones dendriticas
debido a la densidad neuronal de la SNC (Castellano, 1991).

Ademas de las neuronas DAérgicas, la SNC contiene una pequefia
proporcién (18%) de neuronas no-DAérgicas de tamafio pequefio y
forma estrellada, cuyas dendritas no sobrepasan los limites nucleares
(Castellano, 1991).

1.1.2.5.3.-Caracteristicas el ectrofisiol gicas de |as neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra compacta

En un estudio anterior efectuado en este Laboratorio, se
identificaron y compararon las caracteristicas electrofisioldgicas de las
neuronas DAérgicas nigroestriatales de la SNC, izquierda y derecha
(Castellano, 1991); resultando con caracteristicas similares a las
presentadas por otros autores (Bunney et al., 1973; Deniau, et al., 1978; Guyenet
y Aghgjanian, 1978; Grace y Bunney, 1980; Grace y Bunney, 1983; Grace y Bunney,
1983b; Chiodo, 1988). Tales caracteristicas en ratas anestesiadas con
hidrato de cloral eran: potenciales de accion con forma de onda
trifasica, con la primera fase positiva; forma de onda ancha, con una
duracion media superior a 2,5 ms. (y un rango de 2 a 5 ms.); frecuencia
media espontanea de descarga de 4,04 potenciales/s. durante los 4
min. de registro basal y una moda de 3 o 4 potenciales/s. También
algunas presentaban ocasionalmente cortas rafagas con progresiva
disminucion de la amplitud del potencial de accién. La media de la
latencia a la respuesta antidromica por estimulacion estriatal
homolateral, fue de 10,47 £ 0,2 ms. y la velocidad de conduccién 0,58 +
0,01 m/s.

1.1.2.5.4.-Lasustancia negra reticulada
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La SNR tiene una menor concentracion de cuerpos neuronales
(aproximadamente 26.320 neuronas) (Oorschot, 1996) y esta constituida
por una poblacibn heterogénea de neuronas GABAérgicas,
mayoritariamente neuronas de proyeccion de tamafio grande vy
mediano, ademas de pequefias interneuronas de forma estrellada (29%)
(Castellano, 1991).

La baja densidad neuronal de la SNR es anatdmicamente muy
similar a la del GP y EP. La SNR por su citologia, conexiones,
neuroquimica y fisiologia puede ser considerada como una prolongacion
caudomedial del GPIiZEP. Aunque parece tener un diferente origen
embriolégico, ambas estructuras son consideradas homologas (Carpenter,
1981; Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

Las neuronas medianas tienen un cuerpo neuronal de forma
variable: triangular, fusiforme, ovoideo o poligonal, con 3 a 5 dendritas
primarias de grosor variable que se originan del cuerpo neuronal. Las
dendritas mayores, se originan de los polos de las neuronas fusiformes
o triangulares, dividiéndose dicotomicamente a corta distancia del
cuerpo. Las dendritas terciarias, por lo general, aparecen a gran
distancia, cerca de las dendritas terminales, son delgadas, tortuosas y
con varicosidades y no sobrepasan los limites de la SNR. Los axones
estan mielinizados y se originan del cuerpo o las dendritas primarias.
La mayoria de ellos emite entre 1 a 5 colaterales, algunas de las cuales
terminan en la SNR o SNC. Esta colaterizacién permite que una misma
neurona pueda proyectarse a 2 o 3 nucleos tanto homo como
contralateralmente. Las neuronas grandes, tienen un cuerpo

voluminoso de forma triangular o poligonal (Castellano, 1991).

1.1.2.6.-Nucleo peduncul opontino tegmental

1.1.2.6.1.-Topografia
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El tronco del encéfalo de los mamiferos contiene una gran
acumulacion de neuronas colinérgicas que forman el tegmento
mesencéfalico pedunculopontino, la mayoria de estas neuronas se
concentra en dos nucleos, el pedunculopontino tegmental (PPTg) vy el
laterodorsal tegmental (LDTg), ambos nudcleos contienen neuronas
colinérgicas y no-colinérgicas, las neuronas no-colinérgicas son
GLUtérgicas o GABAérgicas y se encuentran esparcidas entre las
agrupaciones de neuronas colinérgicas que alcanzan del 40 al 50%
(Lanca, Sanelli y Corrigall, 2000).

El PPTg fue descrito por L. Jacobsohn en 1909 en el encefalo
humano. Se encuentra en la parte ventrolateral del tegmento
mesencefalico caudal, su extremo rostral alcanza al polo caudal de la
SN y su extremo caudal se superpone al pedunculo cerebral superior a
nivel del nucleo parabranquial. Esta limitado lateralmente por el
lemnisco lateral, medialmente por la decusacién del pedunculo
cerebelar superior, anterodorsalmente por el DpMe y ventralmente por
la RF pontina (Paxinosy Butcher, 1985; Steckler, et al., 1994).

En la rata es una gran masa coénica con su Vvértice dirigido
rostroventralmente hacia la SN y una base en relacién con el nudcleo
parabranquial. Segun la densidad de su distribucién neuronal se le
distinguen dos porciones: la porcion compacta, es la de mayor densidad
neuronal y facilmente reconocible del ndcleo, se encuentra en la parte
dorsolateral del tercio caudal; la porcion difusa, forma una dispersa

coleccion de neuronas (Rye, et. a.,1987).

1.1.2.6.2.-Neuronas del PPTg

El PPTg estad formado por una mezcla de neuronas colinérgicas y
no-colinérgicas. Las neuronas colinérgicas se  encuentran

principalmente en la porcibn compacta, dispuestas en capas y su
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numero alcanza aproximadamente 1.700 por nucleo, aunque algunas
se pueden encontrar en los nucleos adyacentes, como la SN, el DpMe y

el nucleo parabranquial (Rugg et a., 1992).

Estudios ultraestructurales reconocen tres tipos de neuronas en
el PPTg, las neuronas colinérgicas, grandes de cuerpo fusiforme y dos
tipos de neuronas no-colinérgicas, pequefias y medianas. Asi mismo,
mediante estudios electrofisiolégicos se han distinguido también tres
tipos de neuronas: las neuronas tipo Il, corresponden a las neuronas
colinérgicas y las neuronas tipo | y Ill a las neuronas no-colinérgicas
(Rye, et. d.,1987; Kang y Kitai, 1990; Spanny Grofova, 1992).

1.1.2.6.3.-Caracteristicas el ectrofisiol gicas de las neuronas del PPTg

Segun la actividad basal espontanea se han distinguido dos tipos
de neuronas en el PPTg: las neuronas tipo | se caracterizan por una
forma de onda trifasica, de 3 a 4 ms de duracién y su descarga es lenta
(0,5 a 8 potenciales/s) con un patron regular; las tipo Il tiene una forma
de onda bifasica, con una duraciéon de 1,5 a 3 ms., son mas rapidas que
las anteriores (10 a 20 potenciales/s.) y descargan en periodos de
rafagas con disminucién de la amplitud del potencial segun avanza.
Segun las caracteristicas de la membrana se distinguen tres tipos
neuronales: las tipo | o LTS que presentan corrientes de Ca*+ de bajo
umbral; las tipo Il que pueden ser de tipo A capaces de activar intensas
corrientes A de K* o las que ademas presentan caracteristicas LTS
(A+LTS); y las tipo Il que no presentan corrientes de Ca** ni A deKt*. Las
neuronas tipo | y Il no son colinérgicas y el 50% de las de tipo Il son

colinérgicas (Damas, 1995).

1.1.2.7.-Nucleo mesencefdlico profundo

1.1.2.7.1.-Topografia
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El término ndcleo mesencefalico profundo (DpMe) fue introducido
por L. Castaldi en 1923 para describir un nucleo del mesencéfalo de
cobaya que se encuentra lateralmente al R y la sustancia gris
periacueductal, ventral al SC, dorsal a la SN y medialmente al cuerpo

geniculado medial (Veazey y Severin, 1980a).

En un estudio comparativo del mesencefalo de mamiferos G. C.
Huber y cols. en 1943 describieron al DpMe como el principal
componente de la sustancia gris tegmental lateral, siendo una
estructura difusa, lo consideraron una extension mesencefalica de la RF
pontina ventrolateral. Posteriormente en 1954, J. Olszewiski y D. Baxter
en su atlas citoarquitecténico del tronco del encéfalo humano
introdujeron el término ndcleo cuneiforme y subcuneiforme para este
nucleo, el cual ha sido adoptado por algunos autores en la rata, aunque

este nucleo es difuso y no ha sido bien descrito (Veazey y Severin, 1980a).

1.1.2.7.2.-Neuronas del DpMe

La difusibilidad del DpMe ha hecho que no tenga una
citoarquitectura diferenciable. Aunque tiene una mayor densidad
neuronal que el PPTg, estd compuesto principalmente por neuronas
pequefias y medianas de forma ovalada. Las neuronas grandes se

encuentran en la porcion central del nucleo (Rye, et. d.,1987).
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1.1.3.-Conexiones de los nucleos de los nlcleos basal es.

Los circuitos de los BN estan formados por las maualtiples
proyecciones que interconectan los nucleos formando circuitos
intrinsecos de retroalimentacién y unas pocas vias de salida, que le
permite ejercer su influencia sobre estructuras dianas distantes (Parent,
1990).

Los BN estan estrechamente relacionados con el cértex cerebral,
el talamo y en menor proporcion con el tronco del encéfalo. EI hecho
gue las dos proyecciones eferentes de los BN, las vias palidofugales y
nigrofugales terminen en los ndcleos motores del tadlamo y la
subsiguiente proyeccion de estos nucleos hacia el cértex frontal,
sefialan que las proyecciones eferentes de los BN, actuan mediante
proyecciones ascendentes sobre el cortex motor precentral y por
proyecciones descendentes sobre ciertos nucleos motores del tronco del

encéfalo (De Longy Georgopoulos, 1981).

El estriado, es el principal componente de los BN, es un centro
receptor donde convergen las proyecciones aferentes del cortex cerebral,
talamo y tronco del encéfalo y un centro integrador desde donde se
originan las proyecciones eferentes que alcanzan hasta la médula
espinal, a través de la SNR y la RF descendente, y el cortex cerebral a
través del talamo desde la SNR o el EP (Parent, 1986).

1.1.3.1.- Proyecciones aferentes del estriado

El estriado recibe informacion directa del cértex cerebral (motor y
asociativo), del talamo, de la SNC y en una menor proporcién desde el
GP, STh, nudcleo dorsal del rafé y PPTg e indirectamente del cerebelo y la

RF ascendente a través de los nucleos motores del tAlamo (Parent, 1990).
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1.1.3.1.1.- Proyeccion corticoestriatal

La proyeccion corticoestriatal constituye la principal proyeccién
aferente al estriado, aunque Cajal (1911) consideraba a las fibras
corticoestriatales como colaterales de las proyecciones corticofugales
hacia centros mas caudales. Estudios mediante transporte axonal
retrogrado de HRP en primates, demuestran que los axones
corticoestriatales tanto homo como contralaterales, se originan de una
poblacién neuronal diferente a la de las otras fibras corticofugales:
corticoespinal, corticobulbar, corticopontina, corticorubral y

corticotaldmicas (Carpenter, 1981; Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

La proyeccion corticoestriatal se origina principalmente de las
neuronas piramidales pequefas de la mitad superior de la lamina V de
todas las areas corticales involucradas. Sin embargo, unas pocas
neuronas piramidales grande presentan colaterales axénicas que
terminan en el estriado. Tales colaterales han sido identificadas
mediante inyecciones intracelulares de HRP y responden
antidromicamente tras la estimulacién del talamo o pedunculo cerebral.
También neuronas corticales marcadas han sido observadas tras la
inyeccion de un trazador fluorescente en el tAlamo y nudcleo caudado.
Pero, otros hallazgos sugieren que las fibras corticoestriadas se originan
de las ldminas corticales supra (I; Il y I1l) e infragranulares (V y VI). En
ratas, se ha demostrado que la organizacion compartamental esta
relacionada con su origen laminar y secundariamente a las areas
citoarquitectonicas de origen. Cada éarea cortical parece inervar los
estriosomas y la matriz, pero las neuronas corticoestriatales de las
lAminas infragranulares se proyectan principalmente a los estriosomas,
mientras que aquellas de las laminas supragranulares terminan en la
matriz (Parent, 1990).

Por otra parte, experimentos de doble trazado en gatos,

demuestran que un 75% de las aferencias corticales al nucleo caudado
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son homolaterales, un 25% son contralaterales y menos de un 1% son
bilaterales (Parent, 1986).

La proyeccion corticoestriatal termina en las espinas dendriticas
de las neuronas espinosas medianas, ejerciendo una influencia
excitadora mediante el GLU (Parent, 1986; Parent, 1990).

1.1.3.1.2.- Proyeccion taldmoestriatal

Los nucleos del talamo dorsal en mamiferos pueden ser
agrupados en dos sistemas funcionales distintos: los nudcleos
filogenéticamente mas antiguos adyacentes al Ill ventriculo y situados
medialmente a la ldAmina medular interna, llamados intralaminares; y
otros filogenéticamente mas recientes, mas voluminosos y relacionados
con el desarrollo del cortex cerebral. Se distinguen principalmente cinco
nudcleos intralaminares en primates: el centromediano (CM), el
parafascicular (PF), el medial central, el lateral central y el paracentral;
como los limites entre los ndcleos CM y PF no son claros, ambos
nudcleos son conocidos como complejo centromediano-parafascicular
(CM-PF) (Carpenter, 1981).

El proyeccion taldmoestriatal, es la segunda méas prominente
aferencia al estriado; estudios con la HPR han ayudado ha establecer el
exacto origen de esta proyeccion en varios mamiferos, demostrando que
€S una proyeccion topograficamente organizada con una
correspondencia rostrocaudal y dorsoventral entre los nucleos
intralaminares y sus terminaciones en el estriado. Aunque, existen
diferencias en cuanto a su organizacion en primates y no-primates, son
probablemente debidas en parte a las diferentes proporciones

putamen/caudado en las distintas especies (Parent, 1986).
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Estudios electrofisiologicos y de HRP sugieren que las fibras
taldmoestriatal envian colaterales al coértex cerebral. Estas fibras
colaterales han sido confirmadas mediante estudios de doble trazado y
respuesta antidrémica. En gatos, por ejemplo: las inyecciones en el area
motora primaria y nudcleo caudado producen abundantes neuronas
retrogradamente marcadas en la mayoria de los nucleos intralaminares,
pero no en el CM donde unas pocas neuronas estdn marcadas. Sin
embargo, menos colaterales se encuentran si otras areas corticales y el
caudado son inyectadas. También se han encontrado neuronas que
proyectan al estriado y al coértex cerebral en los nudcleos VA, VL y
mediodorsal del tdlamo. En gatos, algunas neuronas de los nucleos
intralaminares que proyectan al estriado y al cértex también envian
colaterales adicionales al nucleo reticular del tadlamo. Estudios de
respuesta antidrémica sugieren que las neuronas de los nucleos
intralaminares central lateral y paracentral del gato forman dos
poblaciones; una que proyecta al coértex y otra al estriado. Estas
poblaciones tendrian diferente velocidad de conduccién, mostrando que
ambos nucleos son una estacion de relevo monosinaptica que conducen
impulsos desde la RF mesenceféalica a varias éareas corticales y al
caudado (Parent, 1986).

Como la proyeccion corticoestriatal, las fibras talamocorticales
parecen terminar mayoritariamente en las espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas, donde ejercen una influencia excitadora.
So6lo una pequefia proporcion de fibras aferentes taldmicas hace
sinapsis sobre las dendritas y el cuerpo de las neuronas estriatales
(Parent, 1986).

1.1.3.1.3.- Proyecciones del tronco del encéfalo

En mamiferos, los principales grupos neuronales indolaminicos

del mesencefalo son tres, los nudcleos dorsal, mediano y lateral del rafé.
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El nudcleo dorsal del rafé se encuentra en la sustancia gris central,
ventral al acueducto del mesencéfalo a nivel del nudcleo troclear. La
porcion ventral del ndcleo se encuentra junto al fasciculo longitudinal
medial y caudalmente se une al nucleo mediano del rafé, se proyecta
hacia el estriado, cuerpo geniculado lateral, regidon predptica, area
septal y Acb. El nudcleo mediano del rafé es de gran tamafo y se
encuentra a nivel del istmo, extendiéndose rostralmente en el
mesencefalo caudal. Proyecta al giro del cingulo, cértex del cingulo,
areas neocorticales, area entorrinal y formacion hipocampal (Carpenter,
1981).

La existencia de una proyeccion 5-HTérgica desde los nucleos del
rafé mesencefalicos hasta el estriado ha sido establecida mediante
varias técnicas. Se origina principalmente desde el nucleo dorsal del
rafé con una minima contribucion del nudcleo mediano del rafé,
originando dos distintas pero parcialmente superpuestas proyecciones.
En ratas y gatos esta proyeccion es principalmente homolateral,
terminando predominantemente en la region ventrocaudal del putamen
(Parent, 1986).

Otras dos fuente de aferencias estriatales son: el locus coeruleus y
la region peribranquial, (PPTg y la RF pontina). La proyeccién desde el
PPTg se ha establecido mediante estudios autoradiogréaficos y con HRP;
por el contrario, la proyeccion estriatal desde el locus coeruleus no esta
bien demostrada (Parent, 1986).

1.1.3.2.- Proyecciones eferentes del estriado

El estriado de mamiferos como principal centro receptor de los BN
recibe aferencias de diferentes fuentes, pero las fibras estriofugales
terminan en la SNR o en el EP, bien directamente o indirectamente a
través del GP y del STh (Parent, 1986).
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1.1.3.2.1.- Proyecciones estriopalidal y estrionigral

Estudios con doble trazadores retrogrados fluorescentes en el
mono ardilla, han revelado que la inervacion estriatal del GPe, GPi y
SNR no es mediante colaterales de una Unica via estriofugal y que
ademas estas se originan de grupos neuronales diferentes. Similares
hallazgos se han encontrado en gatos, pero en ratas mas del 40% de las
neuronas estriatales de proyeccion envian proyecciones colaterales al
GP y la SNR (Parent, 1986; Parent, 1990).

Ademas, estudios con HRP demuestran que las fibras
caudofugales y putaminofugales tienen trayectorias diferentes, las
fibras del ndcleo caudado penetran en la capsula interna a nivel de la
comisura anterior se dirigen al tercio dorsal del palido, luego penetran
en el peddnculo cerebral para terminar masivamente en 2/3
rostromediales de la SNR. Por el contrario, las fibras putaminofugales
invaden masivamente los 2/3 ventrales del palido y un reducido
numero continua por los pedudnculos cerebrales para terminar en el

tercio caudolateral de la SNR (Parent, 1986).

Estudios con trazadores anterogrados y retrogrados en el mono
ardilla, sugieren que las proyecciones estriopalidal y estrionigral
pertenecen a dos sistemas diferentes; las fibras estriopalidales se
originan de una region del estriado que recibe aferencias del coOrtex
sensitivomotriz y estaria relacionada con aspectos sensitivomotrices de
los BN, mientras que las fibras estrionigrales se originan de una region
gue recibe proyecciones del cértex asociativo y estaria relacionada con
aspectos integrativos de los BN. Esta idea es apoyada estudios
electrofisiolégicos que demuestran que existe una representacion
somatotdpica sensitivomotriz en los 2/3 ventrales del palido, donde

numerosas neuronas responden a los movimientos de los miembros,



Introducciéon 26

mientras que neuronas de la parte caudolateral de la SNR se activan
durante los movimientos orofaciales, el resto de las neuronas nigrales
(incluidas las de la SNC) muestran una modulacion no fasica en
relacion con los movimientos corporales o de los miembros. El hecho
que las terminaciones caudofugales y putaminofugales ocupen distintas
areas palidales podria indicar que la informacion sensitivomotriz y

asociativa son procesadas independientemente en el GP (Parent, 1986).

Estudios con doble trazador de HRP combinados con un trazador
fluorescente demuestran que en gatos y primates, las proyecciones
estriofugales se originan de grupos neuronales separados, sin embargo,
los mismos estudios en el mono titi revelan que los grupos neuronales
estriopalidales y estrionigrales estan muy mezclados, mas que en el

mono ardilla (Parent, 1986).

Estudios de doble trazado en ratas combinados con un trazador
fluorescente demuestran el alto grado de colaterizacion de las fibras
estriofugales, la mayoria (60%) de las neuronas estriatales de
proyeccion proyectan al GP (20%) y SNR (40%) y el resto (40%) lo hace a

ambas estructuras (Parent, 1986).

1.1.1.3.2.- Proyeccion estriocortical

En contraste con las prominentes proyecciones estriopalidal y
estrionigral, existen otras dos proyecciones mas modestas que terminan

en el cortex cerebral y en el STh (Parent, 1986).

La presencia de neuronas retrogradamente marcadas en el
estriado tras las inyecciones de HRP en diferentes areas corticales del
gato, ha sido considerado como evidencia de la existencia del proyeccion
estriocortical, tras numerosos intentos para demostrar su existencia

propuesta por Cajal en 1895. El hecho que se necesitaran inyectar
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grandes cantidades de HRP para marcar las neuronas estriatales, seria
un indicador de que las fibras estriocorticales son mayoritariamente
pequefias colaterales axénicas. Estudios con HRP y AChE demuestran
que se origina de las grandes neuronas estriatales ricas en AChE del
caudado y del putamen, asumiéndose que esta proyeccidén es una via

colinérgica (Parent,1986).

1.1.3.2.3.- Proyeccion estriosubtalamica

Su existencia fue demostrada mediante estudios de trazadores
anterogrados y retrogrados en gatos; al parecer seria reciproca. Pero, se
desconoce el origen celular y su existencia en otros mamiferos
(Parent,1986).

1.1.3.3.- Proyecciones aferentes del palido

A diferencia del estriado el GP no recibe proyecciones desde el
cortex cerebral. Las principales aferencias al palido provienen desde el
estriado (ver pagina 25) y el STh (ver pagina 34), otras proyecciones
menos importantes provienen del tronco del encéfalo: SNC, nucleo
dorsal del rafé y PPTg. Las largas dendritas de las neuronas palidales
estan completamente cubiertas de sinapsis, la mayoria de ellas (80-
90%) proviene del estriado, mientras que sélo un 5-10% son
terminaciones nerviosas del STh, el resto provienen del nacleo PF del
talamo y de otros origenes (Parent, 1990; Mena y Garcia, 1990; Bergman, et d.,
1998).

1.1.3.3.1.- Proyeccion estriopalidal

La proyeccion estriopalidal es la principal aferencia al palido, esta

topograficamente organizada. El principal neurotransmisor de las



Introducciéon 28

neuronas palidales es el GABA y las fibras estriopalidales se pueden
distinguir histoquimicamente, las que alcanzan al GPe/GP contienen
ENK y las del GPIi/EP, son ricas en SP. El GP presenta la mas altas
concentraciones de ENK en el CNS con una densa red de fibras y
terminaciones nerviosas. Diversos estudios experimentales con
neurotéxicos, han demostrado que la mayoria, sino todas, estas fibras

tienen origen estriatal (Parent, 1986).

1.1.3.3.2.- Otras proyecciones del tronco del encéfalo

El GP también recibe proyecciones desde algunos nucleos del
tronco del encéfalo como la SNC, el nacleo dorsal del rafé y el PPTg. La
técnica de histofluorecencia en ratas ha revelado que el GP recibe
colaterales axoénicas de las neuronas DAérgicas nigroestriatales, pero
esta proyeccion es menos importante que la del estriado. Y colaterales
axonicas de la proyeccion ascendente del nucleo dorsal del rafé. (Parent,
1986).

Estudios con trazadores anterogrados y retrogrados revelan que
recibe aferencias desde el PPTg y esta proyeccion seria reciproca, la cual
esta particularmente bien desarrollada en primates. La estimulacién
eléctrica del PPTg en gatos, produce la activacion antidromica y
ortodromica de las neuronas palidales, hay evidencias que la excitacién
ortodrémica podria ser producida monosinapticamente por axones del
PPTg, mientras que la activacion antidrémica de los axones del EP
podria producir IPSPs en neuronas EP por axones colaterales
recurrentes. Se ha postulado que la accion excitadora del PPTg sobre el
GP podria parcialmente ser la responsable de la alta frecuencia de
descarga caracteristica de las neuronas palidales en animales
despiertos. Por otra parte, los estudios inmunohistoquimicos han

caracterizado al PPTg como un nucleo predominantemente colinérgico y
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se puede asumir que su influencia sobre el GP seria mediada por la

ACh, aunque también contiene neuropéptidos (Parent, 1986).

1.1.3.4.- Proyecciones eferentes del palido

El GPe/GP tiene menos proyecciones eferentes que el GPi/EP y su
proyeccion mas importante es hacia el STh, pero también envia
proyecciones hacia el estriado y la SNR. Por el contrario, el GPIi/EP
proyecta masivamente a los nucleos talamicos: ventral y CM, la
habénula lateral, y el PPTg. Estudios con PHAL, sugieren que ambos
segmentos tienen diferentes modos de terminacion en cada una de las
estructuras dianas y que también estarian reciprocamente
interconectados. Ademas, estudios con trazadores retrogrados de las
eferencias del GPi de primates demuestran que tienen una organizaciéon
muy diferente a las eferencias del EP de roedores (Parent, 1986; Parent,
1990).

1.1.3.4.1.- Proyeccion palidosubtalamica

La proyeccion palidosubtalamica esta topograficamente
organizada. En monos, las neuronas de la parte rostral del GPe
proyectan a los 2/3 mediales de la porcion rostral del STh y la parte
central del tercio medio, mientras que las neuronas de la parte central
del GPe proyectan al 1/3 lateral del STh en toda su extension. En gatos,
la porcién caudal del GP proyecta hacia los 2/3 laterales del STh (Parent,
1986).

1.1.3.4.2.- Proyeccion palidoestriatal/palidonigral

Experimentos con doble trazadores en ratas, sugieren que la

misma neurona del EP proyecta hacia el estriado y la SNR, mediante
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axones colaterales. En monos se encuentran en el GPe neuronas
marcadas retrogradamente tras la inyeccion de un trazador fluorescente
en el estriado o la SNR; sin embargo, la proyeccién palidonigral parece
originarse exclusivamente de las neuronas del GPe, pero algunas
neuronas del GPi parecen enviar fibras a traves de la proyeccion
palidoestriatal (Parent, 1986).

1.1.3.4.3.- Proyeccion palidotalamica

Mediante estudios con trazadores anterogrados y retrogrados en
ratas han revelado la existencia de una proyeccion bilateral desde el GP

hasta el ndcleo paraventricular del tAlamo (Parent, 1986).

1.1.3.5.-Proyecciones eferentes del nlcleo entopeduncular

El GPi/EP forma un importante canal de salida de los BN que
envia proyecciones eferentes a través de un prominente sistema de
fibras llamado asa lenticular que las distribuye hacia la habénula
lateral (LHb), el talamo y el tegmento mesencefalico (PPTg) (Carpenter,
1981). El tercio rostral del EP en la rata se proyecta hacia la LHb, la cual
a su vez se proyecta sobre el nacleo dorsal del rafé; mientras que los
2/3 caudales inervan el ndcleo ventrolateral (VL) del tdlamo y el PPTg
(Rajakumar, Elisevich y Flumerfelt, 1993). La mayoria de las neuronas del EP
en ratas son inmunoreactivas al GAD, asumiéndose que el GABA es el
neurotransmisor de las proyecciones palidotalamicas, palidohabenular
y palidotegmental, aunque sélo hay evidencias para la proyeccion
palidohabenular (Parent, 1986).

1.1.3.5.1.- Proyeccion entopeduncul otalamica

La proyeccion entopedunculotaldmica es una de las principales

proyecciones de salida de los BN termina en los nucleos VL y VA
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homolaterales del tadlamo, que tienen conexiones directas con los
cértexs premotor y suplementario. Se origina de neuronas de proyeccion
entopedunculares de los 2/3 caudales, que reciben aferencias desde la
matriz estriatal, las que a su vez reciben entradas del cértex sensitivo,
motor y asociativo (Raakumar, Elisevich y Flumerfelt, 1993). En monos la
proyeccion palidotalamica esta topograficamente organizada, la parte
rostrodorsal del GPi, que recibe aferencias desde el nucleo caudado
proyecta hacia el nucleo VA (porciéon principal) del talamo y la porcidon
caudoventral que recibe entradas desde el putamen proyecta al nucleo
VL (porcion oral) (Carpenter, 1981; Parent, 1986).

1.1.3.5.2.- Proyeccion entopeduncul ohabenul ar

Esta proyeccién termina en la mitad lateral de la LHb, esta muy
desarrollada en ratas donde casi todas las neuronas de los 2/3
rostrales del EP se proyectan hacia la LHb. En gatos, las fibras del EP
recorren por lo menos cinco rutas diferentes hasta la LHb. En monos,
esta proyeccidon es menos prominente que en ratas y gatos, se origina de
una pequefa poblacion de neuronas periféricas del GPi; de hecho, las
neuronas del area hipotalamica lateral adyacentes al GPi contribuyen
mas sustancialmente a la inervaciéon de la LHb (Carpenter, 1981; Parent,
1986).

1.1.3.5.3.- Proyeccion palidotegmental

La proyeccion palidotegmental es mas notable en primates que en
ratas y gatos, las fibras palidotegmentales del mono se desprenden del
asa lenticular en el campo H de Forel, pasan ventrolateralmente al R y

terminan en la porcién compacta del PPTg (Carpenter, 1981; Parent, 1986).

Una estimaciéon cuantitativa de las proyecciones
entopedunculares se han efectuado con métodos electrofisiolégicos de

respuesta antidrémica del EP en gatos; el 68% de las neuronas



Introducciéon 32

entopedunculares respondian antidrémicamente a la estimulacion de
los ndcleos VL 0 CM y un 50% por estimulacion del PPTg, en 33% de los
casos la misma neurona respondia antidromicamente a la estimulacién
de los tres sitios. Sélo un 25% respondia a la estimulacién del LHb solo
0 en combinacidon con otros sitios, concluyéndose que las neuronas
entopedunculares proyectan principalmente al PPTg y las neuronas que

proyectan a los nucleos talamicos presentan colaterales (Parent, 1986).

1.1.3.6.- Proyecciones aferentes del nticleo subtalamico

El STh, parece ser una estructura clave en los circuitos de los BN,
como el estriado, también recibe una proyeccion directa desde el cortex
cerebral y se proyecta sobre el GPI/JEP y la SNR, quedando
estratégicamente interpuesto entre el GP y las dos estaciones de salida
de los BN (Heimer, Alheid y Zaborszky, 1985; Parent y Hazrati,1993). También
recibe proyecciones del complejo CM-PF, posiblemente mediante
colaterales axonicas de la proyeccion talamoestriatal, la SNC, locus
coeruleus y nucleo dorsal del rafé. Pero ademas, tiene conexiones
reciprocas con el PPTg y posiblemente el estriado y coértex cerebral
(Parent 1986).

Existen marcadas diferencias en la organizacion del STh entre
primates y roedores, cuyas neuronas se proyectan abundantemente al
GP y SNR por colaterales axonicas, lo que podria explicar las
draméticas alteraciones en la conducta motora de primates tras la
lesion del STh y las escasas consecuencias en roedores. Sin embargo, el
STh de roedores y primates parece estar en posicion de modular la
actividad de ambas estructuras de salida de los BN, el GPi/EP y la SNR,

ejerciendo una actividad excitadora a través del GLU (Parent, 1990).

1.1.3.6.1.- Proyeccion corticosubtalamica
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Constituye la segunda proyeccion desde el cortex a los BN, se
origina de las areas motoras y premotoras del cortex frontal. En
primates, la proyeccion desde el area 4 termina en la regién dorsal y
lateral del STh; mas especificamente, las proyecciones de la cara son
dorsolaterales mientras que el tronco y miembros son mas
ventromediales. Las areas 6, 8 y 9 ocupan una posicion mas
ventromedial y menos superpuestas que las del area 4. Experimentos
en ratas sugieren la existencia de una proyecciéon desde el coOrtex
somatosensitivo que termina en la regién dorsolateral, sin embargo, en
monos no se ha demostrado tal proyeccion (Alheid, Heimer y Switzer, 1990).
También, hay evidencias de que esta proyeccion seria reciproca en ratas
(Parent 1986).

1.1.3.6.2.- Proyeccion tegmentosubtal amica

El principal componente de la proyeccion tegmentosubtalamica en
ratas, proviene de las neuronas no-colinérgicas de la porcion difusa del
PPTg pero también, y en menor proporcion, de las neuronas colinérgica

de la porcion compacta y del LDTg (Bevany Bolam, 1995).

1.1.3.7.-Proyecciones eferentes del niicleo subtalamico

El STh que recibe importantes proyecciones desde el cortex
frontal y GP, proyecta principalmente a GP/GPe, GPIi/EP, pero
especialmente, tanto en monos como en ratas hacia el GPi/EP y la SNR.
Otras proyecciones menos importante son para el PPTg y para el
estriado (esta ultima ha sido descrita en primates y gatos, pero no en
ratas). También existen proyecciones mas modestas hacia los nucleos
VA 'y VL del tAlamo, SNC, sustancia gris central, nucleo dorsal del rafé y

RF mesencefélica y pontina (Parent,1986; Alheid, Heimer y Switzer, 1990).
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Las proyecciones hacia el GP, EP y SNR en la rata se originan de
las mismas poblaciones neuronales, mediante proyecciones
ascendentes y descendentes. Experimentos con dobles trazadores
fluorescentes e inyecciones intracelulares de HRP revelan que la
mayoria de las neuronas subtalamicas de ratas proyectan al GP y SNR
mediante colaterales axdnicas, el axon se bifurca en un axén colateral
ascendente que termina en el GP y un axén colateral descendente que
termina en SNR. Estudios electrofiosioldgicos en roedores confirman la
bifurcacion axoénica de las neuronas subtalamicas pero diferentes
respuestas se han encontrado en cada colateral, la estimulacion
eléctrica del STh produce inhibiciones de corta latencia en la actividad
espontanea del palido y excitaciones de corta latencia en la SNR, la
participacion de diferentes grupos de interneuronas ha sido planteado

como posible explicacion (Parent, 1986; Féger, Hassani y Mouroux, 1997).

Estudios de doble trazado en el mono ardilla, sugieren que ambas
proyecciones se originan de diferentes poblaciones neuronales en
primates, siendo las neuronas con colaterales axénicas las que se

encuentran en menor proporcion (Parent, 1986).

1.1.3.7.1.- Proyeccion subtaldmopalidal

La proyeccion subtalamopalidal ha sido demostrada en varias
especies mediante técnicas de trazadores anterogrados y retrogrados;
aunque hay diferencias importantes en las conexiones del STh entre
roedores y primates, ambos presentan conexiones reciprocas con el
complejo palidal, el GPe/GP se proyecta masivamente sobre el STh y
este a su vez, inerva tanto al GPe/GP como al GPi/EP, cuya
organizacién topogréafica ha sido ampliamente estudiada en monos
(Smith, Wichmanny DelL ong, 1994).
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Estudios autorradiograficos han revelado que la proyeccién
subtalamopalidal esta topograficamente organizada y se proyecta sobre
ambos segmentos palidales, siendo la proyeccién hacia el GPi levemente
mayor. Las fibras subtalamopalidales se originarian de diferentes
poblaciones neuronales subtaldmicas. Estudios con HRP revelaron que
las neuronas mediales del tercio caudal del STh proyectan masivamente
al GPi, mientras que las que se encuentran centralmente en los 2/3
rostrales inervan principalmente el GPe y las del tercio lateral envian

s6lo algunas fibras al palido (Parent, 1986).

La proyeccién subtaldmopalidal constituye, en importancia, la
segunda aferencia al palido y su papel en la organizacién funcional de
los BN ha sido controvertida. Sin embargo, recientes hallazgos tanto
inmunohistoquimicos, electrofisiolégicos como farmacoldgicos revelan
gue el STh ejerce una fuerte excitacion (posiblemente GLUtérgica) sobre
las neuronas palidales y dltimamente se ha sugerido que la
hiperactividad de esta proyeccién en la PD podria ser la principal causa
de las alteraciones motoras, tras la comprobaciéon que la lesion
unilateral del STh en el mono parkinsoniano reduce las principales

alteraciones en el miembro contralateral (Smith, Wichmanny DelLong, 1994).
1.1.3.7.2.- Otras proyecciones subtaldmicas

Experimentos con trazadores retrogrados marcan neuronas del
STh tras inyecciones en las proximidades del PPTg, indicando la
relacion con las neuronas no-colinérgicas de la porcion difusa del PPTg.
Los experimentos con trazadores anterogrados son complicados por el
pequefio tamafio del nudcleo y las proximidades del GP, SN y zona
incerta que también proyectan a la RF del tronco del encéfalo (Alheid,
Heimer y Switzer, 1990).

1.1.3.8.- Proyecciones aferentes de |a sustancia negra compacta
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Mediante técnicas de transporte axonal anterogrado y retrogrado,
se ha establecido que la SNC y SNR comparten parcialmente sus
conexiones aferentes aunque tienen diferentes conexiones eferentes. Las
neuronas de la SNC, proyectan principalmente al estriado. En cambio
las neuronas de la SNR proyectan al tadlamo, SC y tegmento
mesencefalico. La principal aferencia proviene en ambos casos del

estriado (Grofova, Deniau y Kitai, 1982).

1.1.3.8.1.- Proyeccion palidonigral

La proyeccion palidonigral es relativamente menor que la
estrionigral, se origina del GPe en monos, mientras que el GP y el EP
contribuyen en ratas y gatos. En ratas esta formada por axones
colaterales de las neuronas palidoestriatales que terminan mas en las
neuronas DAérgicas de la SNC que en la SNR. Hay evidencias que

indican que las fibras palidonigrales emplean GABA y SP (Parent, 1986).

1.1.3.8.2.- Proyeccion corticonigral

La existencia de la proyeccion corticonigral ha sido muy
discutida. Los métodos de tincion de plata han revelado pocas fibras e
indicaban que muchas fibras corticofugales so6lo atravesaban la SN
hacia otras terminaciones mas caudales. Estudios con microscopia
electronica en gatos la descartaban. Pero inyecciones de HRP
confirmados por autorradiografia indican que se originaria del coOrtex
prefrontal (areas 6 y 9) terminando en parches en la SNC. Experimentos
de lesiones sugieren que el GLU seria el neurotransmisor (Carpenter, 1981;
Parent, 1986).

1.1.3.9.- Proyecciones eferentes de |a sustancia negra compacta

1.1.3.9.1.- Proyeccion nigroestriatal
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La proyeccion nigroestriatal pertenece a la via mesoestriatal (el
mayor sistema DAérgico del encefalo), formada por una parte dorsal que
corresponde a la proyeccién nigroestriatal y otra ventral constituida por
proyecciones del VTA hacia el estriado ventral y cortex frontal. Pero,
ambas proyecciones no estan completamente separadas, existiendo un
cierto grado de superposicion en sus terminaciones. Estudios
autorradiograficos y de HRP han revelado que neuronas de la SNR y
otros grupos paranigrales, especialmente del VTA y area retrorrubral

tambien contribuyen a la proyeccién nigroestriatal (Parent, 1986).

Esta proyeccion es principalmente homolateral, s6lo un 5% de las
neuronas tienen proyeccion contralateral y muy pocas presentan
proyeccion bilateral. Por otra parte, las neuronas DAérgicas de la SNC
tambien proyectan en una menor proporcion hacia el GP y el STh
homolateral. Asi mismo, estudios combinados de trazadores retrogrados
e histofluorescencia de catecolaminas han revelado que la presencia de
neuronas nigroestriatales no-DAérgicas representarian menos de un
10% de la proyeccion (Parent, 1986).

Se origina de neuronas DAérgicas y no-DAérgicas de la porcion
ventral de la SNC y ventrolateral de los grupos neuronales paranigrales
de la VTA, SNL y SNR. Las neuronas DAérgicas homolaterales
presentan dos tipos de fibras; unas emiten colaterales locales hacia la
SNC, SNR vy é&rea retrorrubral y las otras no. Las fibras nigroestriatales
se dirigen primero medialmente para unirse a las fibras mas mediales
de la SNC vy rostrolateral del VTA, luego cursan rostralmente con la
radiacion CAérgica tegmental, atraviesan el campo de Forel H> y
ascienden por el fasciculo prosencefalico medial y llegan al GP dénde
pueden emitir colaterales para este nucleo y finalmente pasan a través
del borde ventromedial de la capsula interna para llegar al CPu por

varias vias (Fallony Loughlin, 1985). La DA liberada por las terminaciones
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nerviosas de las neuronas de la SNC modulan la actividad de las
neuronas estriatales y, a traves de ellas, de todos los circuitos de los BN
(Bergman, et al., 1998).

1.1.3.9.2.- Proyeccion nigrocortical

Neuronas de la SNC y del VTA proyectan al cértex prefrontal. La
proyeccion del VTA es mas prominente, pero no se colateriza tan
extensamente en el cortex u otras estructuras subcorticales como la
SNC. Esta ultima esta muy colaterizada e inerva diferentes regiones del
cortex (prefrontal, del cingulo, suprarrinal y entorrinal) asi como otras
subcorticales. Sin embargo, no se ha establecido adn si estas neuronas
gue se encuentran en el tercio medial de la SNC emplean DA como

neurotransmisor (Parent, 1986).

1.1.3.9.3.- Otras proyecciones dela SNC

Existe evidencia de que la SNC envia proyecciones descendentes
hacia algunos nudcleos mas caudales del tronco del encéfalo, que
incluyen el locus coeruleus, la regién parabranquial, el ndcleo dorsal del
rafé e incluso el cerebelo y la médula espinal. Muchas de estas
proyecciones se originan del VTA, pero la SNC y el area retrorrubral

tambien contribuyen (Parent, 1986).

La comprobacion mediante HRP y microiontoforésis de la
existencia de una proyeccion DAérgica nigrosubtaldmica desde las SNC
en roedores, hacen suponer que el sistema DAérgico nigroestriatal

podria tambien jugar un papel regulador en el STh (Parent, 1986).

1.1.3.10.- Proyecciones aferentes de |a sustancia negra reticulada
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Las proyecciones aferentes de la SNR provienen del estriado, el
GP (ver pagina 30), el EP, el STh, el nucleo dorsal del rafé y Acb (Grofova,
Deniau y Kitai, 1982).

1.1.3.10.1.- Proyeccién estrionigral

La proyeccién estrionigral es la principal proyeccién aferente a la
SNR. Estudios de doble trazado en primates han establecido que las
fibras caudofugales y putaminofugales forman sistemas diferentes,
distinguibles por su sitio de origen, terminacion y coneurotransmisor.
Las fibras caudofugales se proyectan intensamente sobre los 2/3
rostromediales de la SNR, mientras que las fibras putaminofugales
terminan en el 1/3 caudolateral, proyectdndose mas intensamente

sobre el palido que sobre la SNR (Parent, 1986).

1.1.3.10.2.- Proyeccién subtalamonigral

Virtualmente todas las neuronas de la STh se proyectan hacia el
GP y la SNR; sin embargo, en monos las proyecciones subtalamonigral y
subtalamopalidal se originan de poblaciones neuronales diferentes.
Estudios electrofisiolégicos indican que las fibras subtalamonigrales
ejercen una accién excitadora en la SNR y son de naturaleza GLUtérgica
(Parent, 1986).

1.1.3.10.3.- Proyeccion del tronco del encéfalo

En ratas, la inervacion del nudcleo dorsal del rafé proviene de
fibras colaterales de la proyeccién hacia el estriado, quedando en

posicion de modular la actividad del estriado y la SNR (Parent,1986).

1.1.3.11.- Proyecciones eferentes de la sustancia negra reticulada
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La SNR representa una de las principales estructuras de salida de
los BN y presenta tres divergentes proyecciones nigrofugales: la
proyecciéon nigrotalamica, la proyeccioén nigrocolicular y la proyeccion

nigrotegmental (Parent, 1986).

1.1.3.11.1.- Proyeccion nigrotalamica

La proyeccién nigrotalamica, es la mas abundante y se origina de
neuronas de toda la SNR. La mayoria de los axones de estas neuronas
terminan en el nucleo ventromedial del tAlamo, pero tambien proyectan
hacia los nudcleos mediodorsal e intralaminar, medial central,
parafascicular y lateraldorsal. Envia colaterales hacia la SNR, SNC y
RF; es GABAérgica inhibidora (Falon y Loughlin, 1985; Deniau y Chevalier,
1992).

La proyeccion nigrotalamica hacia el nucleo ventromedial del
taldmo constituye el principal sistema eferente de los nucleos basales a
través del cual las sefales del estriado alcanzan hasta el polo frontal del
neocortex, a través de la proyeccién VM-talamocortical, proporcionando
una amplia inervacion a las areas corticales oculomotoras vy
orofaringeas. El sistema estrionigrotalamico esta compuesto por dos
sucesivas  sinapsis GABAérgicas inhibidoras, estrionigral vy

nigrotalamica (Deniau y Chevalier, 1992).

1.1.3.11.2.- Proyeccion nigrocolicular

La proyeccion nigrocolicular, se origina de neuronas de la mitad
rostral y regibn mediolateral de la SNR, sus axones terminan
principalmente, en las capas intermedia blanca y gris, como tambien
aunque en menor proporcién en la capa colicular profunda, del SC
homolateral y contralateral. Esta proyeccién tiene una notable

distribucion topografica al igual que la anterior, sus axones son
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delgados, no mielinizados, tambien son GABAérgicos inhibidores y
ademas de colaterales hacia el coliculo contralateral, envia fibras
colaterales al talamo homolateral (Fallon y Loughlin, 1985; Deniau y Chevalier,
1992).

Las neuronas nigrocoliculares, constituyen otra de las principales
estacion de relevo de las proyecciones eferentes del estriado, el sistema
estrionigrocolicular, junto con las nigrotalamicas. Las neuronas
GABAérgicas estrionigrales ejercen una potente influencia inhibidora
sobre la SNR y especialmente sobre las neuronas nigrocoliculares, las
gue a su vez son GABAérgicas e inhibidoras. Las neuronas
nigrocoliculares presentan un nivel elevado y regular de descarga (30-
100 potenciales/s) lo que hace suponer que ejercen una accion

inhibidora ténica sobre las neuronas del coliculo (Deniauy Chevalier, 1992).

1.1.3.11.3.-Proyeccién nigrotegmental

La proyecciéon nigrotegmental, se origina de neuronas que se
encuentran principalmente en los 2/3 caudales de la SNR y sus axones
inervan la RF mesencéfalica rostral y el area peribranquial que incluye
los ndcleos: PPTg, sustancia gris dorsolateral, DpMe, nucleo
parabranquial, locus coeruleus y nucleos dorsal y mediano del rafé
(Fallony Loughlin, 1985; Deniau 'y Chevalier, 1992).

No se han descrito proyecciones reciprocas desde el tdlamo y SC
hacia la SN (Tepper, Martin y Anderson, 1995). Pero estudios de registros
intracelulares y de trazadores neuronales, sugieren la presencia de una
proyeccion pedunculonigral, colinérgica y no-colinérgica (GLUtérgica) en
ratas, desde la porcién difusa del PPTg hasta la SNC (Takakusaki et d.,
1996).
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1.1.3.12.- Proyecciones aferentes a nucleo pedunculopontino tegmental

Las neuronas colinérgicas y no-colinérgicas del PPTg pueden ser
comparadas con las DAérgicas y no-DAérgicas de la SN, en el sentido de
gue estas ultimas tienen diferente morfologia, conexiones y funciones;
pero sin embargo, estan mutuamente interconectadas y ademas, son

interdependientes (Inglis, et a., 1994).

El PPTg es tambien funcionalmente divisible por el andlisis de sus
conexiones. Las neuronas colinérgicas forman parte de la RF y tienen
extensas conexiones ascendentes y descendentes, las conexiones
ascendentes influyen sobre la actividad neuronal del cértex y los BN.
Las proyecciones colinérgicas descendentes inervan estructuras del
puente y médula oblongada encargadas del suefio y la regulacion del
tono muscular. Las neuronas no-colinérgicas proyectan a los nucleos
del puente, médula oblongada y médula espinal, reciben entradas de
estructuras de los BN asociadas con el sistema limbico: SNR, STh y
palidos dorsal y ventral. Se supone que actia como una interfase entre
las estructuras limbicas de los BN y el sistema motor caudal,
transportando la informacién motora desde el Acb hasta la médula

oblongada y médula espinal (Inglis, et a., 1994).

Las proyecciones aferentes del PPTg se originan de los nucleos de
los BN, sistema limbico y la RF. Las proyecciones de los BN provienen
de la SNR (ver pagina 41), STh y GPIi/EP (ver pagina 31) a los cuales
tambien les envia fibras eferentes, estableciendo conexiones reciprocas;
las proyecciones limbicas provienen del palido ventral, hipotalamo y
VTA; las proyecciones desde la RF se originan en los nucleos del rafé.
Tambien se han encontrado proyecciones desde las areas 4 y 6 del
cértex motor y nucleos intracerebelares (Steckler, et a., 1994; Scarnati y
Florio, 1997).
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1.1.3.13.- Proyecciones eferentes del nlcleo pedunculopontino tegmental

Las proyecciones eferentes del PPTg inervan los nucleos
homolaterales de los BN, especialmente la SNC y el STh (ver pagina 33),
aunque tambien alcanzan hasta el estriado, GPe/GP (ver pagina 28),
GPIi/EP, el tdlamo, tectum y la RF del tronco del encéfalo. En algunos
casos una simple neurona puede bifurcar o trifurcar su axoén
proyectandose a 2 o 3 areas diferentes (Scarnati y Florio, 1997; Takakusaki,
Shiroyamay Kitui, 1997).

Las proyecciones eferentes del PPTg pueden subdividirse en
ascendentes y descendentes, aunque algunas neuronas soélo envian
proyecciones ascendentes 0 descendentes, otras mediante
colaterizaciones axonales envian proyecciones en ambas direcciones
(Steckler, et a., 1994).

Las proyecciones ascendentes alcanzan hasta el cortex frontal, los
nudcleos taldmicos (anterior, reticular, mediodorsal, centromediano,
centrolateral, posterior, geniculado lateral y habénula), el estriado, el
hipotalamo lateral, el GPe/GP, el GPi/EP, el cuerpo amigdalino, el VTA,
los ndcleos septales (septo lateral y dorsal), laSNC y los nudcleos tectales
(pretectal y SC) (Scarnati y Florio, 1997).

Las proyecciones descendentes forman parte de la RF medial e
inervan nucleos pontinos, vestibulares e intracerebelares, las areas
ventrolateral rostral, relacionada con la regulacibn sanguinea, y
medioventral identificada como de induccion motora en la médula
oblongada. Tambien las fibras descendentes alcanzan directamente
hasta la médula espinal. Otras forman la rama ventromedial del tracto
de Probst, llegando hasta los nucleos reticulares pontinos orales y
caudales, la porcion ventromedial del nucleo reticular gigantocelular;

estableciendo una via potencial para la influencia sobre los mecanismos



Introducciéon 44

motores de la médula espinal y las funciones autbnomas y motoras de

los nervios craneales (Steckler, et al., 1994; Scarnati y Florio, 1997).

1.1.3.14.- Proyecciones aferentes al nuicleo mesencefalico profundo

Las proyecciones aferentes y eferentes del DpMe tiene una
organizacion mediolateral y aunque esta divisién se basa en criterios
arbitrarios y no citoarquitectonicos, es concordante con la disposicién
de la RF del puente y médula oblongada, cuya parte medial presenta
largas fibras ascendentes y descendentes y la parte lateral contiene
pequefias neuronas con cortos axones (Veazey y Severin, 1980a; Veazey y
Severin, 1982).

La mayoria de las aferencias terminan tanto en la parte medial
como en la parte lateral del DpMe, excepto, algunas que terminan sélo
en la parte lateral. Pero la parte medial, envia y recibe proyecciones de
los ndcleos mas caudales del tronco del encéfalo (Veazey y Severin, 1980a;
Veazey y Severin, 1982).

1.1.3.14.1.- Proyeccion cortico-DpMe

Usando las técnicas de trazadores autoradiograficos anterogrados
y retrogrados de prolina y/o leucina tritiada combinada con la HRP, se
ha demostrado que el ndcleo DpMe de la RF mesencefalica de roedores
recibe proyecciones homolaterales del cortex sensitivomotriz, EP, zona
incerta, SC y SN, proyecciones bilaterales del complejo sensitivo
trigeminal y RF medular. Tambien recibe proyecciones contralaterales

desde el DpMe y nucleo dentado del cerebelo (Veazey y Severin, 1982).

La proyeccion cortical hacia el DpMe se origina de las neuronas
piramidales de la capa V de las areas 1, 2, 3, 4 y 6; las proyecciones del

cértex motor se originan principalmente de la parte medial, regién
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encargada de los movimientos de ojos, parpados y vibrisas. La
proyeccion del cortex somatosensitivo se origina principalmente del area
2, que a su vez recibe aferencia de la cabeza y cara. Esta proyeccion
termina en la parte ventrolateral y en la extension mediolateral del
DpMe (Veazey y Severin, 1982).

1.1.3.14.2.- Proyeccién subtaldmotegmental

La proyeccion subtaldmotegmental ha sido descrita en ratas,
gatos y monos usando la tincion de Weigert o métodos de degeneracion
como originandose desde la region subtalamica. Sin embargo, mediante
inyecciones de HRP y de radioisotopos se ha demuestrado que se
origina de la zona incerta y termina en la parte ventral del DpMe (Veazey
y Severin, 1982).

1.1.3.14.3.- Proyeccion SC-DpMe

El DpMe recibe una proyeccion topograficamente organizada
desde la lamina intermedia gris del SC hasta las partes lateral y medial,
pero mas prominente en esta ultima, otra proyeccion se origina de la
parte dorsolateral de la SNC y termina en la parte mediolateral del
DpMe. Ademas existe una proyeccion proveniente desde la parte lateral

del DpMe contralateral (Veazey y Severin, 1982).

1.1.3.14.4.- Proyecciones del cerebelo

Se han descrito varias proyecciones desde los nucleos
intracerebelares hacia el tegemento mesencefalico y VTA. Una de estas
proyecciones se origina de la parte lateral del ndcleo dentado cursa por
el pedunculo cerebelar superior terminando en la parte lateral del

DpMe. Por sus conexiones reciprocas con el EP, podria modular la
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actividad de los BN, lo que hace suponer que la parte lateral del DpMe
podria participar en el control motor suprasegmental (Veazey y Severin,
1982).

1.1.3.14.5.- Proyecciones de la médula oblongada

Una proyeccion bilateral para el DpMe, se origina de parte
dorsolateral del tercio rostral del nucleo olivar inferior de la RF medular,
terminando en su parte medial. Esta proyeccién seria reciproca con las
proyecciones hacia los nucleos reticular pontino y gigantocelular de la
RF mesencefalica y medular. Tambien cabe destacar la proyeccion
proveniente del complejo nuclear trigeminal cuando las areas corticales
somatosensitivas de la cabeza y cara tambien envian proyecciones al
DpMe (Veazey y Severin, 1982).

1.1.3.15.- Proyecciones eferentes del nticleo mesencefalico profundo

La parte lateral del DpMe envia proyecciones hacia el DpMe
contralateral y a nucleos telencefalicos y diencefalicos homolaterales. Al
nucleo mediodorsal del tadlamo, parte medial de la porcién caudal del
GP, parte ventromedial del STh y EP (Veazey y Severin, 1980a; Veazey y
Severin, 1982).

La parte medial del DpMe presenta proyecciones bilaterales hacia
nucleos del tronco del encéfalo y la médula espinal. Hacia las porciones
oral y caudal del nucleo reticular pontino y al ndcleo gigantocelular de

la médula espinal cervical (Veazey y Severin, 1980a; Veazey y Severin, 1982).
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1.1.4.- El modelo de organizacion funcional delos nucleos basales

Los progresos en la comprension de la anatomia, fisiologia y
farmacologia de los BN han llevado ha postular un modelo de
organizacién funcional (Ver Figura N° 1, pagina 49), que asume que las
conexiones entre los nucleos de los BN con el cértex cerebral y el talamo

forman circuitos paralelos y separados (Alexander y Crutcher, 1990).

Las areas sensitivomotriz y asociativas del cértex cerebral envian
proyecciones excitadoras GLUtérgicas a los territorios sensitivomotriz y
asociativo del estriado, el cual proyecta mediante dos via estriofugales
hacia los nucleos de salida de los BN (GPi/EP y SNR) (Alexander y Crutcher,
1990).

La "via directa" se origina de las neuronas estriatales inhibidoras
con GABA y SP como neurotransmisores su activacion produce una
desinhibicion del talamo. La "via indirecta" también es inhibidora con
GABA y ENK alcanza primero hasta el GP, luego al STh mediante
proyecciones exclusivamente GABAérgica y finalmente desde el STh
llega hasta los nucleos de salida mediante una proyeccién GLUtérgica
(Alexander y Crutcher, 1990).

La activacibn de Ila proyeccion estriopalidal inhibidora
(GABA/ENK) suprime la actividad de las neuronas palidales de modo
gue desinhiben el STh, aumentando su accién excitadora sobre los
nudcleos de salida, los que a su vez aumenta su inhibicion sobre el
talamo. Ademaés, la alta frecuencia de descarga de la mayoria de las
neuronas palidales ejerce una inhibicion tdnica sobre el STh (Alexander y
Crutcher, 1990).
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Durante la ejecucién de un acto motor especifico, las neuronas
relacionadas con el movimiento en el GPIi/EP y SNR presentan un
aumento o disminucion fasica de su frecuencia de descarga espontanea.
La disminucién fasica juega un papel crucial en el control motor por
desinhibicion del ndcleo VL del tadlamo, facilitando los movimientos
iniciados corticalmente, el aumento fasico parece tener el efecto opuesto
(Alexander y Crutcher, 1990).

Aunque se desconoce como actuan las entradas de las vias
directa e indirecta sobre las neuronas del GPi/EP y SNR, es posible que
las entradas de las vias directa e indirecta que son activadas selectiva y
conjuntamente en relacibn con un movimiento iniciado corticalmente
pueden ser dirigidos al mismo grupo de neuronas. De modo que las
entradas de la via indirecta podrian frenar o enlentecer un movimiento
gue fue reforzado por la via directa. Otra posibilidad es que las entradas
de las vias directa e indirecta asociadas a un movimiento podrian ser
dirigidos a diferentes grupos neuronales, jugando un doble papel en la
modulacion cortical de los movimientos, reforzando por la via directa un
modelo motor seleccionado o suprimiendo uno conflictivo por la via

indirecta (Alexander y Crutcher, 1990).

La proyeccion DAérgica nigroestriatal ejerce efectos opuestos
sobre las vias eferentes de estriado. Parece tener un efecto excitador
sobre las neuronas estriatales de la via directa y un efecto inhibidor
sobre la via indirecta. De modo, que en su conjunto, la accion de la DA
sobre el estriado resfuerza la activacion cortical del circuito, facilitando
la conduccion de la "via directa", que tiene un efecto excitador sobre el
talamo o suprimiendo la conduccién a través de la "via indirecta" la cual

tiene un efecto inhibidor sobre el tAlamo (Alexander y Crutcher, 1990).
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FIGURA N 1.- Diagrama esquematico de los circuitos motores de los BN en roedores.
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1.1.5.- Los nucleos basales y la organizacion del movimiento

Los BN forman parte de los circuitos cortico-subcorticales que
parecen estar implicados en la programacion y ejecucién de los
movimientos como lo han puesto en evidencia las profundas
alteraciones de los movimientos producidos por las enfermedades que
los afectan, atribuyéndoseles diversos papeles mas especificos, como
centro de regulacion de la postura o reflejos posturales, de los
movimientos automaticos, soporte de las actividades de planificacion y
aprendizaje motor o la iniciacion de los movimientos en ausencia de

una orientacion sensorial (Alheid, Heimer y Switzer, 1990).

Durante los ultimos 30 afios se han publicado gran cantidad de
estudios sobre la accién de los distintos neurotransmisores integrados
en los BN asi como sobre el papel de sus distintos nlcleos en cada una
de las conductas. El resultado ha sido la produccion de una
extensisima bibliografia que claramente rebasa los limites impuestos
por el presente marco teérico. Por esta razon, nos limitaremos ha hacer
algunos comentarios relativos ha Ila conducta principalmente

relacionada con los trabajos experimentales de esta tesis.

1.1.6.- Los nucleos basales en los movimientos de rotacion y el control postural

El estriado es una de las principales estructuras involucradas en
la conducta de rotacion, recibe una importante proyeccion aferente de
las neuronas DAérgicas de la SNC y a través de la via estrionigral
alcanza las neuronas GABAEérgicas de la SNR. La conducta de rotacién
esta bajo la influencia de las neuronas DAérgicas de la SNC y las
neuronas GABAEérgicas de la SNR (Dichiaraet al., 1977).
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El control de la postura, tambien es atribuida a las neuronas
DAérgicas nigroestriatales de la SNC y las neuronas no-DAérgicas de la
SNR. La lesion unilateral de la proyeccién nigroestriatal con un
neurotéxico DAérgico (como la 6-OHDA) produce una dramatica
asimetria, consistente en la tendencia del animal a rotar hacia el lado
lesionado (rotacién homolateral), pero en las lesiones unilaterales
electroliticas de la SN, tambien efectivas para la destruccion de las
neuronas DAérgicas, pero no tanto para las fibras de paso, los animales
rotan hacia el lado no lesionado (rotacion contralateral), indicando la
existencia de neuronas no-DAérgicas que se originan o atraviesan la
SN. La inyeccion unilateral de la SN con acido kainico, produce
rotaciones contralaterales espontaneas, con una relativa integridad de
la SNC y una escasa reduccion de la TH, pero una notable disminucion
de la GAD y CAT en el estriado; lo que hace suponer que el acido
kainico, deteriora las neuronas no-DAérgicas (GABAérgicas Yy
AChérgicas) de la SNR. Por otra parte, la inyeccion intranigral unilateral
de etanolamina-O-sulfato, que produce una acumulacion de GABA
enddgeno en la neurona, por bloqueo de la enzima GABA transaminasa,
tambien produce rotaciones contralaterales, similares a las producidas
por el acido kainico, indicando que la destruccion de las neuronas
GABAérgicas de la SNR, controlarian las rotaciones de una manera
opuesta a las neuronas DAérgicas nigroestriatales. La lesién unilateral
de las neuronas DAérgicas nigroestriadas con acido kainico produce
rotaciones contralaterales independientes de la accién de las neuronas
DAérgicas nigroestriatales, que produce una disminucion de las
neuronas de la SNR. De modo que las neuronas no-DAérgicas de la SNR
controlan las rotaciones y la postura de una manera opuesta a las

neuronas DAérgicas (Dichiaraet al., 1977).

Por otra parte, la integridad del PPTg es necesaria para la prueba
de rotaciones inducidas con anfetamina. La lesion unilateral del PPTg
esta asociada a los movimientos de rotacién, las inyecciones

unilaterales de agonistas GABAérgicos en el PPTg inducen rotaciones y
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una asimetria postural contralateral, los antagonistas GABAérgicos
tienen el efecto inverso. La estimulacién del PPTg con acido kainico
produce rotaciones homolaterales, las que pueden ser blogueadas por
haloperidol (un antagonista DAérgico) y a-metil-tirosina (un bloqueador
de la TH, que reduce la DA y NA neuronal) tambien las inyecciones
bilaterales de atropina en la SN, bloquean las rotaciones inducidas por
inyecciones unilaterales de acido kainico, sugiriendo una posible

interaccion DAérgica-colinérgica (Steckler, et a., 1994).

En las lesiones unilaterales de &cido kainico en el PPTg se
producen rotaciones lentas en respuesta a la anfetamina sistémica, las
lesiones unilaterales de quinolinato en el PPTg producen una leve
inclinacion (bias) homolateral en respuesta a la anfetamina sistémica;
sin embargo, las lesiones bilaterales de quinolinato no producen efectos
sobre la actividad locomotora. Por otra parte, las lesiones de ibotenato
producen una leve inclinacion contralateral con anfetamina, se ha
sugerido que estos efectos se deberian a una pérdida de neuronas
AChérgicas y no-AChérgicas del PPTg tras la lesion con ibotenato y a
una pérdida mayor de neuronas AChérgicas que las no-AChérgicas
(Steckler, et a., 1994).

1.1.7.- Enfermedad de Parkinson

Las hipétesis y conceptualizaciones sobre las funciones de los BN
han sido muy influenciadas por la descripcion clinica de los sintomas
de las enfermedades de los BN y el estudio de la enfermedad de
Parkinson (PD) ha tenido gran influencia en estas discuciones. La
observacion de que los pacientes parkinsonianos tenian dificultades
para la iniciacion de los movimientos, llevo a la hipoétesis que los BN
estaban involucrados en la ejecucién automatica de los movimientos
aprendidos, encargandose de secuenciar los programas motores
individuales en una sencilla serie de acciones (Albin, Young y Penney,
1989).
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Existen tres categorias de desérdenes motores producidos por
alteraciones de los BN: los movimientos hipercinéticos, los hipocinéticos
y las distonias. En la hipocinesia, la bradicinesia, la acinesia y la rigidez
son los principales tipos de alteraciones, el parkinsonismo es el
prototipo de los desérdenes hipocinéticos que se caracterizan por la
lentitud de los movimientos, aumento del tono muscular y movimientos

espontaneos pausados (Albin, Youngy Penney, 1989).

La PD es la mas frecuente afeccion de los BN y una de las
enfermedad neurolégica mas comunes. A pesar de su alta prevalencia y
de ser la causa mas importante de incapacidad en las personas

mayores, poco se sabe sobre su etiologia (Jankovic, 1991).

La PD es una combinacién variable de determinados signos
atribuibles a una disfuncion de los BN, para los cuales no existe una
etiologia aparente y donde es esperable una respuesta terapéutica a

farmacos de accién DAérgica (Giménez, 1991).

El principal sustrato fisiopatoldgico de la PD es la degeneracion de
los cuerpos neuronales de la SNC (superior al 80%), que contienen
neuromelanina2, pérdida anterograda de los axones nigroestriatales
ascendentes y sus ramificaciones terminales en el putamen y caudado,
lo que provoca una reduccién de la DA y una importante pérdida de la
neurotransmision DAérgica. Por lo tanto, puede asumirse que los signos
de la PD se deben a una deficiencia de DA en los BN. Aunque existen
otras alteraciones bioquimicas su significado en el origen de los signos
fundamentales de la PD es desconocido (Jankovic, 1991; Melamed, 1991;
Obeso y Artieda, 1991).

2 |a presencia de cuerpos de Lewy intraneuronales (inclusiones citoplasméticas eosindfilas
formadas por agregados de filamentos) en las neuronas sobrevivientes es rel ativamente especifico pero no
exclusivo delaPD (Giménez, 1991; Jankovic, 1991).
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La PD se caracteriza clinicamente por el temblor de reposo, rigidez
y acinesia, la alteracion de los reflejos posturales puede considerarse un

signo tardio en la evolucion de la enfermedad (Obeso y Artieda, 1991).

La rigidez se caracteriza por un aumento sostenido de la
resistencia al desplazamiento pasivo, que no depende del grado de
elongacion de la articulaciéon (la resistencia no cede a partir de un cierto
angulo) y sin el predominio neto de ningun grupo muscular. La rigidez
aumenta cuando el sujeto realiza un movimiento voluntario, cuando la
articulacién se desplaza lentamente y casi desaparece al realizar un
estiramiento rapido y breve. Tipicamente se acompafia de breves e
irregulares interrupciones en el desplazamiento articular, debidas a
pequefios cambios en la resistencia ofrecida por el musculo a la

elongacion pasiva (Obeso y Artieda, 1991).

La rigidez parkinsoniana puede desaparecer tras la lesion
estereotéxica del nudcleo ventral lateral del talamo; aceptandose que la
disfuncion DAérgica conlleva una excesiva activacion o desinhibicion de
los circuitos subcorticales mediados por el talamo lateral, provocando
un desorden funcional del sistema motor que produciria un aumento
permanente del tono muscular y un aumento de la sensibilidad o
excitabilidad central de las neuronas implicadas en los reflejos de larga

latencia tanto fasicos como tonicos (Obesoy Artieda, 1991).

La acinesia en un sentido estricto significa ausencia de
movimiento; situacion que, si bien es posible, no es frecuente en la
observacién de los pacientes de la PD. Por lo que, la acinesia puede
subdividirse en: bradicenesia o lentitud en el inicio y ejecucion de los
movimientos e hipocinesia o0 escasez y pobreza de movimientos (Obeso y
Artieda, 1991).
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La realizacion de cualquier movimiento precisa la seleccién,
secuenciacién y ejecucion de varios programas motores. El area motora
suplementaria y el complejo estriopalidal juegan un papel primordial en
la seleccion y ejecucion de los programas motores. Se ha postulado que
en la PD existiria una alteracion del area motora suplementaria
relacionada con la iniciacién de los movimientos autoinducidos y en los
qgue el individuo debe realizar una prediccién aprioristica de las
variables cuantitativas implicadas en dicho acto motor. Por el contrario,
el area premotora estaria implicada en la ejecucién de los movimientos
inducidos por estimulos externos y con una referencia establecida y

conocida a través de las vias aferentes (Obesoy Artieda, 1991)

La lentitud de la movilidad en la PD afecta a todos los tipos de
movimientos, tanto los reflejos como los voluntarios; encontrandose
aumentado el tiempo de reaccion y sobre todo el tiempo de ejecucion del
movimiento. Estudios en monos parkinsonianos por MPTP indican una
marcada reduccion en las frecuencias de descargas neuronales en el
area motora suplementaria y concomitantemente en el area motora
primaria, esta anomalia se relacionaria con las alteraciones del
potencial premovimiento en la PD, que se genera en el area motora
suplementaria y apoyan la hipoétesis de una disfuncién de esta area en
la génesis del fendmeno acinético. Por otra parte, la alteracion en el
tiempo de reaccion y la imposibilidad de los pacientes de mejorar hasta
niveles normales su tiempo y velocidad de movimiento aun cuando se
les anticipe y avise premonitoriamente, implica una alteracion del area
premotora, secundaria a una desactivacion de las aferencias
estriopalidales tras la interrupcion de la via DAérgica, que conlleva a
una dificultad en el ensamblaje y ejecucién de programas motores

complejos (Obeso y Artieda, 1991).

La dificultad de los pacientes parkinsonianos en mantener un

ritmo y amplitud adecuada durante la realizacion de movimientos



Introducciéon 56

repetitivos alternantes, constituye uno de los mejores ejemplos de la
hipocinesia. La incapacidad central o cerebral para generar
movimientos ritmicos esta muy correlacionada con una incapacidad
para discriminar estimulos temporales presentados sucesivamente.
Puesto que el tiempo es wuna variable inherente en cualquier
movimiento, se ha propuesto que la alteracién de la funcién temporal
en la PD juega un papel trascendental en el origen de la acinesia. Esta
pérdida del ritmo temporal que sustenta gran parte de los movimientos
automaticos tales como el braceo, parpadeo y otros movimientos
repetitivos dependeria de las modificaciones que las aferencia palidales
provocan en otros sistemas subcorticales, especialmente a nivel del
tronco del encéfalo, tales como el PPTg y otros nucleos que se
caracterizan por su actividad sincronica y regular de marcapasos
centrales. La alteracién de estos relojes internos provoca una disfuncién
en el dominio temporal de los programas motores y una reduccion en la

frecuencia de los movimientos repetitivos (Obesoy Artieda, 1991).

1.1.8.- Los model os experimental es de la enfermedad de Parkinson

No se conoce ninguna enfermedad neurolégica similar a la PD en
animales, pero es posible reproducir experimentalmente varios
sintomas extrapiramidales similares. Idealmente un modelo
experimental de la PD deberia (Mahy, 1991a):

producir la misma sintomatologia clinica, o al menos, los tres

sintomas principales: acinesia, rigidez y temblor.

seguir la misma progresion.

provocar los mismos cambios histopatolégicos y neuroquimicos de la

enfermedad: despigmentacion de la sustancia negra con depleccion

de la DA de la proyeccién nigroestriatal.
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responder correctamente a la terapia con L-DOPA y carbidopa.

1.1.81.- El modelo MPTP

Actualmente, las investigaciones se dividen en dos grupos, segun la
forma de provocar la lesiéon: 1)lesiones provocadas por un agente quimico
y 2) por medios mecanicos o fisicos. EI mejor agente quimico para
reproducir la enfermedad tanto en el hombre como en monos, es
mediante la administracion de una sencilla molécula, el 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6- tetrahidroxipiridina (MPTP), pero otras drogas también usadas
son la reserpina, los derivados de la fenotiazina y butirofenona, asi como

el manganeso y la 6-hidroxidopamina (Mahy, 1991a; Mahy, 1991b).

El MPTP fue sintetizado en 1947 por A. Ziering para una industria
farmaceutica, habiéndose llegado a realizar ensayos para determinar su
posible valor terapeutico. Sin embargo, después de su administracion
los primates quedaban rigidos e inmoviles o0 se morian, por lo que se
perdio todo interés. Unos 7 afilos mas tarde el mismo Ziering desarrollo
la PD que no se relacion6 en aquel momento con su trabajo sobre el
MPTP (Mahy, 1991b).

En 1976 un neurdlogo de ejercicio privado de Washington
comunicé a las autoridades sanitarias el caso de un joven que
desarrollo un parkinsonismo agudo y grave tras inyectarse un analogo
de meperidina. En 1977 fue ingresado en el Instituto Nacional de Salud
Mental de Bethesda para valorar la rapida instauracién de un severo
cuadro de parkinsonismo y su sorprendente mejoria con la
administracion de L-DOPA (Jiménez y Ladero, 1990; Portera, 1991).

Este joven californiano de 23 afios estudiante de Quimica, era

adicto a las drogas desde la edad de 13 afos, su droga favorita era una
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combinacion de cocaina y meperidina que habia aprendido a sintetizar
en un laboratorio instalado en el s6tano de su casa. Al parecer, al
intentar acortar los tiempos de las reacciones quimicas elevando la
temperatura sintetizdé involuntariamente un subproducto, el 1metil-4
fenil-1,2,3,6 tetrahidro Piridina, (MPTP) (Portera, 1991).

Este caso fue publicado por Davis y cols. en 1979, comprobando
una disminucién del acido homovanilico (HVA) en LCE vy el estudio
necrépsico (fallecié por sobredosis de cocaina) demostré una amplia y
selectiva destruccién de las neuronas DAérgicas de la SNC y la

presencia de cuerpos de Lewy (Jiménez y Ladero, 1990; Mahy, 1991b).

En 1983 Langston y cols. publicaron 4 casos de parkinsonismo
grave en jovenes adictos a la heroina, que se habian inyectado una
heroina sintética que acababa de ser introducida en el mercado negro
conocida como "nueva heroina" o "heroina de sintesis", en el analisis de
la droga inyectada se descubrié MPTP y minimas cantidades de 1-metil-
4-fenil-4-propionoxi-piperidina (MPPP), el MPTP era un producto
intermedio en la sintesis de un andalogo estructural del narcético
meperidina, el MPPP que era empleada por los jovenes por ser mas
barata y menos perseguida que la heroina, es muy inestable a altas
temperaturas y bajo pH, por lo que facilmente genera MPTP; de hecho
algunos jévenes se inyectaron MPTP practicamente puro; basandose en
estos antecedentes se propuso que la MPTP podria ser un neurotoxico
selectivo para las neuronas DAérgicas nigroestriatales (Jiménez y Ladero,
1990; Mahy, 1991b).

El primer modelo animal de parkinsonismo por MPTP se debe a R.
S. Burns y cols., quienes en 1983 observaron que la administracion por
via intravenosa a macacos, provocé la aparicion de un cuadro de
parkinsonismo asociado con la destruccion selectiva de las neuronas de

la proyeccién nigroestriatal. Otros animales sensibles al MPTP son el
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gato, el perro, la rana en la cual provoca un cambio de pigmentacién
facilmente observable y las sanguijuelas que se vuelven rigidas e
inmoviles. Entre los roedores so6lo los ratones de la cepa BL/C57
resultan afectados, las ratas, cobayas y hamsters no responden (Mahy,
19914).

Los estudios iniciales en ratas por A. Sahgal y por C. C. Boyce y
cols. en 1984, demostraron que las inyecciones de MPTP en varias dosis
originaba, a corto plazo, una supresion progresiva de la actividad
locomotriz con recuperacion rapida si cesaba el tratamiento con dicha
sustancia o si se administraba D-anfetamina y no APO. En este modelo
no se demostraron alteraciones en las concentraciones de DA, 5-HT, ni
de sus metabolitos en la SN o CPu, ni de diversos neuropéptidos en
algunas éareas cerebrales. Tampoco parecia producirse degeneracion
neuronal de la SN. Ademaés, J. A. Javitch y cols. en ese mismo afio
demostraron en estudios autorradiograficos en ratas que la uniéon de
3H-MPTP es poco denso en la SN y CPu, lo que explicaria la ausencia de
neurotoxicidad en dichas zonas, por lo que se sugirié que la rata no
seria un modelo adecuado para el estudio de la PD (Jménez y Ladero,
1990). En ensayos efectuados este laboratorio se ha podido constatar
gue la administracion aguda de MPTP en ratas genera temblor de
reposo, hipertonia e hipocinesia que ceden después de una hora

presistiendo tan sélo una hipocinesia moderada (Diaz, 1984).

Sin embargo, se ha demostrado que los tratamientos con MPTP a
largo plazo inducen una disminucion progresiva de la concentracion de
DA y dafio neuronal en el estriado que se evita con el pretratamiento
con pargilina. Estos efectos neurotéxicos parecen ser dependientes de la
edad, ya que son mayores en ratas viejas que en jovenes, lo que
posiblemente se relacione con el aumento de la actividad
monoaminooxidasa en el CNS que sucede con el envejecimiento.

Estudios en ratas tratadas con MPTP demuestran un aumento de la
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captacion de la misma en la SNC, VTA y locus ceruleus, lo que sugiere
una neurotoxicidad del MPTP sobre dichas zonas y no selectiva de la
SNC (Jiménezy Ladero, 1990).

J. M. Palacios y cols. en 1984 encontraron en estudios
autorradiogréaficos con 2-desoxiglucosa en cobayas tratadas con MPTP
que los resultados son superponibles a los observados en ratas; T. L.
Perry y cols. en 1985 comprobaron que en cobayas el MPTP produce
sedacion e hipotonia y no origina ninguna alteracion bioquimica en el
estriado, ni lesibn de las neuronas DAérgicas nigroestriatales,
considerandose que este animal tampoco representa un modelo UGtil

para el estudio de la PD (Jiménez y Ladero, 1990).

Los estudios anatomicos y neuroquimicos de G. A. Ricuarte y
cols. como los de G. Gerhardt y cols. (1985) en el raton han
comprobado que el MPTP produce una destruccién parcial de las
terminaciones DAérgicas en el estriado, que es mayor en las regiones
mas dorsales del nucleo caudado, también aparece una recuperacion
incompleta de los marcadores de dichas terminaciones, posiblemente
relacionada con el crecimiento por gemacion de estas. Sin embargo,
también se han encontrado otras perdidas celulares en el VTA, locus
ceruleus, nucleo dorsal del rafé y parte lateral del ndcleo talamico
medial. Por lo tanto, en ratones se producen pérdidas celulares no
selectivas de la SNC, no constituyendo un buen modelo para la PD, pero
si para estudiar la capacidad de regeneracion neuronal tras la lesién
(Jiménez y Ladero, 1990).

1.1.8.2.-El modelo rotacional de Ungerstedt

Las primeras lesiones selectivas de la SNC fueron efectuadas por
U. Ungerstedt en 1970 con 6-OHDA, el primer neurotdxico selectivo
para las neuronas DAérgicas nigroestriatales y que ha sido

ampliamente usado en la rata, para el estudio de las funciones del
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sistema DAérgico (MacLeod, Ryman Arbuthnott, 1990); U. Ungerstedt y G. N.
Arbuthnott (1971) describieron los movimientos circulares inducidos
farmacolégicamente en ratas con degeneracion de las neuronas
DAérgicas nigroestriatales unilaterales, tras la administracion de d-
anfetamina que produce la liberacion de la DA en las terminaciones no
lesionadas y los animales giran hacia el lado homolateral a la lesion,
tras la administracion de apomorfina (APO) los animales giran hacia el
lado contralateral a la lesion, lo que se debe al desarrollo de una
hipersensibilidad en los receptores DAérgicos en el estriado lesionado

(DeLongy Georgopoulos, 1981).

La 6-OHDA es un analogo de la DA, que debe ser aplicado
directamente al parénquima cerebral, ya que no atraviesa la barrera
hematoencefalica. Mediante una inyeccidn estereotaxica, la neurotoxina
es incorporada selectivamente a la neurona catecolaminérgicas por un
sistema de recaptacion de alta afinidad, produciéndose la acumulacién
intracelular de productos citotéxicos como el peréxido de hidrégeno y la
6-hidroxidopamina quinona, que producen la degeneracion de las

terminaciones nerviosas (Zigmond, et al., 1990).

La lesion unilateral severa (superior al 90%) del sistema
nigroestriatal con 6-OHDA, produce un aumento del numero de
receptores postsinapticos en el estriado denervado, fendmeno conocido
como hipersensibilidad por denervacién, la administracién de APO, que
es una mezcla de agonistas D1 y D, facilitan la transmision DAérgica
con mayor intensidad en el lado lesionado, generando rotaciones
contralaterales a la lesion por el aumento de los receptores en el
estriado denervado (Diaz, 1984; Zigmond, et a., 1990; Robertson, 1992).

En un trabajo anterior efectuado en este Laboratorio (Diaz, 1984) se
estudié la cinética de adquisicibn de Ila hipersensibilidad por

denervacion y la efectividad de la APO como agonista DAérgico, de él se
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puede destacar; que el numero promedio de rotaciones contralaterales
inducidas por la APO se incrementa progresivamente hasta alcanzar los
valores maximos de 51 y 61 rotaciones entre 14 y 21 dias,
respectivamente; luego se estabiliza hasta contabilizar 57 rotaciones el
dia 52; y en cuanto a la evolucion temporal de la respuesta rotacional a
una dosis Unica de APO, el mayor numero se alcanza a los 15 minutos

con un promedio de 56 rotaciones y un minimo de 4 a los 65 minutos.

La destruccién completa (superior al 95% de las neuronas) del
sistema DAérgico nigroestriatal produce deficiencias motoras, sensitivas
y cognoscitivas irrecuperables. Los animales con una lesién extensa
pero parcial (80% a 95%) muestran inicialmente severas deficiencias
conductuales cuya magnitud se correlaciona con la disminucion de la
DA estriatal y la desaparicion de las neuronas DAérgicas de la SN, una
lesion menos severa (inferior al 80%) tiene una escasa repercusion;
estableciéndose asi, que sélo un 10% a 20% del sistema DAérgico
nigroestriatal es necesario para la mantencion de las funciones
normales. En una lesibn moderada se produce un aumento de la
sintesis, metabolismo y liberacibn de la DA en las terminaciones
DAérgicas persistentes que posiblemente contribuyan a la capacidad de
los animales a mantener relativamente normal la concentracion basal
de DA en el estriado, si la lesion excede el 90% hay adaptaciones
postsinapticas que incluyen la hipersensibilidad de los receptores

DAérgicos postsinapticos (Robinson, et al. 1994).

Una de las principales ventajas de la 6-OHDA es que conserva su
selectividad por las neuronas DAérgicas cuando es administrada
directamente en el téjido cerebral. La inyeccién esterotaxica de este
neurotéxico solo causa una lesion inespecifica inferior a 500 y, lesion
gue es la consecuencia no del propio toxico sino de la presién generada
durante la inyecciéon por el vehiculo en el que este va disuelto. Por el

contrario, el MPTP no ofrece esta ventaja. La lesién tisular de este toxico
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origina una lesion inespecifica mucho mayor (< 1mm.), lo cual no lo
hace particularmente Uutil en esta modalidad de administracion.
Ademaés, la afinidad del MPTP por las neuronas DAérgicas es baja en el
caso de la rata. Por estas razones decidimos utilizar la 6-OHDA en lugar
del MPTP en los experimentos de lesion del sistema DAérgico
nigroestriatal.
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1.1.9.-Nucleos basales, neurotransmision dopaminérgica y enfermedad de Parkinson

Tras la primera descripcion de los BN hace mas de 300 afios y la
importancia atribuida a sus funciones motoras y sensitivas, su estudio
ulterior perdié interes y fue relativamente abandonado. Durante los
siglos XVII y XIX (desde 1782 hasta 1874) el interés de los
neurobiolégos se centro en el cortex cerebral y la localizacion de las
funciones mentales superiores. Pero a finales del siglo XIX y comienzos
del siglo XX (desde 1865 hasta 1925) se recobra el interés por describir
la complejidad morfolégica de los BN y su estudio comparativos en los
vertebrados, que coincidié con el descubrimiento de que las lesiones de
los BN producian desérdenes motores en los seres humanos (Parent,
1986).

Los mas significativos avances en la investigacion sobre los BN se
han producido a partir de la mitad de este siglo, tras el desarrollo de
métodos mas sensibles para trazar las conexiones neuronales. Asi, por
ejemplo, la aplicacion de la técnica de la degeneracion de plata de
Nauta-Gygax (1954) al estudio de las proyecciones eferentes del ndcleo
lentiforme aportdé resultados que aun constituyen una valiosa
contribucién a la comprension de la organizacion anatoémica de los BN.
Sin embargo, una verdadera revolucién ha ocurrido durante las tres
ultimas décadas con el desarrollo de las técnicas de transporte axonal
de marcadores neuronales, que junto con el desarrollo de métodos
histoquimicos e inmunohistoquimicos muy sensibles para la
localizacion neuronal precisa de neurotransmisores y sus enzimas
relacionadas, han permitido una descripcion pormenorizada de las

distintas poblaciones neuronales que integran los BN (Parent, 1986).

La expansion actual de los conocimientos del sistema DAérgico

comenzaron en 1962, cuando Falck, Hillarp y A. Carlsson vy
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colaboradores encontraron que al exponer las secciones cerebrales
congeladas a los vapores de la formalina formaban productos de
condensacién fluorescentes. Posteriormente, Dahlstrom y Fuxe en
1964, establecieron el primer mapeo de las neuronas monoaminérgicas
mediante esta técnica de histofluorescencia en el CNS encontrando que
una de las regiones con mayor concentracion de cuerpos neuronales
con monoaminas fluorescentes era la SN (Falon y Loughlin, 1985),
haciendo posible que se iniciaran los registros extracelulares "in vivo"
para estudiar las caracteristicas bioeléctricas de estas neuronas en las

regiones donde eran mas abundantes (Gracey Bunney, 1980; Chiodo, 1988).

Mediante la técnica de trazadores axonales se ha efectuado una
descripcion detallada de las prolongaciones neuronales tanto
dendriticas como axonales y con ello un mapeo preciso de las
conexiones neuronales. Con el desarrollo de las técnicas de registros
intracelulares y su combinacion con la inyeccién intracelular de
trazadores axonales, se ha podido asociar las caracteristicas
neuroquimicas con las bioeléctricas, facilitando el estudio de un
sistema bien definido tanto anatémica como fisiolégicamente (Grofova,
Deniau y Kitai, 1982).

Las enfermedades del hombre han sido el impulso para la
investigacion, gran parte de lo que sabemos sobre el sistema DAérgico
se debe a las investigaciones sobre la etiologia de la PD. Los estudios
anatdémicos, histoquimicos y bioquimicos han estado estrechamente
relacionados con los farmacolégicos que han conducido al desarrollo de
un tratamiento para tal enfermedad. Pero a pesar de estos enormes
progresos, la causa de este trastorno degenerativo sigue siendo
desconocida (Fuxe, et d., 1982; Nobel Assembly, 2000).

A continuaciéon se describe una cronologia sindéptica de las

principales contribuciones que han permitido el desarrollo de los
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conceptos anatomicos y fisioldgicos basicos sobre los BN y el sistema

DAérgico nigroestriatal:

En 1644 el anatomista inglés THOMAS WILLIS en su tratado "Cerebri Anatome"
describe por primera vez los nucleos subcorticales hoy conocidos como cuerpo
estriado, destacando que ocupan una posicién crucial entre el cortex cerebral y
el tronco del encéfalo y asume que actian como receptor de todas las

sensaciones e iniciador de todos los actos motores (Parent, 1986).

Entre 1772 y 1776 JOHN WALSH efectua experiementos sobre la electricidad
en peces, que no son publicados y que constan solo en la correspondencia con

otros investigadores (Piccolinoy Bresadola, 2002).

En 1780 LUIGI GALVANI describe experimentalmente la electricidad animal
mediante la preparacion de la mitad inferior de una rana, insertando un
alambre de metal en el canal vertebral y tocando con una seccion del nervio

crural un musculo de la pierna, produciendo su contraccion (Piccolino, 1997).

En 1786 FELIX VICQ D'AZIR y SAMUEL THOMAS SOMMERRING (1788)
describen simultaneamente la SN. El mismo Vicq d’Azir es el primero en
reconocer que los nucleos caudado y putamen pertenecen a la misma

estructura, el estriado. (Parent, 1986).

En 1792 ALESSANDRO VOLTA confirma el hallazgo de Galvani pero atribuye
la electricidad generada a un arco bimetalico y sostiene que los téjidos
biolégicos no son eléctricamente activos. Elabora la “teoria del contacto”,
metales diferentes generan electricidad cuando se ponen en contacto (Schuetze,
1983; Piccoalino, 1997).

En 1794 GALVANI responde a las objeciones de Volta, estimulando con un
arco monometalico y conectando nervio y musculo con secciones de téjidos o
directamente. Volta arguye que también la humedad y la composicidon corporal
de las diferentes especies contribuyen a generar una fuerza de contacto
(Piccolino, 1997).

En 1797 Galvani produce contracciones sin contacto heterogéneo, solo
exclusivamente por téjido nervioso, con una de las secciones del nervio

isquiatico izquierdo tocaba el nervio isquiatico derecho, produciendo la
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contraccion de ambos miembros. Confirmando la “teoria de la electricidad
animal”. Sosteniendo que la electricidad animal es genuina y existe en todos
los seres vivos participando en procesos fundamentales tales como la
contraccion muscular y la conduccidon nerviosa, descartando la teoria de los

mensajeros del espiritu (Piccolino, 1997).

En 1817, JAMES PARKINSON un médico londinense de 62 afios describe la
paralisis agitante en su libro "Essay on shalking palsy"(Un ensayo sobre la
pardlisis agitante) como un sindrome que aparece en la quinta o sexta década
de vida, cuyos signos clinicos mas relevantes son: "movimientos
temblorosos...involuntarios...con los miembros en reposo o0 incluso
apoyados...el tronco flexionado y tendencia a la marcha acelerada”. No hizo
referencia a la rigidez y rechazo explicitamente la presencia de anomalias de

tipo sensorial, emaocional e intelectual (Diaz, 1984; Garcia, 1990; Portera, 1991).

En 1819, KARL FRIEDRICH BURDACH distingue la division entre el cuerpo

estriado y el ndcleo lentiforme formado por el putamen y el GP (Parent, 1986).

En 1837, JAN EVANGELISTA PURKINJE describe las primeras células

nerviosas, pertenecientes al cortex cerebelar (Stevens, 1974).

En 1839, MATHIAS SCHLEIDEN y THEODOR SCHWANN enuncian la "teoria

celular" (Stevens, 1974).

En 1850 EMIL DU BOIS-REYMOND descubre el impulso nervioso, mediante el
desarrollo de "electrodos no polarizables" que anulaban las corrientes
extrinsecas y un "multiplicador para corrientes nerviosas" (0 galvanémetro
nervioso), que le permiten medir pequefias fuerzas eléctricas en el interior de
un nervio. Conecto los electrodos de su galvandmetro al nervio periférico de un
animal de laboratorio, uno a una porcion intacta y el otro al extremo
seccionado del nervio a corta distancia del primero. Obteniendo una referencia

de los impulsos eléctricos nerviosos (Stevens, 1974).

Ese mismo afio su amigo HERMANN VON HELMHOLTZ mide la velocidad del
impulso nervioso (25 a 40 m/s), estimulando el nervio de una rana en puntos

sucesivos a partir del masculo que inerva (Stevens, 1974).

En 1851 CLARKE encuentra un procedimiento para fijar el téjido nervioso y

luego cortarlo en finas secciones con un cuchillo (Sabaté, 1994).
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En 1854, JOSEPH VON GERLACH aplica la tincion de carmin a las secciones
de téjido nervioso y en 1858 enuncia la “teoria reticular de la continuidad del

sistema nervioso” (Stevens, 1974).

En 1865 DEITER aplica la tincibn de carmin para diferenciar axones y
dendritas (Stevens, 1974).

Tambien en 1865 JULES BERNARD LUYS describe el STh (Parent, 1986).

En 1878 CAMILO GOLGI descubre un nuevo colorante para el sistema nervioso
que le permitié visualizar la célula completa, con su axén y dendritas.
Endurecia, primero el téjido por varios dias en soluciones de acido ésmico y
bicromato potésico, colocandolas posteriormente en una solucién de nitrato de
plata por dos o mas dias. Se trataba finalmente con alcohol deshidratado,
aceite de clavo y aceite de bergamota, tras lo cual lavaba el téjido.
Posteriormente, en 1906 Camilo Golgi y Santiago Ramoén y Cajal comparten el
Premio Nobel (Stevens, 1974).

A partir de 1880 JEAN M. CHARCOT, comienza a denominar a la paralisis
agitante con el nombre de enfermedad de Parkinson, afiadiendo la rigidez como

uno de los signos esenciales de la enfermedad (Sabaté, 1994 ).

En 1897 CHARLES SCOTT SHERRINGTON introduce el término “sinapsis”,
para designar una zona especializada de contacto donde una célula nerviosa se

comunica con otra (Stevens, 1974).

En 1892 ORDENSTEIN, alumno de Charcot, observa que los extractos de la
belladona, administrados para reducir la hipersalivacion de un paciente
parkinsoniano, producen una evidente mejoria de los trastornos motores de la
PD (Sabaté, 1994).

En 1895 C. VON MONAKOW establece la proyeccion nigroestriatal al
demostrar que la ablacion cerebral que incluia porciones del estriado produce

una extensa degeneracion celular de la SNC (Carpenter, 1981).

WILHELM VON WALDEYER acufia el término neurona probablemente en
1891 (Stevens, 1974).
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A fines del siglo XIX, BRISSARD descubre una despigmentacién de la SNC en

las autopsias a enfermos parkinsonianos (Sabaté, 1994).

En 1911 L. EDINGER describe la proyeccion estrionigral (Carpenter, 1981).

En 1912 S. A. KINNIER WILSON acufa el término "sistema extrapiramidal”
(Parent, 1986).

En 1918 TRETIAKOFF encuentra los "cuerpos de Lewy" y una reduccion en el
nuamero de neuronas de la SN de los pacientes parkinsonianos, sugiriendo que
esta degeneraciéon podria ser responsable de los sintomas parkinsonianos. Sin
embargo, hasta los trabajos posteriores de Hassler en 1938, no se aceptd de
forma generalizada que la pérdida de neuronas nigrales es la causa principal
de los trastornos motores de la PD (Sabaté, 1994).

En 1925 A. FERRARO sefiala que la ablacion cortical no produce cambios en la
SN y sugiere que estos cambios estan relacionados con la lesion estriatal
(Carpenter, 1981).

En 1921 OTTO LOEWI demuestra la liberacion de una sustancia transmisora
en las fibras cardiacas del nervio vago, que llamo "materia del vago", es

responsable de la contraccion muscular del corazon de la rana (Stevens, 1974).

En 1929 HENRY HALLET DALE y H. W. DUDLEY aislan la ACh en el bazo del
caballo (Stevens, 1974).

En 1936 HENRY H. DALE y cols. demuestran que se libera ACh tras la
estimulacion eléctrica de las fibras de nervios motores. En ese afio H. Dale

junto a O. Loewi, comparten el Premio Nobel (Stevens, 1974).

En 1936 J. Z. YOUNG describe los axones gigantes de los nervios de decapodos
cefalopodos, que pueden alcanzar hasta un diametro de un mm, especialmente

en el "gran calamar del Atlantico" (Logilo pealeii) (Stevens, 1974).

En 1938 P. HOLZT, R. HEISE Y K. LUDTKE descubren la enzima Dopa
decarboxilasa y formulan la via de sintesis de catecolaminas (CA), la DA es
reconocida como un intermediario entre la norepinefrina y la epinefrina
(Carlsson, 1987).
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En 1939 ALAN LLOYD HODGKIN y ANDREW FIELDING HUXLEY junto a
KENNETH S. COLE y HOWARD J. CURTIS (en 1940), realizan el mismo
experimento; insertan una micropipeta de vidrio de 40-100 nm con solucién de
agua marina -los primeros- y con solucion isosmdtica -los segundos- en el
axoén gigante de calamar, colocado en una solucién de agua marina y adn
capaz de conducir impulsos bajo estimulo, midiendo el “potencial de reposo” en
45 mV y 51 mV respectivamente, también midieron el potencial de accion en
86 y 108 mV. Analizaron la composicion ionica dentro y fuera del axén y
postularon en 1952 la teoria de la "bomba de sodio” como mecanismo de la

transmision del impulso nervioso (Stevens, 1974).

En 1941 S. W. RANSON vy cols. intentan rastrear las fibras nigroestriatales en
preparaciones de Marchi, indicando que ascienden y penetran en ambos
segmentos del palido pero no las pudieron seguir hasta el caudado o putamen,
sosteniendo que estas fibras eran pobremente mielinizadas en el globo palido,

pero no mielinizadas en el estriado (Carpenter, 1981).

En 1950 P. HOLTZ detecta noradrenalina (NA) en el cerebro (Sabaté, 1994).

En 1951, JOHN CAREY ECCLES y cols., logran el primer registro intracelular
de los EPSPs e IPSPs de una motoneurona del cuerno ventral de la médula
espinal activada antidrémicamente. Para ello emplean una micropipeta de
vidrio conectada a un osciloscopio, con una punta de medio micrémetro de
diametro y llena con una solucién salina que actuaba como base conductora
de la corriente. A J. Eccles se le otorga el titulo de Sir en 1958 y comparte con
A. Hodgkin y A. Huxley el Premio Nobel en 1963 (Stevens, 1974; Andersen y
Lundberg, 1997).

En 1953, EDUARDO O. P. DE ROBERTIS y H. STANLEY BENNETT, describen al
microscopio electrénico las vesiculas sinapticas, simultaneamente con otros
investigadores G. PALADE, S. PALAY, ENGTROM y SJOSTRAND quienes las
encuentran en varias sinapsis del CNS y en la unién neuromuscular (Jam-
Etchverry, 1984).

En 1957, K. R. MONTAGU encuentra en extractos cerebrales un compuesto
llamado "X", el cual en la cromatografia de papel se comporta como la DA
(Carlsson, 1987).
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En 1958, ARVID CARLSSON, mediante estudios de fluorimetria, encontr6é que
la proporcion NA/DA no era igual en todas las regiones del cerebro y que
concentracion de DA en el estriado era mayor que las de la NA, que el 80% de
la DA se encontraba en los BN una regién que representa menos del 0,5% del
peso total del encefalo. Esto le llevd a postular que la DA era un
neurotransmisor y no un precursor de la NA en el estriado (Coté y Crutcher,
1990;Garcia, et al., 1991).

En 1959, I. SANO y cols. demuestran que las mayores cantidades de DA del

cerebro humano se encuentran en el estriado (Sabaté, 1994).

Tambien el mismo afio A. CARLSSON y cols. observan que la L-3,4-
hidroxifenilalanina o levodopa (L-DOPA), un aminoéacido que es el inmediato
precursor de la DA revertia la acinesia inducida por reserpina en ratones,
deduciendo que la acinesia se debia a un defecto de la transmision DAérgica y
predijo que los sintomas de la PD se debian a una deficiencia DAérgica (Garcia,
et al., 1991). Carlsson obtuvo €l Premio Nobel en el 2000 (Nobel Assembly, 2000).

En 1960 H. EHRINGER y O. HORNYKIEWICZ encuentran una disminucion
superior al 50% de los niveles de DA y su metabolito el AHV en el estriado y la
SN y en una menor proporcion en el GP de los pacientes parkinsonianos.
También la NA y 5-HT (Garcia, et al., 1991).

En 1961 A. BARBEAU postula que la DA acumulada principalmente en los BN
del cerebro, juega un papel en las funciones motoras extrapiramidales y que en
la PD hay una depleccion de DA en los BN. El mismo afio publica un estudio
en el que se demuestra una reduccién de DA en la orina de los pacientes
parkinsonianos (Sabaté, 1994).

Tambien en el afio 1961 se publica el trabajo de W. BIRMAYER y O.
HORNYKIEWICZ en el que se constata que la administracion de L-DOPA

reduce la rigidez y la hipocinesia en pacientes con la PD (Sabaté, 1994).

En 1962 De ROBERTIS y cols., aislan las vesiculas sinapticas, su articulo
publicado en Journal of Neurochemistry es uno de los 1000 mas citados entre
1965 y 1978 (Jaim-Etchverry, 1984).

En 1962 B. FALCK y cols. publican una técnica que permite la observacion de

la fosforescencia de las monoaminas en vapores de formaldehido. EI método de
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Flack—Hillarp, permitié cartografiar por primera vez las vias centrales dotadas
de catecolamina (CA) en el encéfalo y la médula espinal. Su articulo publicado
en J. Histochem. Cytochem. es uno de los 100 mas citados entre 1961 y 1982
(Fuxe, et a., 1982; Carlsson, 1987).

En 1964 A. DAHLSTROM y K. FUXE utilizan esta técnica con tejido cerebral
describiendo poblaciones neuronales especificas que contienen
concentraciones elevadas de NA, 5-HT o DA. Entre las poblaciones DAérgicas
describen un grupo celular cuyo soma se encuentra en la parte compacta de
las sustancia negra y cuyos axones ascienden por el fasciculo prosencefalico
medial para acabar inervando el estriado. A esta poblacién de neuronas
DAérgicas le denominaron A9 o sistema DAérgico nigroestriatal (Fuxe, et a.,
1982).

En 1960, OLEH HORNYKIEWICZ, confirma las predicciones de Carlsson,
encontrando una severa reduccién de la DA y uno de sus metabolitos, el HVA
en el estriado en los examenes postmortem de cerebros de enfermos
parkinsonianos, tambien estaban disminuidas la NA y la 5-HT. WALTER
BIRKMAYER y ANDRE BARBEAU intentaron el tratamiento de la PD y
aplicaron a sus pacientes inyecciones intravenosas de pequefias cantidades de
L-DOPA, que a diferencia de la DA atraviesa la barrera hematoencefalica,

experimentando ligeras mejoria de los sintomas (C6téy Crutcher, 1990).

Mediante estudios de histofluorescencia N. E. ANDEN y cols. en 1964
demostraron que las neuronas de la SNC se proyectaban hasta el estriado
transportando y liberando DA (Carpenter, 1981; Parent, 1986).

En 1967 JORGE COTZIAS, un médico griego de Nueva York, traté a los
enfermos parkinsonianos con elevadas dosis de L-DOPA, al parecer con el
proposito erréneo de repigmentar la SN, logrando una notable y duradera
mejoria (Garcia, et a., 1991).

En 1972 PAUL GREENGARD y MAKMAN y posteriormente L. L. IVERSEN
(1975) identifican el receptor de DA estimulado por la adenilato ciclasa en el
ganglio cervical superior de mamifero, retina y estriado (Creese, 1982). Greengard
obtuvo el premio Nobel en el 2000 (Nobel Assembly, 2000).

M. GOLDSTEIN en 1972 purifica la enzima decarboxilasa de los L-aminoacidos

aromaticos (AADC) en glandulas suprarrenales de bovino, obteniendo los
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antisueros especificos tras la inmunizacion de conejos con AADC purificada. El
antisuero anti-AADC inhibe la actividad de la AADC de distintos téjidos en
varias especies. Tambien J. G. CHRISTENSON y M. GOLDSTEIN demostraron
que inhiben la actividad de la L-DOPA, y L-5-HTP decarboxilasa del estriado;
ademas, la degeneracion de las neuronas DA nigroestriatales con 6-OHDA
reduce la actividad de la L-DOPA, y L-5-HTP decarboxilasa del estriado,
proponiéndose que una unica enzima cataliza la decarboxilacion de ambos L-

aminoacidos aromaticos en el estriado (Fuxe, et a., 1982).

Tambien en 1972 M. GOLDSTEIN purifica la enzima dopamina-bhidroxilasa
(DABH) en feocromocitomas humanos, empleando la electroforesis en discos de
gel de poliacrilamida, tras la centrifugacion en gradiente de densidad con
sacarosa. Para inmunizar conejos se empleo la DABH bovina purificada o la

humana que fue comprobada por inmunoelectroforesis (Fuxe, et a., 1982).

En 1976 D. H. PARK y M. GOLDSTEIN purifican la TH a partir de
feocromocitomas humanos, empleando la electroforesis en discos de gel de
poliacrilamida, tras la centrifugacion en gradiente de densidad con sacarosa,
los anticuerpos contra la TH, se desarrollaron en conejos y se comprobaron por
medio de inmunoelectroforesis, observando que ocasionaban una inhibicion
especifica de la actividad de la enzima. La purificacion de las enzimas
sintetizadoras de CA permitieron los estudios inmunohistoquimicos para la
localizacion de estas neuronas, empleando anticuerpos contra las enzimas. Asi,
las neuronas que contienen TH, AADC y DABH representan neuronas
DAérgicas, permitiendo su localizacion topografica en el encefalo y la

cartografia de los sistemas DAérgicos (Fuxe, et a., 1982).

En 1979 J. W. KEBABIAN y D. B. CALNE publican la primera clasificacion de
receptores de DA, segun la activacion o inactivacidon de la enzima adenilato-
ciclasa en D1y D (Sabaté, 1994).

En 1973 BENJAMIN S. BUNNEY vy cols. identifican las neuronas DAérgicas de
la SNC, mediante registros unitarios extracelulares y microinyecciones
iontoforéticas extracelulares de L-DOPA, detectando el aumento de dopamina

intracelular por histofluorescencia (Bunney et a., 1973).

En 1978 PATRICE G. GUYENET y G. K. AGHAJANIAN utilizan la respuesta
antidrémica por estimulacion desde los nucleos de proyeccion vy

microinyecciones de DA, GABA, 6-OHDA e inyeccion intravenosa de APO;
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logrando distinguir dos tipos de neuronas en la SN: las tipo | (nheuronas
DAérgicas nigroestriatales), localizadas en la SNC y activadas
antidromicamente desde el estriado, cuya frecuencia de descarga se redujo tras
la inyeccion intravenosa de APO o la microinyeccion iontoforética de DA y
GABA; las neuronas tipo Il, estan localizadas en la SNR, la mayoria puede ser
activada antidromicamente desde el nucleo VM del talamo, son inhibidas por la

aplicacion iontoforética de GABA pero no de DA (Guyenet y Aghajanian, 1978).

En 1980 ANTHONY A. GRACE y B. S. BUNNEY emplearon registros
intracelulares combinados con microinyecciones iontoforéticas intracelulares
de L-DOPA, tetrahidrobiopterina (un cofactor de la TH) o colchicina (un
bloqueador del transporte axonal), para aumentar la concentracion
intraneuronal de DA, detectable por histofluorescencia de catecolaminas,
aportando pruebas directas para la identificacion de las neuronas DAérgicas

(Gracey Bunney, 1980).

En 1981 SEEMAN propone una nueva clasificacion de los receptores en Dq,
D2, D3 y Dy. Esta clasificacion se hace en funcion de la afinidad de los

receptores a los neurolépticos (Sabaté, 1994).
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1.2.-Objetivos generales de la presente memoria

A lo largo de esta breve descripcion conceptual sobre la fisiologia
de los BN y su implicacion en trastornos como la fisopatologia de la PD.
Hemos podido evidenciar que la gran profusion de datos no se
acompafa de una idea definitiva de cémo los BN intervienen en la

organizacion del movimiento.

Se trata de muchos millones de neuronas integradas en diversos
nudcleos y estructurados con interacciones diversas y complejas entre
ellos. Ademas, estas neuronas pueden utilizar distintos
neurotransmisores que le confieren un mayor grado de complejidad
funcional. A pesar de todas estas dificultades, durante los ultimos afios
se acepta de forma mas o menos generalizada un modelo funcional de
BN que si bien no tiene un caracter explicativo profundo si nos permite
un cierto grado de sistematizacion, necesaria para estructurar e
integrar los numerosos datos experimentales que cada afno se afaden al

amplisimo acervo bibliogréafico disponible en este campo

Este modelo considera al estriado como la estructura central para
la organizacion de los movimientos en los BN. EIl estriado recibe
informacion sensitiva y motora de todas las regiones del cortex cerebral,
este tipo de informacién es procesada de una manera aun poco
conocida pasando luego a través de los dos sistemas de salida del
estriado. Esto es, de una via directa y otra indirecta. A través de la via
directa, la informaciébn pasa desde el estriado a las que son
consideradas estaciones de salida de los BN, el EP y la SNR. Por la via
indirecta, la informacion alcanza estos mismos centros, pero
atravesando previamente otros nucleos: como son el GP y el STh.
Después, desde el EP-SNR, la informacion va a seguir dos rutas

fundamentales; proyectarse nuevamente hacia el cortex cerebral a
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través de los nucleos ventrales del tdlamo o alcanzar distintos centros
del tronco del encéfalo como SC, PPTg o estructuras mas difusas y
menos conocidas habitualmente nominadas bajo el nombre genérico de

RF mesencefalica descendente.

Como indicabamos antes, este organigrama funcional no permite
una comprension profunda de las bases biolégicas de la elaboracién del
movimiento. Si bien ha mostrado caracter predictivo para el desarrollo
de nuevas estrategias terapeuticas para el tratamiento de las distintas

enfermedades de los BN.

Dentro de este esquema organizativo estamos particularmente
interesados en evaluar la SNR como ruta de salida de la informacion
desde los BN dado que, y como comentamos a lo largo del desarrollo de
este marco tedérico no existe una diferencia neta a nivel morfoldgico
entre las neuronas de la SNR situadas ventralmente a la SNC y las
neuronas reticulares de la porcién ventral del DpMe, decidimos afiadir a
nuestro trabajo el estudio de estas neuronas mesencefalicas. Como se
sefialo en su momento el DpMe ha recibido poca atencion de los
morfolégos y los fisiolégos y en la actualidad no estd incluido como
parte integrante en la organizacién funcional de los BN. Por tanto, los
resultados que pudiéramos obtener en estos trabajos tendrian el interés
afadido de aportar informacibn en un ambito previamente poco

estudiado.

Otro de los aspectos que queriamos evaluar era la posibilidad de
gue la via directa, estrionigrica fuera algo méas compleja que la simple
proyeccion GABAérgica aceptada en la actualidad, de hecho, algunas
evidencias experimentales ya comentadas sugerian la posibilidad de que
otros neurotrasmisores pudieran ser liberados por las neuronas
estrionigrales por este motivo pusimos especial interés en la evaluaciéon

electrofisiolégica de las proyecciones que alcanzan a la SN y el DpMe
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desde el estriado. A ello afadimos el estudio de las proyecciones
nigrocoliculares y nigropedunculares; asi como, las pedunculonigrales.
Como se vera, de forma especifica en Material y Método, la estrategia
experimental general, en registrar neuronas de la SNC, SNR y DpMe,
proceder a la identificacion de sus proyecciones a través de la
estimulacion antidrémica desde los principales centros de salida para la
SNR, nucleo VM del tdlamo, SC y PPTg. Por ultimo, se procedia a
identificar posibles acciones transinpticas tanto excitadoras como

inhibitorias sobre cada una de estas poblaciones neuronales.

Finalmente, estabamos interesados en evaluar el posible papel de
cada unos de estos grupos neuronales en la fisopatologia de la PD.
Como ya se comentd esta enfermedad cursa con una degeneracién de
las neuronas DAérgicas de la via nigroestriatal, en este caso nuestra
estrategia experimental consisti6 en lesionar con un neurotoxico
selectivo (6-OHDA) las neuronas DAérgicas nigroestriatales y evaluar el
efecto de esta lesion sobre las distintas poblaciones neuronales y las

distintas aferencias y eferencias de la SNR y DpMe.

Estos experimentos aportan una gran cantidad de datos, algunos
de los cuales han sido estructurados para ser incluidos en esta
memoria con ello quiero decir que no todos los resultados encontrados
seran incluidos aqui, permaneciendo una importante parcela de los
mismos para estudios posteriores (Rodriguez, Abdalay Obeso, 2000; Rodriguez
et a, 2001).
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2- MATERIAL Y METODO
2.1.- Método electrofisiologico deregistro

Se enplearon electrodos extracelulares para registrar Ila
actividad unitaria de las neuronas de la SNC, SNR y DpMe. Esta
técnica ya ha sido enpleada en estudios anteriores de este

Laboratorio (Castellano, 1991; Damas, 1995) y consiste en un sistema de
registro, de estinmulacién eléctrica y procesam ento conputarizado de
la actividad el éctrica unicelular a tienpo real. Conplenmentada con
una técnica histolégica y un analisis estadistico.

Medi ante esta técnica, se pudieron efectuar regi stros
extracelul ares unitarios de buena calidad y estables por mas de 1/2
horas en un nisnmo ani mal .

Las principales dificultades que debieron resolverse fueron

reducci 6n el artefacto del estimulo en 1los electrodos de
estimul aci 6n a nenos de 1 ns.

i mpl antaci 6n sinmultdnea de tres electrodos de estinulacion y un
el ectrodo de registro, en el sitio de la craneotonia.

i mpl ant aci 6n estereot axi canente correcta de | os el ectrodos.

interferencia de pulsaciones cardiacas, ruidos respiratorios y
novi m entos de vibrisas y menbro posterior honolateral (estos
ultinos, postestinmulaci6n del PPTg) durante el registro.

adecuada dosificaci 6n suplenentaria del anestésico.

2.1.1.- Sstema deregistro

El sistema enpleado para los registros unicelulares de Ila
actividad neuronal se resume en la Figura N° 2.

El aninmal es colocado sobre una nesa antivibratoria en una
jaul a de Faraday, para reducir las interferencias el ectromagnéticas.
La micropipeta con su porta-mcropipeta es conectada a un
preanplificador (G ass, P-15), situado |lo mAs proxinmo posible. Las
sefial es preanplificadas pasan a una unidad de anplificacion,
filtrado (200 a 5000 Hz) y discrimnacion de alto voltaje (Proan 1,
Direlec). El discrimnador de ventana permtia aislar 1os
potenciales de accién de los artefactos producido por |as
esti mul aci ones el éctricas. La sefial anal 6gica anplificada y filtrada
se envi6 a un audioanplificador (Physiorec-3, Cibertec)que permtia
registrar | a sefial en un video digital (nodelo 588, Hitachi, Japan),
en un osciloscopio digital (Tektronic, 2211) y en a un ordenador

(1 TS 286) (Castellano, 1991).
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2.1.2.- Estimulacion eléctrica

Se utilizdé un estinulador digital de 2 canales (G ass S8800)
con uni dades de aislamento Optico (Grass PSIU-6). La estinulacion
se efectlo con pul sos cuadrados de 0,2 a 1 mAy 3 ns.

Registro en video digital
Hitachi 588

Registro en pantalla

Monitor color EGA 2Mb i
Estimulador
Grass PSIU-6

Electrodo de estimulacion _

Encéfalo de rata ‘

->

FIGURA N° 2.- Esquema del sistema de registro extracelular unicelular de la actividad
neuronal espontanea.
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2.1.2.1.- Animalesy anestesia®

Las ratas fueron anestesiadas con 400nmg/kg de hidrato de
cloral (Vorquimca, Vigo) al 8% (p/v) en una solucién isoténica de
NaCl al 0,9% (B. Braun Medical, Barcelona), por via intraperitoneal,
con aplicaciones suplenmentaria durante el periodo de registro
nmediante la inplantacidon de una céanula intraperitoneal. Tanbién,
durante el periodo de registro se nmonitorizé y mantuvo la

tenperatura corporal en 37 + 0,3 °C.

2.1.2.2.- Cirugia estereotaxica

La inplantacién de los electrodos se efectué en un aparato
estereotaxico (modelo SR-6, Narishige, Japan) y las coordenadas

estereot axi cas se determinaron con |la ayuda de un atlas (Paxinosy
Watson, 1986).

2.1.2.3.- Construccion de microel ectrodos

2.1.2.3.1.- Electrodo de registro

Se enplearon pipetas de vidrio conmp electrodos de registro.
Las m cropi petas se prepararon a partir de tubos capilares de vidrio
(borosilicato), con filamento interno (A-M SYSTEM INC. U S A) vy
utilizando un estirador de pipetas, (nodelo PE-2, Narishige, Japan).
Estas nmicropipetas se |lenaba con una solucio6n de 1% de Azul de
pont am na 6BX (BDH Cheni cals, England) en NaCl 2 M (23,3 ¢g/200 m) vy
se unia a un portamcropipeta (mdelo RCl, Wrld Precision
Instrunents, U S. A), conprobandose bajo Iupa binocul ar(nodelo
SMZ- U, Nikon, Japan)la ausencia de burbujas en la punta y una
i npedancia a 1.000 Hz de entre 7-10 MN Luego, |l a nicropipeta con su
portam cropi peta se nontaba en un una torre portael ectrodo (nodelo
SM 15, Nar i shi gue, Japan), acopl ada a un nmi cr omani pul ador
hi draul i co(nbdel o MO8, Nari shi gue, Japan).

Con la nicropipeta de registro, se efectuaron trayectorias
descendentes consecutivas para identificar y registrar |as neuronas
del DpMe, la SNC y |la SNR

2.1.2.3.2.- Electrodos de estimulacion

3 Los experinmentos se efectuaron siguiendo |as directivas del
Consej o de Europa (86/609/EEC) y el R D. 223/1988, de 14 de marzo;
sobre la proteccit y utilizacia de ani mal es de experinentaci Q,
procur adol es el mhino dolor, sufrimento o angustia. -
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Para la estinmulaci6on de |la cabeza del nulcleo CPu, nacleo VM
del talanmp, lamna internedia del SC y PPTg, se construyeron
el ectrodos bipolares no concéntricos (dobles, paralelos) de acero
i noxi dable (A-M SYSTEM INC. U.S.A) con una punta de 0,3 mm de
dianetro y una separacién de 1 mm para el CPu y 0,5 mm para |os
otros nucleos. Afilados en una solucién 1/1 v/v de acido sulfuarico
96% y é&cido fosfdérico 85% con una corriente alterna de 60 Hz vy
ai sl ados con Sylgar (Sylgar 184; Dow Corning, W esbaden, Gernmany)
con una punta de 0,5 nmde longitud sin aislar. Estos electrodos se
i npl ant aban para identificar y clasificar |las neuronas de |la SNC,
SNR y DpMe, nediante la respuesta antidrénmica, considerandose conp
requi sitos para ello, la presencia de un potencial por estimulo con
latencia fija, durante la estinulacidon de alta frecuencia (50 Hz) vy
col i si ones espont dneas entre potenci al es.

Las coordenadas estereotéxicas de estinulacion se presentan en
la TABLA N° 1:

TABLA N° 1. - Coordenadas estereotaxicas de los nlicleos de estimulacién.

Nucleo de estimulacion Antero-posterior | Lateral Profundidad*
Caudado- Put anen 0,0(Bregm) |3,2 50

Nal eo Ventronedi al del thanp |-2,5(Bregma) |1,5 6,5-7,0
Col tul o superior 1, 7(Lanbda) |1,5-2,0 |4,0-4,5
Peduncul oponti no Tegnent al 0, 0(Lambda) |1,5-2,0 |7,5

2.1.2.4.- Identificacion de neuronas

Al encontrarse una neurona DAérgica de la SNC, se la estinulé
antidrom canente desde el estriado, si su respuesta antidrémca
cunplia con los dos requisitos establecidos, se la identificdé conpo
neur ona dopani nérgi ca nigroestriatal.

Las neuronas que se encuentron por debajo de |as DAérgicas
ni groestriatales, se presumeron pertenecientes a la SNR y se
clasificaron conmpo: nigrotal amca, nigrocolicular o nigrotegnental,
segln su respuesta antidrémca a la estinmulacién desde el t al ano,
coliculo superior o PPTg, respectivanente. Las neuronas que estaban
sobre la SNC se consideraron pertenecientes al DpMe, procedi éndose a
su identificacion, segln | a respuesta antidrém ca.

4 desde el cotex cerebral. -
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2.1.2.5.- Protocolo de registro

En un protocolo se registraron | as coordenadas de | ocalizaci én
de la de cada neurona (anteroposterior, lateral y profundidad) y la
latencia de la respuesta a la estinulaciéon por observacion y
nedicion directa en el osciloscopio y posterior revisioéon de |as
cintas de video en |l os estudios de |la respuesta transinaptica. Soélo
se considero la respuesta precoz (inferior a 15 nms) con dos
categorias inicioy fin de la excitaci én e inhibicion transindptica.
Teni endo especial cuidado en registrar |las respuestas excitatorias
gque fueran sol apadas por el artefacto del estimulo (2 a 4 nms).
Tanmbi én se inprim 6 la forma de onda de cada neurona

2.1.3.- Andlisis computarizado de la actividad neuronal

El sistemn enpleado para el registro, analisis primario vy
al mcenamento de la actividad wunicelular de |l|as neuronas, se
efectué nediante el hardware disponible y un software desarrollado

previ ament e (Castellano, 1991).

El hardware esta formado por una conputadora |ITS 286, con un
reloj de 8-12 WMz, disco duro de 20 Moytes, una unidad de disco de
1,2 Moytes, anpliado con una tarjeta Lab-Master con 5 relojes de 1
Mhz, 5 contadores de 2 bytes, conversor A/D y D/'A con salidas vy
entradas digitales: un nonitor color EGA, 2 Myte de nenoria RAM y
una inpresora matricial Plotter Hew ett Packar, nodelo 7475A, cono
periféricos.

El software consta de wun paquete de programas || amdo
ABE( Anal i zador Bioel éctrico Extracelular); programado en |enguaje
True-basic, con varias subrutinas en |enguaje ensanblador. Este
software tiene por finalidad: registrar y procesar varios parametros
de la actividad neuronal, controlar al estimnmulador y alnacenar |a
i nformaci 6n para su posterior analisis.

Los paranetros que se obtenian con el programa ABE fueron
Hertzios totales (Hz): potencial es de acci 6n por segundo.
Medi a y desviaci 6n estandar de los interval os interpotenciales
Coeficiente de variacion (CV)de los interval os interpotenciales

Hi stograna de tienpo periestimulo, es una representaci 6n gréafica
de la sumatoria de todos |os potenciales de acciodn que ocurren
tras un estinmulo. Este histograna pernmite visualizar la latencia
y duracion de la respuesta (excitatoria o inhibitoria) a la
esti mul aci 6n.

2.1.4.- Andlisis estadistico
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El analisis estadistico se efectué nediante el program
STATI STI CA( St at soft; Tulsa, U S. A )con las pruebas, ANOVA de una
via y LSD para |as conparaci ones post hoc. Se considero un nivel de
significaci 6n estadistica del 0, 05.

2.1.5.- Técnica histolégica

Para la localizacid6n de los sitios de registro se efectuaron
técnicas iontoforéticas e histol 6gi cas postnortem

Al term nar I a sesi 6n de registro, se aplicaréan
i ontof oréti canente con una fuente de corriente de precision (nodelo
51413,), una corriente de 20 uA durante 20 s a cada electrodo de
estimul aci 6n para producir depésitos de iones férricos en el cerebro
y tanbi én al electrodo de registro una corriente de 20 uA durante 20
m n.

Con el animal aun anestesiado se le perfunde el encéfalo por
via intracardiaca con 50 ml de fornol al 10% (p/v) y ferrocianuro de
potasio al 1% (p/v)(10 g. de ferrocianuro de potasio (Sigm, U S.
A) en 11t de fornol al 10%), para su fijacion

El encéfalo renovido, se conserva por varios dias en la
soluci 6n de fornmol al 10% (p/v) y ferrocianuro de potasio al 1%
(p/v); el ferrocianuro de potasio tifie de azul el Fe depositado por
los electrodos de estinulacion. Luego, | os siguientes pasos
corresponden a la técnica net acromati ca de formol -tioni na

sinplificada (Donovick, 1974):

Lavar brevenente el encéfalo con agua corriente.

Cortar el cerebro en secciones frontales de 50 um de espesor
Mont ar en portaobjetos tratados previanmente con gel atina.
Deshidratar al aire libre durante 48 a 72 horas.

Deshidratar en formol-tionina al 0,1% (1 g de tionina en 1.000 m de
formol al 109%; durante 1 nmin.

Lavar brevenmente |l a secci 6n con agua corriente.
Deshidratar al aire |libre durante 48 horas.

Montar el cubre en Eukitt (O Kindler GrbH Co. Freiburg, West-
Ger many) .

5 250 m. de formal dehtlo 34-38% p/ p) (Panrec, Barcelona) se dil uyeron
en 750 m . de solucia isotdica de NaCl al 0,9%(R. Braun Medical,
Barcelona) .
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2.2.- Método delesiones cerebrales

Se efectué la lesiéon de la SNC y el tracto nigroestriatal,
nedi ant e una dobl e inyecci 6n unilateral (derecha) con un neurot 6xico
DAér gi co(6-OHDA), para asegurarse una |lesién del 90% de neuronas
DAérgi cas de | a SNC.

2.2.1.- Preparacion del neurotoxico

La 6-OHDA es una neurotoxina que destruye las terninaciones
nervi osas DAér gi cas. Es un solido blanco fotosensible e
hi groscépico, la 6-OHDA hidrobronmada con &cido ascorbico, es una
preparaci 6n estabilizada con un antioxidante. La 6-OHDA HBr, se
prepar6 agregando 2 nl de solucién isoténica de NaCl al 0,9% (B.
Braun Medical, Barcelona), formandose una solucié6n de 10 nmM de 6-

OHDA HBr y 0,01% de acido ascoérbico (Research Biochemicas International,
1996).

2.2.2.- Animalesy anestesia

Se utilizaron 57 ratas Sprague-Daw ey, al binas, macho(Panl ab,
Barcel ona) de 250 a 300 g alojadas en grupos de 4 en jaulas de
pol i propileno, con tapa de acero inoxidable y mantenidas bajo
condi ci ones estandar de |aboratorio: un ciclo fijo de luz-oscuridad
de 12 horas y a tenperatura regulada de 20 £+ 2 °C, con libre acceso
a agua potable y alinmento de | aboratorio (Panlab, Barcelona).

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con 0,3 ml
de I mal gene (Rhone Meérieux, Lyon) y 0,15 m de Ronpun (Bayer AG
Lever kusen).

2.2.3.- Cirugia estereotaxica

2.2.3.1.- Ratas lesionadas

La lesion se efectud nediante procedi nmento estereotaxico, a
20 ratas se les inyectaron con una jeringa de mcroprecision un
volumen de 4 ul del neurotdoxico a una velocidad de 4 mn y se
mantuvo la aguja durante 1 mn en la msm posicion antes de ser
retirada. La jeringa (Hamlton de 10 ul con una céanula de 400um de
di &metro externo: Gastight N 1701 U. S. A) fue nontada sobre un
portajeringa (nodelo 5002, H 700 Kopf, U.S.A) de una unidad de
m croi nyecci 6n (nodel o 5000 Kopf, U S. A ).

Las coordenadas estereotaxicas para la lesién de la SNC
fueron: antero-posterior® 4,52 nmm lateral? 2,00 nm y profundi dad®

6 desde el bregm
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7,60 mm Las coordenadas estereotaxicas para la lesiéon del tracto
ni groestriatal fueron: anteroposterior 3,80 nm lateral 1,50 mMm vy
prof undi dad 8, 00 mMm

S6lo se efectuaron registros electrofisiolodgicos en ratas
| esi onadas transcurri dos mas de un nes de la |esion.

2.2.3.2.- Ratas control

A 14 ratas se les inyecté un volunen de 4 ul de la solucion
isotdonica de NaC al 0,9% (B. Braun Medical, Barcelona), a una
velocidad de 4 min y se mantuvo |la aguja durante 1 mn en la nisna
posici 6n antes de ser retirada.

2.2.4.- Prueba de rotaciones

Se indujeron rotaciones farnmacol 6gi canente, nmedi ante la
adm ni straci 6n periférica de un agonista DAérgi co (aponorfina, APQO
para conprobar la efectividad de la lesion del Si st emn

ni groestriatal derecho, con una inyeccio6n intraperitoneal de 0,5 n
de APO.

2.2.5.- Preparacion del agonista dopaminérgico

Se disolvieron 5 ng de APO hidroclorada (Sigm, U S. A) en
10 n de solucio6on isoténica de Nad al 0,9% (B. Br aun
Medi cal , Bar cel ona) .

Transcurridos 15 dias de Ila lesién las ratas fueron
i ntroduci das en cubos de cristal de 25 cm de |onguitud por |ado. Se
contabiliz6 el ndmero de rotaciones conpletas y la direcci6n de |as
m smas, por observacion directa, durante un periodo de 5 mn
transcurridos 15 nmn de la inyeccién de la APQO se considerd
aceptable un ninmero nminino de 6 rotaciones seguidas y se observé un

maxi no de 68 (MacLeod, Ryman Arbuthnott, 1990).

7 desde |l a sutura sagital
8 desde | a duramadre
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3.-RESULTADOSY DISCUSION

3.1.- Muestra experimental

Se registraron y analizaron un total de 629 neuronas, de las
cuales: 409 (65,02%) neuronas pertenecian a ratas intactas, 88
(13,99%) a ratas controles y 132 (20,98%) a ratas lesionadas. Al no
encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre las
neuronas registradas en ratas no operadas o intactas y las operadas o
controles; se consideraran ambas en conjunto, como 497 (79,01%)
neuronas de ratas controles. A continuacion se comentan las
principales caracteristicas de la actividad basal espontanea de este

grupo de neuronas.

Como indicadores de la actividad basal, se emplearon dos
parametros: 1) la frecuencia de descarga, o sea, el numero de
potenciales de accibn por segundo (Hz), como indicador de
centralizacion de los intervalos interpotenciales y 2) el coeficiente de
variacion de la duracién del intervalo interpotencial (CV), como

indicador de la variabilidad de los intervalos interpotenciales.

En el GRAFICO N° 1 (pagina siguiente), se muestra la distribucion
de las neuronas en funcién de su frecuencia de descarga (A) y del CV
(B). Como puede apreciarse todas las neuronas registradas tenian una
frecuencia de descarga inferior a 50 Hz y la mayoria inferior a 10 Hz.
Una gran cantidad de neuronas presentd un CV inferior al esperado,
que para cualquier frecuencia de descarga es 1. La mayor incidencia

neuronal se encontré en el rango de 0,3 a 0,9.

Se encontré un total de 206 (41,44%) neuronas que presentaron
respuesta antidrémica y a las cuales pudo asignarsele un nucleo de
proyeccion, la gran mayoria de las neuronas registradas proyectan al
estriado, en un 63,59%, seguidas del talamo con un 20,87%, luego el
PPTg con 7,28% y finalmente el SC con 4,36%.
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GRAFICO N° 1.- Histograma de la distribucion de las neuronas controles, segin la
frecuencia de descarga (A) y CV (B).

La distribucion neuronal de la frecuencia de descarga y del CV fue
diferente en las distintas poblaciones neuronales estudiadas. En el caso
de las neuronas DAérgicas nigroestriatales todas estas neuronas
mostraron una frecuencia de descarga inferior a 9 Hz, encontrandose la
mayoria en el rango de 1 a 5 Hz (ver GRAFICO N° 2.A, pagina siguiente).
Las otras poblaciones neuronales mostraron una gran dispersion, con
un amplio rango (de 1 a 30 Hz) tanto para las nigrotalamicas (ver
GRAFICO N° 2.B), como para las nigropedunculares (ver GRAFICO N°
2.C), nigrocoliculares (ver GRAFICO N° 2.D) y nigroestriatales (no-
DAérgicas) (ver GRAFICO N° 2.E).

Sin embargo, la frecuencia de descarga fue superior (ANOVA,
f=29,20 p<0,000001) en las otras poblaciones neuronales estudiadas
con respecto a las DAérgicas nigroestriatales (ver GRAFICO N° 3.A,
pagina 89). También se observaron diferencias significativas (ANOVA,
f=5,19 p<0,001) para el CV como se muestra en el GRAFICO N° 3.B.
observandose en relacion con las neuronas DAérgicas nigroestriatales

un CV més elevado en las neuronas nigrotalamicas (p<0,0001) y

nigropedunculares (p<0,001).
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De todas las neuronas registradas en las ratas controles se les
pudo asignar un lugar inequivoco para la localizacion de su soma
neuronal a un total de 347 (69,81%) neuronas, segun este criterio (ver
PAGINA 104), las neuronas se clasificaron en tres grupos: DpMe, 123
(35,44%); SNC, 121 (34,87%);y SNR, 103 (29,68%). Otras 150 (30,18%)
neuronas no fueron incluidas en este analisis, por no haberse
encontrado durante la sesion de registro neuronas DAérgicas

nigroestriatales para su referencia relativa.
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GRAFICO N° 2.- Histograma de la distribuciéon de las neuronas DAérgicas
nigroestriatales(A), nigrotalamicas (B), nigropedunculares (C), nigrocoliculares (D), y
nigroestriatales no DAérgicas (E) en ratas control, segun la frecuencia de descarga.
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GRAFICO N° 3.- Distruibucion de la frecuencia de descarga (A) y coeficiente de

variacion (B) de las neuronas en ratas control, segiin nucleo de proyeccion.

Se encontraron diferencias significativas en la distribucion
neuronal segun frecuencia de descarga (ANOVA, f=29,02 p<0,0000001)
(ver GRAFICO N° 4.A) La frecuencia media mas alta la presentan las
neuronas de la SNR (10,86 Hz), seguidas de las neuronas del DpMe
(8,38Hz) y con una media mucho mas baja se encuentran las neuronas
de la SNC (3,69Hz). También hay diferencias en el CV (ANOVA, f=19,92
p<0,0000001) (ver GRAFICO N° 4.B) el valor mas alto lo presenta el
DpMe con 0,90 (p<0,05 v/s DAérgicas); seguido de la SNR (0,77;
p<0,0001 v/s DAérgicas) y el valor mas inferior lo presenta la SNC con
0,56.
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GRAFICO N° 4.- Distruibucion de la frecuencia de descarga (A) y del coeficiente de
variacion (B) de las neuronas en ratas control, segin profundidad relativa.




3.2.- Experimento 1.

Evaluacion de la accion de las proyecciones estrionigrales sobre la
actividad de la sustancia negra reticulada.

3.2.1.- Objetivos

Describir la actividad basal espontanea de las neuronas de la
SNR en ratas control.

Describir las caracteristicas electrofisiologicas de la respuesta de
las neuronasde la SNR a la estimulacion estriatal.

Comparar la actividad basal de las neuronas de la SNR en ratas
controles y sometidas a una degeneracion experimental del
sistema nigroestriatal.

3.2.2.- Diselo experimental

Se efectud un estudio con un disefio experimental factorial 2x3;
con dos variables independientes y dos variables dependientes. Una
variable independiente intergrupal; la lesion unilateral derecha del
tracto nigroestriatal, con dos categorias: control y lesionada; una
variable independiente intragrupal, las poblaciones neuronales, con tres
categorias: nigrotalamicas, nigrocoliculares y nigropedunculares; dos
variables dependientes: el tipo de respuesta, con tres categorias: sin
respuesta, excitadora e inhibidora y los parametros de la actividad
basal espontanea, con las siguientes categorias: frecuencia de descarga
y CV.

3.2.3.- Material y método

Se enpl earon 57 ratas Sprague-Daw ey (Panlab, Barcel ona) nachos,
adultas de 300 a 350 g de las cuales 37 ratas eran control y 20
| esi onadas, mantenidas bajo condiciones estandar de Ilaboratorio vy



Resultados y discusion 91

| esionadas nediante procedinmento esterotaxico. Utilizandose Ila
técnica de registro extracelular de la actividad unicelular, para
identificar, registrar y procesar la actividad neuronal de la SNR ya
descrita previanente (ver paginas N 78-81).

Utilizandose |la técnica de registro extracelular de la actividad
unicelular, para identificar, registrar y procesar la actividad
neuronal de la sustancia negra (ver paginas N 78-81), con el
procesam ento conputarizado de la actividad eléctrica unicelular a
tienpo real, el andlisis estadistico y las técnicas histol égicas
conpl ementarias (ver pagi nas N° 82-83).

3.2.4.- Resultados

Se registraron 135 neuronas de la SNR, la mayoria de las cuales
(70,23%) presentaron alguna respuesta, excitadora o inhibidora, en
ambos casos de corta latencia a la estimulacion estriatal. En la FIGURA
N° 3 se muestra un ejemplo de la respuesta excitadora (A) y otra
inhibidora (B) a la estimulacion estriatal. La FIGURA N° 4, presenta la
forma de onda del potencial de accién de una neurona con respuesta

excitadora (A) y otra con respuesta inhibidora (B).

Como se puede apreciar en el GRAFICO N° 5 (pagina siguiente), el
54,76% de las neuronas registradas en la SNR de las ratas controles
presentaron una respuesta inhibidora, el 15,47% una respuesta
excitadora y el 29,76% no respondié. La mayoria de las respuestas
excitadoras (77,27%) tenian una latencia inferior a 8 ms. y casi todas
las respuestas inhibidoras (96,22%) tenian una latencia inferior 6 ms.
(ver GRAFICO N° 6, pagina 93). Sin embargo, la media de la respuesta
inhibidora tenia una latencia mas corta (p<0,001) y de mayor duracion
(p<0,05) que la media de la respuesta excitadora (ver GRAFICO N° 7,
pagina 95).
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FIGURA N° 3.- Respuesta excitadoia(A) e inhibidora (B) de corta latencia de neuronas
de la SNR a la estimulacion estriatal (fotografia de imagen del osciloscopio Van Gogh,
EMG-2D).
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0.5 ms

FIGURA N° 4.- Forma del potencial de accion de una neurona de la SNR con respuesta
excitadora(A) e inhibidora (B) a la estimulacion estriatal.
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GRAFICO N° 5.- Distribucién porcentual de las neuronas de la SNR, segun tipo
respuesta a la estimulacién estriatal.
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GRAFICO N° 6.- Histograma de la distribucion de las neuronas de la SNR, segun
latencia de respuesta excitadora (A) e inhibidora (B) a la estimulacion estriatal.

La frecuencia de descarga no presenté diferencias estadisticas
entre las neuronas inhibidas, excitadas o0 sin respuesta a la
estimulacion estriatal (ANOVA f =0,059; p=0,94) (ver GRAFICO N° 8,
pagina 95). El CV de variacion (ANOVA f =4,48; p<0,05) fue inferior para
las neuronas con respuesta inhibidora (p<0,01) o excitadora (p<0,01)

que para las sin respuesta

Para comprobar si la respuesta a la estimulacion estriatal era
similar en las diferentes poblaciones neuronales de la SNR, las
neuronas se clasificaron, segin su nudcleo de proyeccién mediante la
respuesta antidrémica. La FIGURA N° 5, pagina siguiente, muestra la
forma tipica de los potenciales de accién, la respuesta antidromica y los

resultados del test de colision para los distintos grupos neuronales.
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FIGURA N° 5.- Forma del potencial de accion (A) respuesta antidromica (B) y test de
colisién (C) de una neurona nigrotalamica, nigropeduncular y nigrocolicular. La flecha
indica el comienzo de la estimulacion antidromica.

El porcentaje de neuronas para cada modalidad de respuesta fue
diferente en los tres tipos de neuronas. La respuesta inhibidora fue la
mas frecuente en todas las poblaciones neuronales, predominando en
las neuronas nigrocoliculares y nigrotalamicas, con un 66% en ambos
casos y en las neuronas nigropedunculares en un 43%. Mientras que la
respuesta excitadora fue mas frecuente en las neuronas
nigropedunculares con un 57%, menos frecuente en las nigrotalamicas
(11%) y no se encontré6 en las neuronas nigrocoliculares. Algunas
neuronas nigrocoliculares (34%) y nigrotalamicas (23%), pero no
nigropedunculares (0%), presentaron respuesta de latencia larga (ver
GRAFICO N° 9, pagina 96).
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GRAFICO N° 7.- Distribucion de las neuronas de la SNR, segun latencia (A) y duracion
(B) de las respuestas excitadoras e inhibidoras a la estimulacion estriatal.
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GRAFICO N 8.-Distribucién de la frecuencia de descarga (A) y CV (B) de las neuronas

de la SNR, segun tipo de respuesta a la estimulacion estriatal.
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GRAFICO N° 9.-Distribuciéon porcentual de las neuronas de la SNR, segun tipo de
respuesta a la estimulacion estriatal y nacleos de proyeccion.

Tras la lesibn con 6-OHDA el porcentaje de neuronas con
respuesta excitadora aumento (p<0,01) y el de neuronas sin respuesta
disminuyd (p<0,05); pero no se encontraron diferencias en las neuronas
con respuesta inhibidora (p<0,57) (ver GRAFICO N° 10, pagina
siguiente). La lesiéon tampoco modifica la duracién de la excitacion
(controles con 14,7 + 7,0 y lesionadas con 14,7 + 4,3 ms; p=0,99) o de la
inhibiciéon (controles con 38,6 + 6,5 y lesionadas con 49,6 + 4,37 ms;
p=0,07), ni el ndmero total de potenciales por estimulo y tampoco el
numero de potenciales inducidos durante los primeros 15 ms. de la
estimulacion estriatal (control con 71,5 + 9,7 y lesionadas con 70,1 +
6,6; p=0,89) (ver GRAFICO N° 11, pagina 98). En cuanto a la actividad
basal no se observan cambios en la frecuencia de descarga, pero el CV

presenta un significativo aumento (ver GRAFICO N° 12, pagina 98).
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GRAFICO Ne 10.-Distribucion porcentual de las neuronas de la SNR, segun tipo de
respuesta y condicion experimental.

3.2.5.- Discusion

En oposicion a la idea previa de una accidon exclusivamente
inhibidora del estriado sobre la SNR, se describe una respuesta
excitadora, especialmente notable en las neuronas nigropedunculares.
En condiciones normales este tipo de respuesta fue escasa (15%); pero
tras la lesién de la via nigroestriatal se produjo un notable incremento
de las neuronas de la SNR que presentaban una respuesta excitadora a
la estimulaciéon estriatal (15% en las ratas control contra 50% en las
ratas lesionadas). Esta respuesta era de corta latencia (< 8 ms), breve
duracion (cerca de 15 ms) y cumplia todos los criterios de una
respuesta ortodrémica. Un tipo de respuesta similar ha sido descrito en
estudios previos de la proyeccién inhibidora (Collingridge y Davies, 1981;
MacL eod, Ryman y Arbuthnott, 1990). Sin embargo, este es el primer trabajo

sistematico para evaluar la proyeccion excitadora estrionigral.
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GRAFICO Ne° 11.-Distribucién de la potencia de la respuesta excitadora a la estimulacion
estriatal, segin condicion experimental: A) controles.y B) lesionadas Cada punto
representa la media y el error estandar del histograma de periestimulo de cada respuesta
neuronal. Para normalizar los valores del histograma, sélo los 100 primeros estimulos

fueron incluidos.
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GRAFICO Ne° 12.-Distribucion de la frecuencia de descarga (A) y CV (B) de las neuronas
de la SNR, segun la condicién experimental.
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El origen de esta respuesta puede tener diversas explicaciones.
En primer lugar, esta excitacion podria ser consecuencia de la
inhibicion estriatal - tras la estimulacién de la via directa - de una
interneurona inhibidora de la SNR (Grace y Bunney, 1985). Esta
interpretacion es concordante con la corta latencia (ver GRAFICO N° 6).
Sin embargo, la duracién de la respuesta inhibidora registrada fue tres
veces mas larga que la excitadora (ver GRAFICO N° 7), lo que no

apoyaria esta idea.

Tambien es posible, que este involucrada la via indirecta a través
de sus tres sinapsis seriadas. La estimulacion estriatal podria excitar
las neuronas estriopalidales, GABAérgicas, las cuales inhiben a las
neuronas del GP, las que a su vez producirian una desinhibicién de las
neuronas subtaldmicas, este aumento de la frecuencia de descarga de
las neuronas subtaldmicas produciria la respuesta excitadora en las
neuronas de la SNR. Esta secuencia de eventos parece poco probable
considerando la corta latencia y la breve duracién de la mayoria de las
respuestas registradas en este y otros estudios (Collingridge y Davies, 1981,
MacLeod, Ryman y Arbuthnott, 1990). De este modo, teniendo en cuenta el
retardo sinaptico (entre 0,5y 1,5 ms) y el tiempo de conduccion desde el
estriado hasta la SNR, la latencia de la respuesta excitadora deberia ser
mayor a 5 0 7 ms, lo cual es superior a la mayoria de las respuestas
registradas. Ademas, la inhibicion de las neuronas palidales deberia ser
muy breve para producir una latencia tan corta y de poca duracion en
las respuestas encontradas. Es también dificil de creer que en un
periodo tan breve la descarga sincrénica de las neuronas de la SNR
pueda ser indirectamente activadas por la desinhibicibn de las

neuronas del GP y STh.

Otra posibilidad, pero menos factible, es que la estimulacion
estriatal active fibras de proyeccién cercanas provenientes de otros

centros, como el coOrtex cerebral, por ejemplo. Pero el electrodo de
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estimulacion fue colocado en el centro del estriado y asi a varios mm de
cualquier tracto. Ademas, se emplearon electrodos bipolares, con 1 mm
de separacién y baja intensidad de estimulacién (0,2 a 0,7 mA con 0,3
ms de duracion) para minimizar el radio de accién de la corriente (Ranck,
1975; Lemon, 1984). Por Jultimo, es tedéricamente posible que Ila
estimulacion estriatal pudiera producir la liberacién de DA dendritica
por activacion antidromica de las neuronas de la SNC, produciendo la
excitacion de las neuronas de la SNR (Ruffieux y Schultz, 1980). Pero la
corta latencia encontrada no apoya esta posibilidad, ya que la latencia
de la respuesta antidrémica de las neuronas nigroestriatales es superior
10 ms (Chiodo, 1988).

Todo ello hace suponer que en roedores existe una directa
conexion estrionigral con fibras excitadoras. Esta accion podria estar
mediada por la liberacion desde las neuronas estrionigrales de SP,
neurotensina, HT, SK o neurokinina A sobre ambas porciones de la SN
(Herrera-Marschitz, et al,.1986; Reid, et al, 1990a; Reid, et al, 1990b).
Siendo asi posible que una proporcion de las fibras estrionigrales sean
excitadoras en roedores y tal vez en primates (Hikosaka, Sakamoto y
Miyashita, 1993). Pero su importancia funcional es desconocida. Los
datos de este estudio sugieren un efecto excitador discriminativo en las
diferentes neuronas de proyecciéon de la SNR; ya que una gran
proporcion (57%) de las neuronas excitadas por la estimulacion estriatal
proyectan al PPTg pero no al SC (ver GRAFICO N° 9). Ademas la
constatacion de que soOlo una pequefia proporcion (11%) de las
neuronas nigrotalamicas responden con excitacion, no debe desestimar
su importancia funcional, ya que forman la principal proyeccion (73%)
de salida de la SNR.

Otro aspecto a considerar, es el efecto de la disminucién de la DA
estriatal, tras la lesion de la SNC y del tracto nigroestriatal, sobre la
proporciéon de neuronas excitadas en la SNR. La proporcion de

neuronas con respuesta excitadora aumento notablemente (ver
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GRAFICA N° 10), aunque sin cambios en la frecuencia media de
descarga, pero el CV fue significativamente mayor indicando una gran
variabilidad en el patréon de descarga (ver GRAFICA N° 12). Estos
hallazgos podrian tener algunas implicaciones para el modelo
fisopatoldgico de la PD. En primer lugar, la ausencia significativa de
cambios en la media de la frecuencia de descarga de la SNR tras la

disminucion de la DA parece raro para las predicciones del modelo.

En estudios previos se ha encontrado resultados inconsistentes,
una reduccion (Arbuthnott, 1974; MaclLeod, Ryman y Arbuthnott, 1990; Robledo y
Férger, 1992), un aumento (Burbaud, et al, 1995) y ningun cambio (Sanderson,
Mavoung, Elbe-Fessard, 1986) en la media de la frecuencia de descarga, sin
haber explicaciones para estas discrepancias; sugiriéndose que una
diferente valoracion de las poblaciones neuronales en cada estudio
podria explicarlas (MacLeod, Ryman y Arbuthnott, 1990). Ademas, se ha
encontrado en otros estudios un aumento de la actividad en trenes en
las neuronas de la SNR en ratas lesionadas (Sanderson, Mavoung, Elbe-
Fessard, 1986; MacL eod, Ryman y Arbuthnott, 1990), pero actualmente no existe
un concepto definido para la actividad en trenes en las neuronas de la
SNR.

Una forma de obviar diferencias es clasificando las neuronas
segun el tipo de respuesta (excitadora o inhibidora) a la estimulacién
estriatal y no en los cambios significativos de su frecuencia de descarga
tras la lesion y, por otra parte; empleando el CV para valorar

estadisticamente la variabilidad de la descarga neuronal.

El hallazgo de un aumento en el CV que implica una significativa
modificacion del patrén de descarga es concordante con otros trabajos
(Sanderson, Mavoung, Elbe-Fessard, 1986; MacL eod, Ryman y Arbuthnott, 1990). La
falta de cambios en la frecuencia media de descarga y el aumento del
CV indican que la consecuencia de la degeneracién de las neuronas

DAérgicas de la SNC sobre las neuronas de la SNR se manifiesta mas en



Resultados y discusion 102

la codificacion temporal que en la codificacion de la frecuencia. Es
decir, la PD puede estar mas directamente relacionada con alteraciones
temporales de las descargas neuronales que en el numero de

potenciales por unidad de tiempo.



3.3.- Experimento 2:

Accion estriatal sobre la actividad electrofisiologica de las neuronas del nucleo
mesencefélico profundo.

3.3.1.- Objetivos:

Describir las caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas de
la SNC.

Describir las caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas del
DpMe.

Establecer las principales proyecciones del DpMe.

Comparar la actividad basal de las neuronas del DpMe en ratas
controles y lesionadas.

Comparar la respuesta de las neuronas del DpMe a la
estimulacion estriatal en ratas controles y lesionadas.

3.3.2.- Diseflo experimental

Se efectud un estudio con un disefio experimental factorial 2x4,
con dos variables independientes y dos variables dependientes. La
variable independiente intergrupal, es la lesion unilateral derecha del
tracto nigroestriatal, con dos categorias: control y lesionada, la variable
independiente intragrupal, es el grupo neuronal, con cuatro categorias:
DAérgicas, nigrotalamicas, nigrocoliculares y nigropedunculares. Las
variables dependientes, son: el tipo de respuesta, con tres categorias:
sin respuesta, excitadora o inhibidora y los parametros de la actividad

basal espontanea, con las dos categorias: frecuencia de descargay CV.

3.3.3.- Material y método
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Se enpl earon 57 ratas Sprague-Daw ey (Panlab, Barcel ona) nachos,
adultas de 300 a 350 g de las cuales 37 ratas eran control y 20
| esi onadas, mantenidas bajo condiciones estandar de Ilaboratorio vy
| esionadas nediante procedinmento esterotaxico. Utilizandose Ila
técnica de registro extracelular de la actividad unicelular, para
identificar, registrar y procesar la actividad neuronal de la SNC y
del DpMe, ya descrita previanente (ver PAG NA N°74-78).

Durante las sesiones de registro, se procuro establecer |as
coordenadas estereotaxicas de al nenos una neurona DAérgica
nigroestriatal para determinar la profundidad relativa y asi poder
agrupar |as neuronas que se encontraban sobre o debajo de |Ia SNC.

Se calculé la profundidad relativa de las neuronas registradas

nedi ante |l a siguiente fornula:
Profundidad relativa= (profundidad neurona) - (profundidad neurona DAérgica nigroestriatal)

A la profundidad de |as neuronas DAérgicas nigroestriatales, se les
asigndé el valor 0, obteniéndose profundidades relativas con valores
negativos para l|las neuronas situadas sobre las neuronas DAérgicas
nigroestriatales (DpMe) y valores positivos para |las neuronas de |a
SNR.

Todas |as neuronas registradas en este experinento se encontraron en
trayectorias sucesivas desde 1.8 a 3.5 nmen anteroposterior, de 1.5 a
2.2 mm lateral y de 5.1 a 10.1 mm en profundidad. Las neuronas
perteneci entes al DpMe se encontraron entre 0.3 y 2.5 mm sobre [a SNC.
La distancia que separaba a dos neuronas DAérgicas fue sienpre

inferior a 0.3 mm

3.3.4.- Resultados

Las neuronas DAérgicas de la SNC presentaron un potencial de
accion bifasico o trifasico con una duracion de 2 a 5 ms y una amplitud
de 300 a 1500 nv. La primera fase fue positiva y casi siempre mostraron
una melladura al comienzo de la fase, que se correspondia con el inicio

del segmento somatodendritico.
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La latencia de la respuesta antidromica varié entre 9 a 20 ms tras
la estimulacion estriatal. Frecuentemente, la activacion antidromica
produjo sélo la porcién inicial del potencial de accidon. Los potenciales
activados antidrOmicamente presentaron durante la estimulacion de
alta frecuencia un potencial antidréomico por estimulo y también

presentaron colisidon con potenciales espontaneos (ver FIGURA N° 6).
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FIGURA N° 6.- Forma del potencial de accion (A), respuesta antidromica (B), respuesta
a la estimulacion de alta frecuencia (C) y test de colision (E) de una neurona DAérgica
nigroestriatal.

Como se muestra en el GRAFICO N° 13 (pagina siguiente), las

neuronas DAérgicas nigroestriatales tuvieron una frecuencia de
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descarga inferior a 10 potenciales/s y la mayoria presenté un CV con
una duracion del intervalo interpotencial inferior a 1 (que es el valor
esperado por azar). De modo que, las caracteristicas electrofisiologicas
de estas neuronas y sus histogramas de frecuencia de descarga fueron
similares a aquellos publicados previamente (Chiodo, 1988; Castellano y
Rodriguez, 1991; Castellano et al, 1993; Rodriguez y Barroso, 1996). Las neuronas
DAérgicas nigroestriatales forman una delgada lamina y cuando fueron
registradas 2,8 a 3,4 mm anterior a lambda y 1,8 mm a 2,2 mm lateral
a la sutura sagital, la distancia dorsoventral a otra neuronas DAérgicas
fue siempre inferior a 300 nm. So6lo las neuronas registradas sobre la
l[Amina de las neuronas DAérgicas fueron incluidas en este estudio. Asi,
mediante el uso simultdaneo de la localizacion electrofisiolégica y la
verificacion morfoldgica con la tincion Pontamine sky blue, se comprobé
gue las neuronas no DAérgicas estudiadas pertenecian al DpMe y no a

la SNR.
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GRAFICO N° 13.-Distribucion de las neuronas DAérgicas nigroestriatales, segun
frecuencia de descarga y CV.

Las neuronas del DpMe presentaron un potencial de accién
bifasico o trifasico, con una duracién de 0,5 a 1,5 ms y una amplitud
superior a 200 pv (ver FIGURA N° 7, péagina siguiente). La frecuencia de
descarga tenia un rango de 0,5 a 40 potenciales/s siendo superior al

encontrado para las neuronas DAérgicas (p< 0,01). A pesar de que una
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parte importante de las neuronas del DpMe presenté un CV inferior a 1,
fue estadisticamente superior al de Ilas neuronas DAérgicas

nigroestriatales (p<0,05) (ver GRAFICOS N° 14 y 15, pagina siguiente).
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FIGURA Ne° 7.- Forma del potencial de accion (A) y respuesta antidrémica (B) de
diferentes grupos neuronales del DpMe

Una parte de las neuronas del DpMe proyectaban al talamo (45
neuronas, 61,64%), PPTg (15 neuronas, 20,54%) y SC (9 neuronas,
12,32%). Como se muestra en el GRAFICO N° 16, pagina 109, la
frecuencia de descarga de las neuronas de proyeccién del DpMe fue
superior a 8 potenciales/s, siendo estadisticamente doblemente
superiores a la de las neuronas DAérgicas nigroestriatales (p< 0.01),
pero no habia diferencias (ANOVA, f=6,8; p=0,001) entre ellas: talamo
(p<0,01), coliculo (p<0,01) o PPTg (p<0,05)( GRAFICO N° 16.A). Por su
parte, los valores del CV fueron cercanos a 1 y también superiores al de
las neuronas DAérgicas pero no se encontraron diferencias estadisticas
entre las neuronas (ANOVA, f=1,36; p=0,26)( ver GRAFICO N° 16.B).
Finalmente, la latencia de la respuesta antidromica fue siempre muy

corta; siendo inferior a 4 ms en el 82,6% de las neuronas DpMe-
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talamicas, inferior a 3ms en el 77,7% de las neuronas DpMe-coliculares
e inferior a 1 ms en el 86,6% de las neuronas DpMe-pedunculares
(GRAFICO N° 16.C).
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GRAFICO N° 14.-Distribucion de las neuronas del DpMe, segin frecuencia de descarga

y CV.
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GRAFICO N° 15.-Distribucion de la frecuencia de descarga (A), el CV (B) de las
neuronas de la SNC y DpMe.
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Se registro un total de 116 neuronas en el DpMe (73 en ratas
control y 43 en ratas lesionadas) con respuesta transinptica a la
estimulacion estriatal, de las 73 neuronas registradas en ratas control,
el 65,7% present6é una respuesta de corta latencia, siendo excitadora en
34,2% e inhibidora en 31,50% de los casos (ver FIGURA N° 8 y
GRAFICO N° 17, pagina 110).

FIGURA N° 8.- Respuesta excitatora(A) e inhibitora (B) de corta latencia de neuronas
del DpMe a la estimulacion estriatal (fotografia de imagen del osciloscopio Van Gogh,

EMG-2D).
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GRAFICO Ne 16.-Distribucion de la frecuencia de descarga (A), el CV (B) y la latencia de
la respuesta antidromica (C) de las neuronas de la SNC y DpMe, segun nucleo de
proyeccion.

La mayoria de las neuronas tenia una respuesta inferior a 3 ms
en la inhibicién e inferior a 7 ms en la excitacion y la duracién de la
respuesta fue corta para las respuestas excitadoras (en la mayoria de
los casos inferior a 6 ms) pero no para las inhibidoras (en todos los

casos superior a 9 ms). La latencia no fue estadisticamente significativa
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para las respuestas excitadoras e inhibidoras (p=0,08), siendo la
duracion de la respuesta inhibidora superior a la excitadora (p<0,0001)

(ver GRAFICOS N° 17 y 18).
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GRAFICO N° 17.- Distribucion porcentual de las neuronas del DpMe en ratas control,
segUn tipo respuesta a la estimulacion estriatal.
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GRAFICO N° 18.- Histograma de la distribucion de las neuronas del DpMe, segun
latencia de la respuesta excitadora (A) e inhibidora(B) y duracion de la respuesta
excitadoia(C) e inhibidora (D) a la estimulacion estriatal.
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GRAFICO N° 19.-Distribucion de la frecuncia de descarga (A) y del CV (B) de las
neuronas del DpMe, segun tipo de respuesta y condicién experimental.
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GRAFICO N° 20.- Distribucion porcentual de las neuronas de la DpMe, segin tipo de
respuesta a la estimulacion estriatal y condicion experimental (A) y localizacion del
cuerpo neuronal (B).
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Para averiguar la accion electrofisiolégica del estriado sobre la
actividad basal de las neuronas del DpMe, se comparoé la frecuencia de
descarga y el CV, encontrandose diferencias significativas entre las
control y lesionadas en la frecuencia de descarga y mayores aun en el
CV; pero, no se encontraron diferencias estadisticas en la frecuencia de
descarga entre las neuronas con respuesta excitadora e inhibidora en
ratas controles (ANOVA, f=1,41; p=0,24). Al compararlas con las
neuronas que no respondian al estriado (ANOVA, f=9,56; p<0,001), las
neuronas inhibidas (p<0,001) pero no las excitadas (p=0,56)
presentaron un CV inferior. También la lesién ocasiono un aumento de
la frecuencia de descarga (p<0,05) y el CV (p<0,05) y no se encontraron
diferencias entre las neuronas con respuesta excitadora, inhibidora o
sin respuesta al estriado para la frecuencia de descarga (ANOVA,
f=0,58; p<0,56) y el CV (ANOVA, f=2,06; p<0,13) (ver GRAFICO N° 19).

La lesibn del tracto nigroestriatal produjo un aumento
significativo del porcentaje de neuronas con respuesta excitadora
(p<0,01) y una disminucién del porcentaje de neuronas sin respuesta
(p<0,05), pero no se encontraron diferencias estadisticas para las
neuronas inhibidas (p=0,24). Ademas, las neuronas con respuesta
excitadora estaban mas superficialmente (p<0,01) en ratas lesionadas

que en controles, con respecto a la SNC (ver GRAFICO Ne 20).

3.3.5.- Discusion

Los principales hallazgos de este estudio se pueden resumir en
tres ideas principales: Por una parte, la gran mayoria de las
neuronas de la porcion ventral del DpMe (94,52%), presenta una
respuesta antidromica al talamo (61,64%), al PPTg (20,54%)o al SC
(12,32%); la velocidad de conduccion fue rapida 1,5 m/s para las
neuronas del DpMe-tadlamo; 1,7 m/s para las neuronas DpMe-PPTg y

2,2 para las neuronas del DpMe-SC.
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Por otra parte, la mayoria de las neuronas del DpMe (65,7%)
presenta una respuesta ortodromica al estriado, unas con respuesta
excitadora (34,2%) y otras con respuesta inhibidora (31,5%) ya
descrita previamente en otro estudio (Dray et a, 1976); casi todas eran
de corta latencia (inferior a 3 ms), actuando probablemente a través
de una proyeccion directa estrio-DpMe, ya que ese intervalo de
tiempo es insuficiente para incluir dos sinapsis. Ademas, la
velocidad de conduccibn de esta via monosinaptica es de
aproximadamente 3,5 m/s para la via inhibidora y 2,5 m/s para la
via excitadora de esta proyeccion, velocidad superior a la calculada
para la proyeccion DAérgica nigroestriatal (0,5 m/s) pero similar a la
encontrada para la proyeccion nigroestriatal no-DAérgica (Chiodo et d,
1984). La proyeccion estrio-DpMe, presenta una accion diferencial
sobre los diferentes grupos neuronales del DpMe: el 55% de las
neuronas DpMe-tadlamo recibian una aferencia excitadora y el 80%
de las neuronas DpMe-SC, recibian una aferencia inhibidora. Esto
hace suponer que el DpMe podria ser considerado como una de las
eferencias del estriado junto con el EP y la SNR. Ademas, como el
DpMe y la SNR presentan similares aferencias y eferencias y siendo
la SNR una de las estaciones de salida de los BG; ambos nucleos
parecen jugar un rol similar, enviando informacion a los mismos

nucleos dianas.

Y por ultimo, la degeneracion experimental de las neuronas
DAérgicas nigroestriatales, produjo un notable aumento de las
neuronas excitadas por la estimulacion estriatal, la frecuencia de
descarga y el CV de las neuronas registradas, similares a los
encontrados para la SNR en el experimento anterior y también
descritas por otros autores previamente (Sanderson, et al, 1986;
Francois, et al, 1987; Gerfen et al, 1987; Alheid, et al, 1990; Gerfen

et al, 1990; Herrero, et al, 1995), lo que hace suponer que estas
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modificaciones en el DpMe deberian ser considerados en los

mecanismos responsables de los sintomas de la PD.



3.4.- Experimento 3:

Evaluacion de la accion del PPTg sobre la actividad electrofisiol gica
delasneuronasdela SNR y el DpMe en ratas control y lesionadas.

3.4.1.- Objetivo

Comparar la actividad basal de las neuronas del DpMe y la SNR tras
la estimulacion del PPTg en ratas control y lesionada.

Evaluar la respuesta de las neuronas de la SNR y el DpMe a la
estimulacion del PPTg en ratas controles y lesionadas.

3.4.2.- Diseflo experimental

Se efectud un estudio con un disefio experimental factorial 2x2;
con dos variables independientes; la variable independiente intergrupal,
es la lesion wunilateral derecha del tracto nigroestriatal, con dos
categorias: control y lesionada; y la variables independiente intragrupal,
gue son las agrupaciones neuronales, con dos categorias: DpMe y SNR;
las variables dependientes, son dos: el tipo de respuesta, con tres
categorias: sin respuesta, excitadora o inhibidora y los parametros de la
actividad basal espontanea, también con dos categorias: frecuencia de

descargay CV.

3.4.3.- Material y método

Se enpl earon 57 ratas Sprague-Daw ey (Panlab, Barcel ona) nachos,
adultas de 300 a 350 g de las cuales 37 ratas eran control y 20
| esi onadas, mantenidas bajo condiciones estandar de Ilaboratorio vy
| esionadas nediante procedimento esterotaxico. Utilizandose Ila
técnica de registro extracelular de la actividad unicelular, para
identificar, registrar y procesar |la actividad neuronal del DpMe y la
SNR, ya descrita previanente en el capitulo de Material y Metodo (ver
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PAG NAS N° 74-78) conp en |os experimentos anteriores (ver PAG NAS N°
93, 105 y 106).

3.4.4.- Resultados

En 80 de las neuronas registradas en el DpMe o la SNR se
procedi6 a evaluar las posibles aferencias desde el PPTg. En 51
(63,75%) de estas neuronas se encontré algun tipo de respuesta, de
estas el 72,50% era excitadora y el 27, 45% inhibidora (ver FIGURAS N°
8y9).

FIGURA N° 8.- Respuesta excitatoria(A) e inhibitoria (B) de corta latencia de neuronas
del DpMe a la estimulacion estriatal (fotografia de imagen del osciloscopio Van Gogh,
EMG-2D).

f!

mlli A |
Ut et I O oW WAV O TR R NS
i W 2) KXo I N e |

1 ms
|

| \/

FIGURA N° 9.- Forma del potencial de accion de una neurona del DpMe con respuesta
excitadora(A) e inhibdora (B) a la estimulacion del PPTg.

La latencia fue similar para las respuestas excitadora e
inhibidora, siendo en su mayoria inferior a 5 ms. La duracion de la
respuesta fue, no obstante, cinco veces mayor en el caso de la respuesta
inhibidora que en la excitadora (p<0,0001) (ver GRAFICO N° 21).




Resultados y discusion117

A % | B

@ @
=1

=
£ S
= 5
= -+ ]
L ¢
a =
< >

LR - T - EE L ]

ms
g D -
1] =]
= m
E =
= e
[ =
= @
o £,
= [--]
% o !
o
= ,
L T -] L]

ms “‘.'-““-ﬂﬂn

ms

GRAFICO Ne° 21.- Histograma de la distribucion de las neuronas del DpMe y SNR, segun
latencia de la respuesta excitatoria (A) e inhibitoria(B) y duracion de la respuesta
excitatoria(C) e inhibitoria (D) a la estimulacion estriatal.

La frecuencia de descarga fue similar para las neuronas que
presentaron respuesta excitadora, inhibidora y las que no respondieron
(ANOVA, f=0,20; p=0,81). Los patrones de disparo fueron diferentes en
los tres grupos (ANOVA, f=3,20; p<0,05). Las neuronas con respuesta
excitadora presentaron un CV mas elevado que las sin respuesta
(p<0,05) y no se observaron diferencias significativas para el CV entre

las neuronas con respuesta inhibidora y las que no respondian (ver

GRAFICO N° 22).

A continuacion, se clasificaron las neuronas de las ratas controles
y lesionadas segun su tipo de respuesta a la estimulacion desde el
PPTg; para la frecuencia de descarga no se observaron diferencias
significativas entre el grupo con lesion y el grupo sin lesién, tampoco en

las neuronas que no respondieron (t=1,13; p=0,27), ni entre las que
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respondieron con excitacion (t=-0,21; p=0,83) o con inhibicién (t=0,75;
p=0,45). En el caso del CV, no se observaron diferencias entre ambos
grupos experimentales en las neuronas que respondian con excitaciéon
(t=1,21; p=0,22) o con inhibicién (t=-1,49; p=0,14). En las neuronas que
no respondian al PPTg, el CV fue ligeramente mayor en el grupo
lesionadas que en el grupo control (t=-2,17; p<0,05), (ver GRAFICO N°

23, pagina siguiente).
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GRAFICO Ne° 22.- Distribucion de la frecuencia de descarga (A) y CV (B) de las neuronas
del DpMe o la SNR, segun tipo respuesta a la estimulacién del PPTg.

En la TABLA N° 2, se muestra el porcentaje de neuronas que
responden a la estimulacion del PPTg en los grupos control y lesionada,
al hacer un contraste de estos porcentajes no se observan diferencias
significativas en el porcentaje de neuronas con respuesta al PPTg
(p>0,05). En la TABLA N° 3, se muestra para el subgrupo de neuronas
con respuesta al PPTg, aquellas con respuesta excitatoria con las de
respuesta inhibitoria. En ambos grupos experimentales la proporcion de
neuronas con respuesta excitatoria fue mayor, no apreciandose
diferencias para esta variable entre el grupo control y el lesionado
(p=0,13).
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GRAFICO Ne° 23.- Distribucion de la frecuencia de descarga (A) y CV (B) de las neuronas
del DpMe o la SNR, segun condicidn experimental y tipo de respuesta a la estimulacién
del PPTg.

TABLA N° 2.- Distribucién de las neuronas estudiadas segun grupo experimental

GRUPO EXPERIMENTAL |sin respuesta conrespuesta |TOTAL
Control 29 (36,25%) 51 (63,75%) 80 (100%)
Lesionada 23 (35,38%) 42 (64,61%) 65 (99,99%)

TABLA N° 3.- Distribucion de las neuronas estudiadas segun tipo de respuesta

GRUPO EXPERIMENTAL |excitadora inhibidora TOTAL
Control 37 (72,59%) 14 (27,45%) 51 (100,04%)
Lesionada 24 (57,14%) 18 (42,85%) 42 (99,99%)

Finalmente, se evallo la latencia y la duracion de las respuestas
excitadora e inhibidora en los grupos control y lesionada; la latencia de
la respuesta excitadora (t= 0,0001; p=0,99) e inhibidora (t=1,72; p=0,99)
fue similar en ambos grupos experimentales. Tampoco se apreciaron
diferencias para la duraciéon de la respuesta excitadora (t=0,53; p=0,59)
o de la respuesta inhibidora (t=-1,29; p=0,20).(ver GRAFICO N° 24,

pagina siguiente).

Discusion
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GRAFICO N° 24.- Distribuciéon neuronal de la latencia (A) y duracion (B), segln tipo
respuesta y condicidn experimental a la estimulacion del PPTg.

La mayoria de las neuronas del DpMe y la SNR (63,75%) presento una
respuesta ortodrémica al PPTg, principalmente excitadora (72,5%)
aunque también inhibidora (27,4%), en ambos casos de corta latencia,
siendo en consecuencia una proyeccion directa 0 monosinaptica. Estos
resultados revelan que la proyeccién pedunculonigral, colinérgica y
GLUtérgica ya descrita, presenta un componente inhibidor y que

ademas de la SNC, también alcanza hasta la SNR y al DpMe.

Tras la degeneracion experimental de las neuronas DAérgicas
nigroestriatales, no se observd un aumento en la proporciéon de
neuronas excitadas en ratas lesionadas, ni diferencias significativas en
la frecuencia de descarga o el CV entre las neuronas controles y
lesionadas. Estos antecedentes evidencian que a pesar de las reciprocas
conexiones del PPTg con varios nucleos de los BN no tiene un papel

principal en la fisiopatologia de la PD.



Capitulo 4
Comentario final
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4- COMENTARIO FINAL

4.1.- Un componente excitador parala proyeccion estrionigral.

El modelo actualmente vigente sobre la organizacién funcional de
los BG consta de varios circuitos paralelos, anatémica Yy
fisiologicamente separados, uno de ellos, el "circuito motor" explica
satisfactoriamente y de forma simplista las principales manifestaciones
patoldgicas de los BN, como los signos cardinales de la PD y ademas es
capaz de predecir el resultado de las distintas intervenciones
terapéuticas, tales como la palidotomia posteroventral y la

microestimulacion del STh.

El circuito motor esta organizado somatotopicamente y se inicia
en las areas 6, 4 y 3 del cértex motor suplementario que se proyectan al
putamen dorsolateral, desde donde alcanzan hasta el GPi/EP y la SNR
mediante dos vias estriopalidales; una "via directa" que surge desde una
poblaciobn de neuronas espinosas medianas, GABAérgicas que se
proyectan sobre el GPiZEP y la SNR, y la "via indirecta" que se origina
de otra poblacion de neuronas espinosas medianas también
GABAérgicas que proyectan hacia el GPe/GP, desde el cual otras
neuronas GABAérgicas proyectan al STh, en el cual neuronas

GLUtérgicas se proyectan sobre el GPi/EP y la SNR.

El modelo considera en la organizaciéon normal del movimiento un
equilibrio funcional entre ambos circuitos, las descargas de las
neuronas putaminales de la "via indirecta" producen la excitacion de los
nucleos de salida de los BG (GPIiZEP y SNR) y con ello la motilidad,
suprimiendo los movimientos indeseados; mientras que la activacion de
la "via directa" tendria el efecto opuesto, la inhibicién del movimiento
por reduccion de la actividad de la proyecciéon taldmocortical y
facilitando movimientos especificos. De acuerdo con este modelo a la via

estrionigrica le corresponde un papel exclusivamente inhibidor, hay
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evidencias experimentales y clinicas de que en la PD la proyeccion STh-
GPi de la "via indirecta" esta hiperactiva, siendo responsable de los
signos cardinales de la PD, el estado funcional de la "via directa" esta
menos estudiado. En ratas con lesién de la proyeccion nigroestriatal
con 6-OHDA se ha demostrado un reduccién en la expresion del mRNA
de la SP, DYN y de los receptores D1 sugiriendo que las neuronas

GABAérgicas estriatales estan hipoactivas en la PD (Gerfen et al, 1990).

Sin embargo, los datos presentados en el experimento N° 1, junto
a otros estudios morfolégicos previos apoyan la idea de que un

componente excitador deberia ser también incluido en la "via directa".

El modelo de organizacién funcional de los BG asume que la
frecuencia de descarga es el Unico parametro subyacente en el
procesamiento de la informacién (Fetz, 1997). Los resultados antes
comentados indican que las neuronas de la SNR responden a la
depleccién de la DA estriatal con cambios en la codificacion temporal.
Es decir, que la PD esta mas directamente relacionada con alteraciones
en el patron de la actividad neuronal mas que en el numero de
potenciales por unidad de tiempo. Esta idea nos permite explicar
algunas observaciones discrepantes en monos tratados con MPTP, en
los cuales un notable aumento de la frecuencia de descarga neuronal en
el STh y GPi no siempre es acompafnada por un parkinsonismo severo
(Filion, Tremblay y Bédard, 1991). El aumento de la respuesta excitadora en
la SNR tras la depleccién de DA puede ser importante para la PD, un
aumento en el porcentaje de neuronas que responden con excitacion a
una estimulacion periférica de los miembros en el GPi de monos
parkinsonianos, al igual que en el STh y GPi de pacientes
parkinsonianos operados (Rodriguez, et a, 1997; Jankovic, Hamilton y
Crossman, 1997). El aumento de la descarga neuronal en las estaciones de
salida de los BN deberia producir una inhibicion fasica mediada por
GABA en los nucleos motores del tdlamo y tronco del encéfalo. Esta

respuesta puede ser importante en la ejecucion de los movimientos
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secuenciales y repetitivos y, estar implicada en los episodios del bloqueo
motor activados por estimulos externos en los pacientes
parkinsonianos. El papel de la SNR en la fisiopatologia de la PD ha sido
poco estudiado. Los datos analizados sugieren un posible mecamismo
consistente en cambios fasicos en la frecuencia neuronal en la SNR mas

gue en una elevacion de una frecuencia en el STh o GPi.

4.2.- El DpMe como centro de salida de los nucleosbasales.

Considerando el modelo de organizacion mediolateral del DpMe
previamente descrito (ver pagina 43-46), en la que se puede distinguir:
1) una region lateral del DpMe, reciprocamente conectada con nucleos
de los BN: enviando proyecciones al talamo, STh, EP GP y, a su vez,
recibiendo proyecciones desde el cértex motor y sensitivomotriz, el EP,
la SNR, y el SC; y 2) la region medial del DpMe interconectada con
diversos nucleos del tronco del encéfalo. También teniendo presente las
dificultades para inyectar trazadores neuronales en el DpMe que no
afecten a la SN subyacente y especialmente las masivas proyecciones
desde el estriado; el estudio de las aferencias al DpMe ha sido dificil.
Sin embargo, algunos trabajos usando trazadores anterogrados han
evidenciado que las proyecciones que inervan la SNR y el EP
provenientes del estriado, también inervan el DpMe (Falon, et a,1985;
Fallon y Loughlin, 1985; Hay-Schmidt y Mikkelsen,1992).

Un estudio electrofisiolégico previo corrobora estos estudios
morfolégicos sefialando que la estimulacion del ndcleo caudado inhibe
las neuronas del DpMe (Dray et a, 1976). Los datos presentados aqui lo
confirman y amplian, destacando una respuesta excitadora de corta
latencia en mas del 30% de las neuronas. Esta corta latencia, que en
muchos casos era inferior a 3 ms., sugiere que la estimulacion estriatal
es transmitida por una via directa monosinaptica. La velocidad de
conduccion, considerando las coordenadas estereotédxicas de

estimulacion y registro fue similar a la de las neuronas no DAérgicas-
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nigroestriatales. Lo que permite suponer que esta proyeccién pertenece
a las vias monosinapticas de salida de los BN, que ya no sélo inervarian

el EP y la SNR, sino también el DpMe.

Al igual que la SNR, las neuronas de la DpMe reciben una
proyeccion desde el estriado y se proyectan al tdlamo, SC y PPTg (McNair
et al, 1972; Faull y Mehler, 1978; Beckstead, et a, 1979; Beckstead, et al, 1981; Gerfen
et a, 1982; Parent y Hazrati, 1995) encontrandose una accién diferencial del
estriado sobre estos grupos neuronales; el 55% de las neuronas que
proyectan al talamo reciben aferencias excitadoras desde el estriado y el
80% de las neuronas que proyectan al coliculo reciben aferencias
estriatales inhibidoras. De esta manera y al igual que la SNR, el DpMe
también transfiere informacién desde el estriado como estos dos

nucleos de salida de los BN.

Estudios morfologicos previos han descrito las proyecciones desde
el DpMe hacia el tdlamo (Edwards y Olmos, 1976; Veazey y Severin, 1980g;
Veazey y Severin, 1980b), SC (Edwards, 1975; Edwards y Olmos, 1976) y PPTg
(Edley y Graybiel, 1983; Steinninger et al, 1992). Este estudio electrofisiol6gico
las confirma y ademas indica que la mayoria de las neuronas estan bajo

control estriatal.

Estos datos muestran que la degeneracién de las neuronas
DAérgicas nigroestriatales produce un aumento de la actividad basal de
las neuronas de la DpMe de la misma manera como se ha informado
previamente para las neuronas de la SNR y el EP; y ademas, un

aumento de las respuestas excitadoris al estriado.

En resumen, el presente estudio y otros previos apoyan la idea de
gue junto con el EP y la SNR, el DpMe deberia ser considerado como

una de las estaciones de salida de los BN.
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A lo largo de esta memoria se ha registrado un elevado namero de
neuronas pertenecientes al DpMe, SNC y SNR. A su vez, en estas
neuronas se han identificado subgrupos que proyectan al tdlamo, SC y
PPTg. Este estudio aporta una gran cantidad de datos parte de los
cuales son analizados y presentados en esta memoria. De forma
resumida, estos resultados suponen una evidencia experimental que
apoya la idea de que dos nuevos componentes deberian ser afiadidos a
las rutas de salida de la informacién desde los BN. Esto es, el
componente excitador de la via directa por un lado y el DpMe como
centro a anadir a la SNR y EP. En el primer caso, se aportan evidencias
sobre su posible implicaciéon en la fisiopatologia de la PD ya que la
degeneracién de la proyeccion Daérgica nigroestriatal induce una
marcada modificacion de la proyeccién estrionigral excitadora. En el
segundo caso, también se aportan evidencias experimentales de que el
DpMe podria estar implicado en la PD. Quedando para el futuro
préoximo el analisis de otros resultados de estos experimentos que por la
necesidad de concluir esta memoria dentro de los limites impuestos por
la beca que me ha permitido su realizacién no han sido incluidos aqui.
Ademas, y como natural proyeccion de estos trabajos, se abordara
proximamente la descripcién morfolégica y neuroquimica tanto de la
proyeccion estrionigral excitadora como de las proyecciones del DpMe
hacia el talamo, SC y PPTg (Rodriguez, Abdalay Obeso, 2000; Rodriguez, et al,
2001). Quizas con posterioridad se intente profundizar en el papel
funcional de estas rutas durante la elaboracién extrapiramidal del
movimiento; para ello se necesitaran de procedimientos experimentales
ya disponibles en nuestro Laboratorio, basado en el registro de la
actividad unitaria en monos despiertos y durante la elaboracion y

ejecucion de tareas motoras.
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5.- CONCLUSIONES

Como resumen de los principales hallazgos en los experimentos

descritos y analizados en esta tesis, se puede concluir que:

1. Seregistraron 629 neuronas pertenecientes al DpMe, SNC y SNR, que fueron clasificadas
seglin sus eferencias en: neuronas que proyectan a estriado (63%), a tdamo (20%), a
PPTg (7%) y a SC (4%). En su conjunto todas estas neuronas de proyeccion presentaron
una frecuencia de descarga espontanea superior a la observada en las neuronas DAérgicas
nigroestriatales. Las neuronas pedunculares y talamicas también mostraron un CV superior
a de estas neuronas DAérgicas. Las neuronas no-DAérgicas registradas en € DpMe
presentaron una frecuencia de descarga inferior y un CV superior a de las neuronas no-
DAérgicas de la SNR. Por tanto, se observaron notables diferencias electrofisiol 6gicas entre
las distintas subpoblaciones neuronales estudiadas, no solo en la localizacion del soma

neuronal sino tambien en su lugar de proyeccion.

2. Traslaestimulacion estriatal se observaron dos modalidades de respuesta en la neuronas de
la SNR, una respuesta inhibidora en € 54% y una respuesta excitadora en € 15% de los
casos. La respuesta inhibidora fue particularmente frecuente en las neuronas nigrotalamicas
(66%) y nigrocoliculares (66%), siendo la respuesta excitadora més frecuente en las
neuronas nigropedunculares (57%). En todos los casos se trataba de una respuesta de
latencia corta y generalmente inferior a los 6 ms, resultando la duracién de la respuesta
inhibitoria tres veces superior a la excitadora. Estos datos muestran que la via directa esta
integrada no solo por la proyeccion GABAérgica inhibidora previamente conocida sino

tambien por una proyeccién excitadora cuyo neurotransmisor queda por estudiar.

3. Ladegeneracion experimental del sistema DAérgico nigroestriatal desencadeno un marcado
incremento del porcentaje de neuronas de la SNR que respondian con una excitacion a la
estimulacién estriatal. Si bien este aumento se acompafio de un aumento en la frecuencia de
descarga. También se produjo un aumento del CV de los intervalos interpotenciales. Estos
resultados sugieren que tras la disfuncion DAérgica nigroestriatal se produce una marcada
facilitacion de la proyeccion estrionigral excitadora, circunstancia que podria estar

implicada en lafisipopatologia de la PD.
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Mediante €l test de colision se identificaron neuronas del DpMe con proyeccion al tadlamo
(61%), PPTg (20%) y SC (12%). La frecuencia de descarga de estas tres poblaciones fue
superior a de las neuronas DAérgicas nigroestriatales, no observandose diferencias en €

CV dd intervalo interpotenciales.

Las neuronas del DpMe presentaron tras la estimulacion del estriado una respuesta
excitadora en el 34% de los casos y una inhibidora en €l 31%. En su inmensa mayoria eran
respuesta de latencia corta (menor a 5 ms) y de naturaleza transindptica. Resultados que
podrian estar mediados por una proyeccion directa desde el estriado. Por lo tanto, € DpMe
podria ser considerado como un nuevo centro de salida de lainformacion desde los BG, que
junto con la SNR y el EP recibirian entradas excitadores e inhibidores desde €l estriado
transmitiendo lainformacion hacia el tdlamo, PPTgy SC.

El porcentgje de neuronas del DpMe que presentaron una respuesta excitadora tras la
estimulacion del estriado se incremento tras la degeneracion del sistema DAérgico
nigroestriatal. Estas neuronas se encontraron en las regiones mas dorsales del DpMe 'y por
tanto mas algjadas de la SNC. La lesion tambien desencadeno un incremento significativo
de la frecuencia de descarga 'y el CV de las neuronas del DpMe. Tomados en su conjunto
estos resultados sugieren que el DpMe tambien podria estar implicado en la fisiopatologia
delaPD.

. Traslaestimulaciéon del PPTg se observo una respuesta transingptica en la SNR o DpMe en
un 63% de las neuronas. De las neuronas con respuesta, € 72% presento una respuesta
excitadoray el 28% unarespuestainhibidora. En todos los casos se trataba de una respuesta
de latencia corta generalmente inferior a 4 ms y que supone una respuesta ortodrémica
mediada por una sola sinapsis. Estos datos sugieren que junto a la proyeccion GLUtérgica
pedunculopontinonigral previamente descrita existe una proyeccion excitadora desde el
PPTg al DpMe asi como una proyeccién inhibidora desde e PPTg tanto ala SNR como al
DpMe.

La degeneracion experimental del sistema DAérgico nigroestriatal no modifico las
caracteristicas ni la actividad basal de las neuronas que recibian las aferencias desde €l

PPTg ni su respuesta a la estimulacion desde € PPTg. Estos resultados sugieren que las
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proyecciones que alcanzan la SNR o e DpMe desde € PPTg no tienen un papel

fisiopatol 6gico directo en los trastornos funcionales de la PD.
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