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RESUMEN. Actualmente la enfermedad de Parkinson es considerada como un trastorno del sistema nervioso central que
afecta a los ganglios basales. Las caracteristicas anatomopatolégicas mas prominentes de esta enfermedad son: degene-
raciéon de las células dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNe), la existencia de gliosis y la presencia
de cuerpos eosindfilos de inclusién. La relevancia fisiolégica de la modulacion directa de las neuronas del nucleo subta-
lamico (NST) por neuronas dopaminérgicas de la SNc deviene en un tema polémico. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la lesién selectiva de las neuronas dopaminérgicas que inervan al NST sobre la conducta motora de ratas sanas. Se
trabajo con tres grupos experimentales: I: con lesién de la SNc por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (n = 20); II: con pérdida de la
inervacion dopaminérgica del nucleo subtalamico por inyeccion de 6-OHDA en dicho nicleo (n = 30) y III: control (n = 20). Un
mes después de haber inyectado la neurotoxina, fue evaluada la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina y apo-
morfina y las habilidades motoras de extremidades anteriores. Los estudios conductuales y morfolégicos evidenciaron
que la inyeccién de 6-OHDA en el NST, induce una pérdida parcial de neuronas en la SNc, en el hemisferio lesionado.
La pérdida de la inervacién dopaminérgica del NST provoca una asimetria en la conducta motora de los animales que se
traduce en un peor desempeno en las habilidades de la extremidad anterior y una conducta motora rotacional intensa,
ipsilateral al hemisferio lesionado como consecuencia de la administraciéon de D-anfetamina.

ABSTRACT. At present Parkinson’s disease is considered as a dysfunction of the central nervous system that affects the
basal ganglia. The more prominent anatomopathologic characteristic of this illness is: the degeneration of the dopaminergic
cells of the substantia nigra pars compact (SNc), gliosis and the eosinofilic inclusion bodies. The physiologic relevance
of the direct modulation of the neurons of the subthalamic nucleus (STN) by dopaminergic neurons of SNc becomes
a polemic topic. The main objective of this work was to evaluate the effect of the selective lesion of the dopaminergic
neurons that innervate the STN on the motor behavior. The animals were divided in three experimental groups: I: with
6-OHDA lesion of SNc (n = 20); IT: with loss of the dopaminergic innervations of the STN for injection of 6-OHDA in this
nucleus (n = 30) and III: healthy animal (n = 20). One month after having injected the neurotoxin, the rotational activity
induced by D-amphetamine and apomorfine and the changes in skilled forelimb use were evaluated. The behavioral and
morphological studies evidenced that the injection of 6-OHDA in NST, induces a partial loss of neurons in SN, in the
injured hemisphere. The loss of the dopaminergic innervations of STN provokes an asymmetry in the motor behavior of
the animals that provoke a worse acting in the skilled forelimb use and an increase in their rotating behaviour, ipsilateral
to the injured hemisphere induced by injection.

INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza
clinicamente por temblor durante el reposo, rigidez
muscular, disminucién en la cantidad de movimien-
tos voluntarios (hipocinesia), asi como reduccién de
la velocidad y amplitud de estos (bradicinesia).'? Las
caracteristicas anatomopatolégicas mas prominentes
de esta enfermedad son la degeneracion de las células
dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta
(SNo), la existencia de gliosis y la presencia de cuerpos
eosinoéfilos de inclusién en el citoplasma de las neuronas
de la SNc y locus coeruleus principalmente.?

Actualmente, la EP es considerada como un trastorno
que afecta a los ganglios basales (GB), término acunado
por el uso para referirse a los nucleos grises de la base
del encéfalo.* Estos nucleos forman una unidad compleja
que tiene multiples conexiones aferentes y eferentes con
regiones de la corteza cerebral, cerebelo, tdlamo motor y
varias estructuras subcorticales.? Funcionalmente, los GB
mantienen segregadas las distintas modalidades sensoriales
que procesan y poseen una organizacion somatotépica
en los componentes sensorimotores.’ Se han descrito
cinco circuitos “corteza - ganglios basales - tdlamo
- corteza”, que representan una via a través de la cual la

127



128

Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 41, No. 2, pp. 127-134, mayo-agosto, 2010.

informacién proveniente de areas especificas de corteza
esretornada a algunas de estas mismas areas después de
un procesamiento intermedio entre los GB y el talamo.
Estos circuitos funcionan en paralelo y desempenan un
importante papel en las funciones esqueleto-motoras,
6culomotoras, cognitivas y limbicas.?%® La organizacién
funcional del circuito motor es muy relevante para el
tratamiento neuroquirurgico de la EP y otros trastornos
del movimiento. Segun el modelo actual, dentro de los
ganglios basales el circuito motor esta dividido en dos
sistemas de proyeccién estriopalidales (vias “directa”
e “indirecta”) con origen en diferentes subpoblaciones
de neuronas estriatales y terminacién en los nucleos de
salida (Globo palido medial (GPm) y substantia nigra
pars reticulata (SNr)) a través de diferentes rutas.’ Los
grupos neuronales de origen de cada una de las vias
son relativamente independientes y se diferencian por
el neuromodulador que poseen (sustancia P/dinorfina
o encefalina) y por el tipo de receptor dopaminérgico
(D1 o D2) que predominantemente expresan.>*1 Areas
especificas del GPm y la SNr, que reciben aferencias
provenientes de las 4reas motoras: del putamen, de
la porcién lateral del globo palido (GPI) y del ntucleo
subtalamico (NST), constituyen los componentes de
salida del circuito motor de los GB, cuyas proyecciones
gabaérgicas ejercen un efecto ténico inhibidor, sobre
sus nucleos diana en el tdlamo y el tronco encefalico.!!
Esta organizaciéon constituye el sustrato neuronal del
procesamiento en paralelo de diferentes funciones.

La dopamina ejerce un efecto dual sobre las neuro-
nas estriatales (excitador sobre la via directa e inhibidor
sobre la indirecta).’? Esto ha conducido, a numerosos
autores, a adjudicarle una funcién ténica sobre las dos
vias de los ganglios basales, mientras mantiene inhi-
bidos sus nucleos de salida (GPm y SNr) y facilitando
permanentemente la ejecucion de planes motores corti-
cales.'>!® La pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
SNc conduce a una disminucién en la concentracién de
dopamina (DA) en el estriado, que afecta mas al nucleo
putamen que al caudado.>* Sin embargo, aunque el es-
triado, es el principal blanco fisiolégico de la inervacién
dopaminérgica del cerebro medio el GPl, GPm, la SNr
y el NST también reciben aferencias dopaminérgicas
significativas a partir de las neuronas de la SNc.

El descubrimiento de la neurotoxina 6-hidroxidopa-
mina (6-OHDA) especifica para células catecolaminér-
gicas ha tenido una significativa trascendencia en los
avances obtenidos en estos tiempos en la experimenta-
cién animal relacionada con la EP. La lesién unilateral de
la SNc en animales de experimentacion (ratas y ratones),
mediante la inyeccién intracerebral de 6-OHDA, provoca
severas afecciones conductuales, como consecuencia de
la destruccién casi completa de los cuerpos neuronales
de este nucleo, junto con la disminucién de la DA es-
triatal. Este paradigma experimental es ampliamente
utilizado, pues conduce al desarrollo de disfunciones
motoras neuroldgicas asimétricas, en el hemicuerpo
contralateral al hemisferio lesionado dando lugar a ratas
hemiparkinsonianas.?7

El NST tiene un papel importante en el control
motor y es crucial en los sintomas y signos que acom-
panan a la EP. No obstante, la relevancia fisiolégica de
la pérdida de la modulacién directa de las neuronas del
NST por neuronas dopaminérgicas de la SNc deviene
en un tema polémico, debido al pequeno calibre y baja
densidad de los axones dopaminérgicos encontrados
en este nicleo.’® E1 NST al igual que el cuerpo estriado,
recibe aferencias excitadoras glutamatérgicas, directas

y monosinapticas de la corteza ipsilateral, y conexiones
contralaterales de tipo oligosinapticas, topograficamente
organizadas.!” Estas aferencias proceden de las areas
precentral, premotora y prefrontal, asi como del area
motora suplementaria y terminan en la regién central
y lateral del ntcleo.® Ademas, el NST recibe aferencias
provienen fundamentalmente del GPI, del tdlamo y del
nucleo pedunculo-pontino (NPP).4202! Por Giltimo, se ha
descrito, tanto en monos como en ratas, la presencia de
aferencias dopaminérgicas al NST provenientes de la
SNec.22 Por otro lado, la principal eferencia del NST se
dirige hacia el GPm.**?® Varios autores indican que esta
proyeccién, en la rata, emite colaterales hacia SNr (pro-
yecciones subtidlamo-nigricas), mientras que en primates
parece que existen diferentes poblaciones celulares que
inervan al GPm y a la SNr.2%24.26

Para la comprensién de que el NST puede contri-
buir en la neurodegeneracion presente en los ganglios
basales en la EP y que la restauracién de la inervacion
dopaminérgica a esta estructura puede resultar en una
mejoria importante de los sintomas y signos de dicha
enfermedad o de las alteraciones conductuales presentes
en modelos experimentales de parkinsonismo, es esen-
cial el conocimiento de la existencia de una proyeccién
dopaminérgica entre la SNc y el NST y una proyeccién
reciproca glutamatérgica entre el NST y la SNec. El obje-
tivo principal de este trabajo estuvo dirigido a evaluar el
impacto sobre la conducta motora de la pérdida selectiva
de la inervacién dopaminérgica del NST, conservando
la inervacion del estriado.

MATERIALES Y METODOS
Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas machos adultas Wistar, con pesos
entre 200 y 250 g al comienzo del experimento, prove-
nientes del Centro Nacional de Producciéon de Animales
de Laboratorio (CENPALAB), Ciudad de La Habana,
Cuba. Los animales fueron mantenidos, en cajas plasti-
cas trasliicidas a una temperatura media de 23 °C (22
+ 2) °C, con suministro de alimentos y agua ad libitum
y periodos de luz y oscuridad de 12 h . Las ratas fueron
mantenidas en grupos de cinco por caja.

Lesion con 6-OHDA

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral
[0,42 g/kg de peso, ip., Merck (Darmstadt, Alemania)] y
colocadas en un marco disenado para cirugia estereotac-
tica (David Kopf Instruments, EE. UU.). Los animales
fueron divididos en tres grupos experiemtales: I: Ratas
con lesién completa de la SNc por inyeccién unilateral
de 6-OHDA en dicha estructura (n = 20); II: Ratas con
pérdida de la inervaciéon dopaminérgica del nucleo sub-
talamico por inyeccién unilateral de 6-OHDA en dicho
nucleo (n = 30) y III: Ratas sanas (n = 20).

La SNc fue lesionada unilateralmente (hemisferio
derecho) por inyeccién estereotactica de la neurotoxina
catecolaminérgica 6-OHDA-HBr (8 ug/3 uL de disolucién
salina, la cual contenia ademas 0,2 mg/mL de acido as-
corbico) dentro del hemisferio derecho (coordenadas:
AP: 44 mm, L: +1,2 mm, V: -7,8 mm de la dura, barra
incisiva 2,4 mm por debajo de la linea interaural).

Con el fin de proceder a la denervacién selectiva de
las fibras dopaminérgicas que inervan al NST se inyec-
taron 3 uL de la neurotoxina 6-OHDA-HBr, dentro del
nucleo subtaldmico derecho. Las coordenadas fueron
calculadas tomando como punto de referencia Bregma
acorde con el atlas de Paxinos y Watson (coordenadas:
AP: -3,8 mm, L: +2,2 mm, V: -8,1 mm de la Dura, barra
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incisiva 2,4 mm por debajo de la linea interaural).?” Una
vez en el lugar, la neurotoxina fue inyectada lentamente,
auna velocidad de flujo de 1 uL/min, con una jeringuilla
Hamilton (5 uL), que se mantuvo in situ cinco min des-
pués de finalizada la inyeccién.

Criterios de exclusion

Fueron excluidos del experimento aquellos sujetos
pertenecientes a cualesquiera de los grupos experimen-
tales que mostraron en cualquier momento infecciones
severas, lesiones en los ojos que les dificulten la visién
o atrofia marcada de alguna extremidad aislada (uno por
lesiones en los 0jos).

Evaluaciones conductuales

Conducta de giro inducida por agonistas dopami-
nérgicos

La actividad rotatoria inducida por D-anfetamina
[6 mg/kg de peso (ip.), Sigma, (St. Luis, MO, EE. UU.)]
y por apomorfina [0,05 mg/kg de peso (sc.), Sigma, (St.
Luis, MO, EE. UU.)] fue evaluada para medir el grado
de la lesion.

Lasratas fueron colocadas en los tanques de rotaciéon
después de la inyeccién con los agonistas dopaminérgi-
cos mencionados y tuvieron cinco min de habituacién
antes de comenzar a registrar las rotaciones. La evalua-
ci6én de la efectividad de la lesiéon fue realizada un mes
después de inyectar la neurotoxina.

El nimero de vueltas completas (360°) que dieron
los animales fue registrada en un Rotémetro electrénico
(ROTORCID, ICID, Cuba) que cuantifica automatica-
mente los giros que realiza el animal hacia la derecha
o izquierda o ambas durante 90 min, después de la
inyeccién con D-anfetamina y en 45 min, después de
la inyeccién con la apomorfina. Todas las mediciones
conductuales fueron llevadas a cabo entre las 9:00 y las
15:00 horas, en habitaciones con luz artificial y aislada
de ruido ambiental. Se dejaron transcurrir siete dias
entre la evaluacién con D-anfetamina y con apomorfina.

Habilidades motoras de las extremidades anteriores

En todas las ratas fueron evaluadas las habilidades
motoras de las extremidades anteriores. Para ello se
utilizo6 la prueba de habilidad manual.!® 28

Caja experimental. En la evaluacién de la conducta
sensorimotora en los animales de experimentacion,
se emplearon cajas de acrilico rojo (3 mm de espesor)
de 28 cm de largo (Fig. 1); 6,6 cm de ancho y 6,8 cm
de altura (fabricadas en el Taller de Prototipo, Centro
Internacional de Restauracién Neuroldgica). Aproxi-
madamente los dos tercios anteriores de la caja, estan
ocupados por una plataforma central de 4,7 cm de alto
y 2,9 em de ancho, con espacios a ambos lados para
insertar una escalerilla mévil de seis escalones en cada
uno de los extremos. Cada escalén y el nivel inferior
(piso de la caja) poseen una pequena concavidad,
donde se sitian dos trozos de alimento (pellets) con
sabor diferente al que normalmente ingieren, por lo
cual el animal dispone de catorce pellets a cada lado.
La plataforma central impide que el animal alcance
el alimento de un lado con la extremidad contraria.
La base del extremo posterior de la caja posee una
abertura que posibilita el acceso de la rata al compar-
timiento interior (Fig. 1).

Seis dias antes de la realizacion de la prueba las ratas
se sometieron a un régimen de alimentacién restringi-
da (10 a 12 g de alimento diario por animal). Tres dias
después de comenzado este, los animales se colocaron

dentro de las cajas experimentales una vez por dia du-
rante 15 min; con el propésito de que se familiarizaran
con las condiciones experimentales.

Una vez comenzadas las sesiones experimentales,
las ratas se introdujeron en las cajas de prueba, una
vez al dia, durante 15 min, por seis dias consecutivos.
Al final de cada sesidn, se retiraron las escaleras de las
cajas experimentales y se contabilizaron los trozos de
alimentos que no fueron comidos, de cada lado (derecho
e izquierdo) de manera independiente.

Evaluacion de células inmunorreactivas a la tiro-
sina hidroxilasa. Al culminar la evaluacién conductual
los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral
(0,42 g/kg ip.) y los cerebros perfundidos por inyeccién
transcardiaca con 500 mL de una disolucién de lavado
(cloruro de sodio al 0,9 %) y 500 mL de una disolucién
fijadora que contenia paraformaldehido al 4 %. Las
muestras fueron congeladas hasta su utilizacién.

Se obtuvieron secciones histolégicas de 20 um de
grosor, por cortes con el criostato (Leitz-1780, Alemania),
del area de la substantia nigra a temperatura de corte
de 20 °C. Las secciones histolégicas fueron colocadas
en laminas portaobjetos previamente recubiertas con
gelatina-alumbre de cromo.

Tre
T
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Fig. 1. Representacion esquemdtica de la caja empleada para
la realizacion de la prueba de habilidades manuales.

1. Caja de acrilico rojo. 2. Plataforma central. 3. Espacio a
ambos lados para insertar la escalerilla moévil. 4. Escalerilla
movil provista de una pequena concavidad en cada escalon
y en el piso de la caja donde se sitiian dos trozos de alimentos.

Procesamiento inmunohistoquimico para la visua-
lizacion de las células inmunorreactivas a la tirosina
hidroxilasa. Las ldminas con las secciones histolégicas
fueron lavadas en disolucién tampén de fosfato tres
veces durante 10 min cada vez. Se incubaron durante
20 min con una disolucién que contenia 20 % de suero
fetal de ternera (SFT)y 0,25 % de Tritén X-100 diluidos en
disolucién reguladora de fosfato. Las muestras fueron in-
cubadas durante toda la noche, en cAmara himeda a4 °C,
con el anticuerpo monoclonal anti-tirosina hidroxilasa,
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) diluido 1
:100 en STF que contenia 1 % de SFTy 0,125 % de Triton
X-100. Las laminas fueron incubadas con el anticuerpo
anti-IgG de ratén biotinilado durante 1 h (1 : 500, diluido
en STF que contenia SF'T 1 %y Triton X-100 0,25 %). Para
amplificar la reaccion las secciones fueron incubadas con
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el Complejo Streptavidina-peroxidasa-biotina (Dako,
Dinamarca) a una dilucién de trabajo de 1: 100, durante
1 h . Después de todas las incubaciones, las muestras
fueron lavadas tres veces en STF durante 10 min . En el
revelado se utilizé una disolucién que contenia peréxi-
do de hidrégeno como sustrato y la diaminobenzidina
tetrahidrocloruro (DAB) como cromégeno. La reacciéon
se detuvo con agua corriente durante cinco min (una
vez que se obtuvo la intensidad de coloraciéon deseada)
y luego los cortes fueron lavados con agua destilada.
Finalmente, las laminas se deshidrataron utilizando
una serie de alcoholes de concentraciones crecientes
(70, 80, 90, 95 y 100 %) y aclaradas en xilol. Como medio
de montaje se utilizé el DPX (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

Procesamiento estadistico

Con vistas a precisar de manera general el compor-
tamiento de los grupos en las diferentes evaluaciones
se realizé estadistica descriptiva y se procesé toda la
informacién recogida mediante el paquete de programas
Statistica para Windows. Version 6.0, 1996.

Se verifico la distribucién normal mediante las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,1) y la homoge-
neidad de varianza por la prueba de Levene. Los datos
obtenidos de la evaluaciéon de las habilidades motoras
de las extremidades anteriores fueron comparados
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de clasifi-
cacién doble con mediciones repetidas. En estos casos,
los factores tenidos en cuenta fueron: grupo y tiempo.
Las diferencias entre los grupos se establecieron con
la prueba de comparacién multiple Newman-Keuls.
Para el estudio comparativo de la actividad rotatoria
inducida por drogas entre grupos experimentales, se
realiz6 analisis de varianza de rangos de una via Krus-
kal-Wallis, seguido de una prueba suma de rangos U
de Mann-Whitney, para determinar si existi6 diferencia
entre los grupos. Se consideraron diferencias significa-
tivas cuando la p fue menor de 0,05.

RESULTADOS

Efecto de la inyeccion de 6-hidroxidopamina sobre
las células que expresan tirosina hidroxilasa en sus-
tancia negra

La inyeccién estereotactica de la neurotoxina
6-OHDA en la SNc produjo la pérdida casi completa de
células dopaminérgicas en dicha estructura, del hemis-
ferio derecho donde fue inyectada. Al realizar el estudio
inmunohistoquimico, para la detecciéon de células TH+,
casi no se observaron células tenidas del lado lesionado,
en tanto se evidenci6 una fuerte tincién en el lado con-
tralateral a la lesién (Fig. 2). Esto confirmé la muerte de
las neuronas dopaminérgicas de la SNc¢ inducida por la
inyeccién de 6-OHDA.

La inyeccién unilateral de 6-OHDA en el nucleo
subtalamico derecho induce una pérdida parcial de cé-
lulas dopaminérgicas TH+ en la substantia nigra pars
compacta del hemisferio ipsilateral (Fig. 3).

Efectos de la denervacion dopaminérgica del nicleo
subtalamico inducida por inyeccion de 6-hidroxidopa-
mina en dicho nicleo sobre la conducta motora

Evaluacion de la conducta de giro inducida por
agonistas dopaminérgicos

La administracién de D-anfetamina en el grupo al
cual se le inyect6 unilateralmente 6-OHDA en el NST,
provoco una conducta de giro similar a la inducida por
este mismo agonista dopaminérgico en las ratas con in-
yeccion de laneurotoxina en la SNc (Fig. 4A). Los analisis
estadisticos no revelaron diferencias significativas entre
ambos grupos. Por el contrario, el grupo control sano,
después de la administraciéon de D-anfetamina, mostré
un aumento en la actividad motora general, pero una
actividad rotatoria azarosa, con un menor numero de
vueltas y donde no hay un predominio de rotaciones en
un solo sentido. Este Gltimo grupo mostré diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los dos
anteriores para esta conducta ( Fig. 4A).

Fig. 2. Fotografia de un corte coronal de cerebro de rata después de la inyeccion de 6-OHDA en la SNc. Observar la ausencia de
células inmunorreactivas al anticuerpo anti-TH en la zona correspondiente a la substantia nigra pars compacta del hemisferio

derecho en comparaciéon con el lado izquierdo sano. (5x).
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Fig. 3. Fotografia de un corte coronal de cerebro de rata después de la inyeccion de 6-OHDA en NST. Observar la ausencia de
células inmunorreactivas al anticuerpo anti-TH en la zona correspondiente a la substantia nigra pars compacta del hemisferio

derecho en comparacion con el lado izquierdo sano. (5x).
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Fig. 4. Conducta de giro inducida por agonistas dopaminérgicos en ratas con denervacion dopaminérgica secundaria a la inyec-
cion unilateral de 6-OHDA en la SNco el NST. A) Se muestran las medias + error estandar de la media de las rotaciones inducidas
por D-anfetamina en todos los grupos experimentales (andlisis de varianza de rangos de una via Kruskal-Wallis, H ( 2, N = 72)
=41,33506, *p< 0,05, U = 13,0, Prueba de U de Mann-Whitney). B) Aparecen las medias +errorestandar de la media de las rotaciones
inducidas por apomorfina en todos los grupos experimentales (andlisis de varianza de rangos de una via Kruskal-Wallis, H ( 2, N
=71) =43,01231, *p < 0,01, U = 0.0, Prueba de la U de Mann-Whitney, grupo lesion en SNc vs. grupo con lesion en NST y grupo sanas).

La administracién de apomorfina evocé una respuesta
diferente en los grupos experimentales (Fig. 4B). Las ratas
con lesién de neuronas dopaminérgicas inducida por la
inyeccién de 6-OHDA en la SNc¢ mostraron una conducta
de giro intensa en sentido contralateral al hemisferio
lesionado, significativamente mayor que el resto de los
grupos (p < 0,05). Por otro lado, el grupo con lesion en el
nucleo subtalamico, no mostré diferencias significativas en
la conducta de giro evocada por la apomorfina en relacion
con el grupo control sano (p = 0,34, Prueba dela U de Mann-
Whitney) (Fig. 4B). El nimero de rotaciones en el grupo con
lesion del NST fue inferior a 150 giros en 45 min, que es el
criterio rotacional considerado por muchos autores, de una
denervacion nigro-estriatal mayor del 80 %.

Evaluacion del uso de las extremidades ante-
riores en ratas con lesion inducida por la inyec-
cion de 6-OHDA en el nicleo subtalamico o la
substantia nigra pars compacta.Ocho semanas
después de la fecha de inyeccién de la neurotoxina
6-OHDA, fueron evaluadas las habilidades motoras
de las extremidades anteriores en los tres grupos
experimentales.

Los animales sanos fueron capaces de retirar méas
del 60 % de los trociscos de alimentos en ambos lados
de la escalerilla al final del experimento (Fig.5 Ay B).
La comparacion de las habilidades motoras entre las
extremidades (derecha e izquierda) dentro de este grupo
no mostro diferencias significativas.
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Los grupos de animales lesionados por inyeccién de
6-OHDA, tanto en SNc como en NST, mostraron dificul-
tad en alcanzar los alimentos con ambas extremidades,
aunque el defecto motor fue mas pronunciado en la ex-
tremidad contralateral al hemisferio lesionado (Fig. 5 A
y B). Los andlisis estadisticos confirmaron diferencias
significativas en el uso de la extremidad izquierda en-
tre el grupo control sano y ambos grupos de animales
lesionados (p < 0,05) (Fig. 5 A).

En el grupo con lesién en la SNc, se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas entre las habili-
dades motoras de la extremidad derecha y la izquierda
(ANOVA Fly38 = 17,624 25, p < 0,05 combinado con una
prueba Newman Keuls); mientras que en el grupo con
lesiéon en el NST no hubo diferencias significativas en el
desempeno de ambas extremidades anteriores (ANOVA
F, 4, = 0,226 06).

Finalmente, los grupos de animales lesionados, tanto
en NST como en SNc, mostraron dificultad en el uso de
la extremidad anterior derecha (ipsilateral al hemisferio
lesionado) y se diferenciaron de manera significativa del
grupo control sano (Fig. 5 B).

Efecto de la inyeccion de 6-hidroxidopamina en el
nucleo subtalamico sobre las células que expresan
tirosina hidroxilasa en sustancia negra

Los estudios morfolégicos evidenciaron que la inyec-
cién de 6-OHDA en el NST, induce una pérdida parcial
de neuronas en la SNc¢, evidenciada por una disminucién
en lainmunoreactividad a la enzima tirosina hidroxilasa,
en el hemisferio lesionado.

En resumen, la pérdida de la inervacién dopami-
nérgica del NST provoca una asimetria en la conducta
motora de los animales que se traduce en un peor des-
empeno en las habilidades, que alcanza significacién
estadistica s6lo en la extremidad contralateral alalesion.
Ademas, la administracién del agonista dopaminérgico
D-anfetamina en estos animales induce una conducta
motora rotacional intensa, ipsilateral al hemisferio lesio-
nado. Esta asimetria es similar a la observada después
de una lesién completa de la SNc¢, por inyeccion de la
neurotoxina en dicha estructura. La administracién de
apomorfina induce una conducta rotatoria contralateral
alalesiéon que no se diferencia significativamente de la
observada en los controles sanos.
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DISCUSION

Las rotaciones inducidas por D-anfetamina y apo-
morfina, fueron utilizadas en este trabajo, como pre-
dictoras de efectividad de la lesién. Clasicamente esta
prueba ha sido empleada para valorar la asimetria en la
concentracion de dopamina de los nucleos basales de
ambos hemisferios. Sin embargo, existen divergencias
en cuanto a considerar a estas pruebas conductuales
como buenas predictoras de una lesién de la via dopa-
minérgica nigro-estriatal mayor del 80 %. Varios auto-
res han descrito la existencia de animales con lesién
parcial de esta via (disminucién en la concentracién de
dopamina en el cuerpo estriado menor del 80 %) que
rotan mas de 650 vueltas completas en 90 min después
de recibir una inyeccién de D-anfetamina; pero no
mas de 150 vueltas completas en 45 min, después de
la inyeccién con apomorfina.?*3° Por esta razén, se ha
sugerido que la apomorfina es un mejor predictor de
lesiones completas de la SN¢, producidas por 6-OHDA.

Los efectos sobre la conducta de giro de la dener-
vacién dopaminérgica aislada del NST no han sido
explorados con anterioridad a este trabajo. Estos resul-
tados muestran que la lesién especifica de las neuronas
dopaminérgicas que inervan al NST, produce una con-
ducta de giro en respuesta a la D-anfetamina similar a
la obtenida tras lesién directa de la SNc. Por otro lado, la
administraciéon de apomorfina produjo una conducta de
giro en el grupo de animales con lesién del NST mayor
que en el grupo control sano, pero que fue significati-
vamente menor a la conducta de giro evocada por este
mismo medicamento en el grupo con lesién de la SNc.
En nuestro criterio, el comportamiento conductual de los
animales con lesién dopaminérgica del NST es similar al
observado en animales con lesiones parciales de la SNe.3!
Esto esta relacionado con el hecho de que lainyeccién de
la neurotoxina en el NST causa solo la degeneracién de
las células dopaminérgicas (o parte de ellas) de la SNc,
que inervan a este nucleo o pasan cerca de él.

La conducta de giro inducida por agonistas dopami-
nérgicos, en el modelo de hemiparkinsonismo en ratas,
no resulta suficiente para medir el grado de déficit motor
presente en estos animales. La acinesia, uno de los sin-
tomas cardinales de la EP en el humano, no es posible
valorarla por este tipo de prueba. En este sentido, la
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Fig. 5. Habilidades motoras de las extremidades anteriores de ratas con lesion unilateral de la SNc o el NST. A. Extremidad
anterior izquierda, se muestran los valores medios + ESM (ANOVA de dos vias con mediciones repetidas F2,57 = 39,48, p < 0,05
combinado con una prueba Newman Keuls). El grupo con lesion en el NST, a pesar de tener afectacion en el desempenno motor,
muestra una mejoria, que es significativa, en la ejecucion de esta conducta en los dias de experimentacion (ANOVA de dos vias
con mediciones repetidas F5,285 = 13,38,*p < 0,05 combinado con una prueba Newman Keuls). B. Extremidad anterior derecha
(ANOVA de dos vias con mediciones repetidas F2,57 = 17,93, p < 0,05 combinado con una prueba Newman Keuls).
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prueba de habilidad manual ha sido utilizada por varios
autores para cuantificar el deterioro motor presente en
este modelo.?82

La lesién selectiva de las neuronas dopaminérgicas
que inervan al NST trajo como consecuencia pérdida
de las habilidades motoras de ambas extremidades en
comparacioén con el grupo control sano. No obstante,
no hubo una afectacién preferencial de la extremidad
contralateral a la lesién. Aunque la inervacién dopa-
minérgica del NST no resulta tan extensa como la del
cuerpo estriado, el impacto que tiene la pérdida de esta
sobre la conducta motora demuestra su importancia en
la génesis de las alteraciones conductuales presentes en
el hemiparkinsonismo en ratas.

La existencia en el NST de terminaciones neuronales
dopaminérgicas procedentes de la SNc ha sido documen-
tada a partir de estudios anatémicos e inmunocitoquimi-
co0s.?%% Dentro de estos se puede mencionar, la presencia
de pequenos procesos varicosos inmunorreactivos a la
tirosina hidroxilasa o dopamina en el NST.** Ademas, se
han encontrado células marcadas, empleando técnicas
de marcaje retrégrado a partir del NST, tanto en SNc
como en el area tegmental ventral.?” Adicionalmente,
estudios que inyectan trazadores anterégrados en SNc,
han demostrado la existencia de terminales marcadas
en el NST.:36

El papel crucial que ejerce la inervacién dopami-
nérgica sobre la actividad neuronal del NST habia sido
sugerida con anterioridad por otros autores, a través
de experimentos que estudian el efecto de la inyeccién
de dopamina directamente sobre el NST.?324373 Con los
resultados de este trabajo se demuestra que la pérdida
selectiva de la inervacién dopaminérgica del NST es
responsable, al menos en parte, de las alteraciones con-
ductuales presentes en el modelo de hemiparkinsonismo
en ratas.

La capacidad de la DA para modular la actividad
neuronal en el NST se conoce hace ya algunos anos.*#
La administracién sistémica de agonistas dopaminér-
gicos induce un marcado incremento en la utilizacién
de glucosa en el NST, la cual puede ser bloqueada por
haloperidol.?*#24 Aunque estos resultados pueden ser
explicados por una accién indirecta de la dopamina sobre
el cuerpo estriado, méas que por un efecto directo sobre el
NST, otros estudios demuestran que la aplicacién direc-
ta de dopamina sobre las neuronas del NST induce un
incremento dosis dependiente del intervalo de descarga
de estas (el cual es atenuado por antagonistas dopami-
nérgicos) afirmacién que ha sido bien avalada.?4>%

En conjunto estos hallazgos sugieren que la SNc mo-
dula directamente la actividad de las neuronas del NST
y que la pérdida de la inervacién dopaminérgica al NST,
puede contribuir a la actividad anormal de las neuronas
de este ntcleo tanto en la EP como en los modelos ani-
males de la enfermedad. E1 NST ocupa una ubicacién
estratégica dentro de la organizacién funcional de los
ganglios basales por varias razones. En primer lugar, es
el iinico nucleo dentro de los ganglios basales formado
por neuronas excitadoras glutamatérgicas, lo cual hace
que la influencia de sus eferencias, sea cualitativamente
diferente a la del resto de los nicleos de los GB. En se-
gundo lugar, recibe de la corteza cerebral una aferencia
monosinaptica glutamatérgica ipsilateral y aferencias
contralaterales de tipo oligosinapticas. Finalmente, este
nucleo influye tanto sobre las vias tdlamo-corticales
(ascendentes) como sobre estructuras del tallo cerebral
relacionadas con el control de la musculatura axial y de
la marcha (descendentes), 1o cual le confiere la propiedad

de modificar simultaneamente la actividad cortical, de
estructuras diencefalicas y del tallo cerebral. De ahi, la
relevancia que puede tener su disfuncién en los trastor-
nos motores presentes en la EP.
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