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RESUMEN

En este trabajo se muestran evidencias del control facilitador
toénico de la corteza Pprecentral medial (CPM), sobre los nucleos
intralaminares talamicos {Ital), durante la actividad espontanea
¥ la provecada por estimulacidn nociceptiva periferica.

Se realizaron experimentos electrofistoltgicos y neurocanatod-
micos. En los primeros, se efectud el registro simultanee de la
actividad extracelular unitaria de ia CPH ¥ de los Ital en dos
tipos de preparaclones: a} cropnica ¥ h) aguda. a) Preparac:odn
cronica (n:i0), se estimuiaron los c¢ampes sensoriales vy el
nucleo e¢audado (Cd). La informacidn obtenida fue analizada con
las histogramas de autocorrelacion {HAC) y correlacidn cruzada
{HCC). 1) Preparacién aguda (n=22), los animales sSe anesieslaron
con uretano {1.5-2.0 g/Kg IP). Se blegqued transitoriamente fa
actividad cortical medlante la depresion cortical propagada (DCP)
provocada poer la aplicacibn epldural de KCl 1 molar y simultatiea-
mente, se les aplicaron estlmules nocilceptives al sumergir la
cola del animal! en agua a 50° C. En los experimentos neurocana-
tomicos se marcaron vilas (n:=7), mediante el transporte retrdgrado
Y a;\terbgrado de peroxidasa de rabano {HRP) inyectada en la CPM vy
los Ital.

Los resultados electrofisiolbgicos crbdnicos muestran gque la
estimulacion del Cd ¥ la de los campos sehnsoriales, genheran
patrones de descarga Similares en las células talamicas. Los
analisis de los HAC y HCC hacen evidentes cinco patrones de
interacciones sinapticas entre la CPH-Ital: excitacien e 1nhibi-
citn postsinaptica, excltacidon e 1nhiblcidn perisinéapticas ¥y
ritmicos. Ademas se observa gue la estimulacien del €4 favorece
las 1nteracciones sinapticas entre 1la CPH y los [tal. De 1o
anterior se puede observar que la CPM tiene dos efectos diferen-
tes sobre la actividad talamica: execitaciétn e i1nhiblcibn postsi-
napticas; en cambio los Ital fnicamente tienen sobre la CPM el
efecto de excitacién postsinaptica. En los resujtados de los
experimentos agudos se observaron células cortlcales y talamicas
que Trespondleron a la aplicacitn de estimulos nociceptivos pe-
riferices,  Asimisnis 5o muesira gque 1la OFM tielle un efecio faci-
litador tbébnico sobre la actividad de les Ital provocada por la
estimulacién nociceptiva. Por ultimo los hallazgos con 1a HRP
confirmaron las vias reciprocas entre la CPHM y los [tal.

Se discuten las diferentes interacclones £lnapticas y sus
implicaciones en las retaciones CPM-Ital, y la Pparticipacion del
control cortical facilitador +to6nico en un mecantsmo de modulacibn

nogiceptiva.
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INTRODUCCION

Se ha deserite la capacidad que tiene la corteza cerebral de
modificar el procesamiento Y la transmisidn de la informacidn en
las estructuras de relevo de las vias sensortales,

Hagbarth y EKerr (1954) 1iniciaron el estudio de la influencia
cortical sobre la transmisibn de los 1mpulsos somaticos. Los
autores demostraron gue la estimulacidn eléctrica de la corteza
cerebral, producla una disminucion de la amplitud de las respues-
tas en la medula espinal, provocadas por la estimulacibtn de un
nervio periferico. En otras palabras, la corteza cerebral modifi-
caba la transmision de 1mpulsos somatosensoriales en los primeros
relevos de esa via.

Ahora bien, se conoce meJjor el papel gque desempeha la corteza
somatica primaria sobre la transmision sensorial, en virtud de la
gran cantidad de informacidn publicada con relacitdn a su citoar-
quitectura, organlzacidn somatetdpica y columnar (Jones y Po-
well,{973; Kaas v coli1979). A este respecte, Towe (1973} analizd
las influencias facilitadoras e inhibidoras de esta regiton corti-
cal, sobre la transmisibn sensorial en los nlcleos de las colum-
nas dorsales ¥y del sistema trlgemlna1;

En cambio es menos clara la influencia gque ejercen las areas
corticales de asociacion sobre 105 relevos somatosensoriales.
Aunque reciepntemente Andersen (1986} y Hardy y Haigler ({1985
hiciercon evidente gque la estimulacidn de la corteza prefrontal
modifica la transmisién de la informacion dolorosa en el talamo

medial ¥y en =1 mesencefalo.



-En, esta tesié se dan evidepncias de gue la corteza precentral
'm'ed-ia'l .de'-la rata '(ver apartade 2 de este capitule), ejerce un
control ‘facllitador ttnico sobre los nucleos intralaminares del
talamo (Ital), durante su actividad espontanea y provocada, Las
~ respuestas de dichos nucleos se provoch por la aplicacibn de
estimulos electricos en el nucieo caudado (Cd) y de estimuloes
noctceptives perifericos.

Para fundamentar la importancia y las posibles implicaciones
funcionales del problema en estudlo, se analiza la participacidn
de las vias somatosensoriales en la noclcepcidbn, para esto la
presente seccidn se subdividio en: A) Aspectos generales de la
nocicepcidn; B) Propiedades esgtructurales ¥y electrofisiclogicas y

C) La influencia del Cd en las 1nteracciones talame-corteza,



A. Aspectos generales de las vias pnociceptivas.

Los estimulos captados del medio ambiente mediante receptores
especializados y que potencialmente pueden produclr dafio tisu-
lar, se les conoce como estimulos nociceptlvos, Los receptores
que los captan, ha sido designados con el nombre de nociceptores
(Igge y Ogawa, 1971 Burgess Y Perll973hL

En los animales supericres, los nociceptores son fibras ner~
viosas localizadas en los tejides cutidneos y musculares (Andres ¥y
von During,973). Estos receptores transducen los estimulos noci-
vos de tipo mecanico, térmico, qulimlce Yy elecirico en Lmpulsos
nerviesos (Willis,1985) que son conductdos a través de las {fibras
nerviosas A delta vy C.

Las fibras A delta tienen una delgada valha de lellna y su
velocidad de conduccidn es5 de 4 a 30 m/seg. Las fibras C son
amielinicas ¥ tlenen una velocidad de conduccibn de 05 a 4
m/seg (Burgess y Perl,i973). En el hombre las fibras A delta se
asocian a la ceonduccibn del deolor denominade epicritice, rapido y
agude; en tante que las fibras €, conducen el dolor protopatico,
lente ¥y difuso (Halling ¥y Tdreblork.is74; Torebjork,974; Téreb-
jork y Ochoa,®80)

Las fibras perlféricas A delta ¥y C llegan a las astas.
dorsales de la meédula espinal o bien al nlicleo principal del
fr‘ig&mino. en donde hacen sinapsis con las ceélulas gue responden
a la estimulaciéon nociceptiva. Este tipo de celulas se localizan
en las laminas I-II ¥y V-VYII de la medula espinal ¥, por su tipo
de respuesta se les denominan de alto umbral y de amplio rango'

dinamico (Pomperanz ¥y col.1968; Wall1973).



La transmisitn de la informacién nociceptiva hacia la corteza
" cerebral se lieva a cabo mediante dos Sistemas: el lateral y el
medial, El sistema lateral estad formado Ppor el fasciculo neoespi-
_notalamico contralateral y el fascicule de 1la celumna dorsal-
lemnisco medio, que tiene sus terminaciones en el pleleo ventral
posterior del talamo; de donde las neuronas tadmicas de relevo
proyectan sus axones la corteza somatosensorial. El sistema me-
dial 1o forman el fasciculo palecespinotalamico y sus releves
mesencefalicos y del talamo medial; este sistema termina en los
nucleos intralaminares del talame y otros nucleos adyacentes, de
donde proyecta finalmente a la corteza de asociacldn, ¥Fig.d
(Bolvie 1970 Yy 1979 cartens ¥ Trevino,978; Giesler y col, 1981
a ¥ b Eruger ¥ Albe-Fessard,i960; Hehler ¥ co0l.,1960; Wil-
i1s5,19565).

Las vias neo y palecespinetalamicas tradicionalmente se han
asocjiade con la transmisidtn del doleor (Henétrey vy col 1977
Trevine y Cartens, 1975), pero otras vias parecen tambikn estar
involucradas. Come el fascicule esplne cervical ¥ el reticule
talamico, que también particlpan en la transmision de esta
modalidad somatica, fig. 1. (Chaouch y Besson,198&; Giesler Y
col.,i98la ¥y b; Henétrey Yy col,1980; Peschansk: y co0l,i98)
¥ 1986; PeschansKil y Besson, 1984).

El sistema lateral, proporciona informacidn sebre el Ilugar,
duracidon e intensidad del estimulo nociceptivo. En cambio el
sistema medial transmite los impulsos dque eventualmente se aso-
cian a 1os estados emotivos Y conductuales proveocados por la

estimulacion nociceptiva (Albe-Fessard y ©col,1584b y 1985



Pes_cha.nski Y DBesson, 1384).
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figd. Vias ascendentes de la medula espinal y. estructuras dien-
cefalicas inveolucradas en la transmisidn y procesamiento de la
sensacidn dolorosa. En A, se observan el origen Y trarvecterias
de los fasclculos espinotalamicos ¥y espinoreticular. En B, se
observan las estructuras diencefalicas involucradas en la sensa-
citn dolorosa: a) discriminacion de la sensaciéon dolorosa; b)
localizacidtn espacio-temporal; ¢) sensacibn desagradable y aver-
siva. Formacitn reticular, fr; segmento cervical, C2: nucleu
lateral cervical, nlc; nucleo de las c¢olumnas dorsales,ndc; me-
dial dorsal, HD; ventral anterior, VYA; ventral lateral, VL;
central lateral,Cl; c<entro mediano, CH; parafascicular,Pf; ven-
tral pesterolateral, VPL; pulvinar,PUL; complejo posteroral,PO
(Modificade de Albe-Fessard y c¢ol,1985).

El talamo es un conglomerado de nlclees situado en ambos lados
del tercer 'ventriculo, divididos entre si por una lamina de

sustancia bdlanca ¢ lamina Mmedular interna. La lamina medular



"mter'na se bifurca rostr-almente en dos rama.;. 1o qne. 'p"er-h:'itel- la: -
lge_n_-.xtl_caclbn ~de - c:.nco sr‘ande_s -srupos nuclear‘es.. antefiof.

medial, .ld'iérél.. "'fpostermr e mt.ralaniui’ar lRose "y - Woolsey,1949). e

En_ los proceoos de tntegracitn serisor1al, ‘el papel del talamo

.'se caracteriza ‘por ‘lo ‘sigulente:

“todos -los. sistemas sensoriales,’ -con . la 'e:::c'epclo'n-': del -

hacen relevo en los nucleos__talam:.cos (Rassler.1972), -

- los nucleos talamicos tienen GoHexiones Teciprocas

conla corteza cerebral (AKert, 1964; Cajal,1904; Jones ¥ Lea-
L VIt1974;  Nautaig964; Rose ¥ Woolsey,1929). '
R - en’el talamo  subyacen doSs sistemas gue Llnteracrionan
entre s, el ‘sistema especifico Yy el ~sistema 1nespecifico
. (Aijmone-Harsan,965; Jasper,194%; Jasper ¥ AJmone-Marsan, 1952).

 £:1 ‘'sistema talamico especifice esta formade por Jes nficleos
“yventral posterior, geniculado lateral y geniculado medial del
grupo lateral, Los aXones de 1as neuronas de estos nlcleos se
'proyectan hacia las 4areas corticales sensorliales primarias, que
cuentan con una organizacidn topografica ¢ somatotdplca 1nterna
¥ tisnen una pariticular seleccidn en cuante a la modalidad senso-
rial gque transmiten.

El sistema talamico 1nespecifico Jo conforman los nlicleos
intralaminares, jos 4e la lnea media, &1 ventral anwerior v el
retlcular talamico. ESte Sslstema carece dé uUna organizacion soma-
totbpica y sus axones se proyectan hacla las cortezas de aso-
ciacion { Jasper,i949; Starlz y V¥Whitlock, 1952} Ademas estos
nucleos 1nespecificos presentan respuestas heterosensoriales
(Eruger ¥y Albe-Fessard,l960).

La informacion noclceptiva es procesada mediante jos dos s§is-
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temas y debj.do a
.’_Imente se'abordar‘a el papel del szstema‘:'mespeciﬂc

a l:oruple,].ldad del

Progzedades :éstrm‘:tdr“aleé'- y_-r-élééi'r@of.fs'lloligc'as.'-

i H{Jcleos intralaminapes’ talamxcosi

Los nucleos Intralamlnares (Ttal), _se_' Io’caij.zan{ en el interior

1_'E1'e 1a lamina medular interna . En la porcidon rostral de la lami-

na, s¢ hallan Jos nticleos central lateral (Cl), paracentral (Pc)

Y 'paratenial {PL). En la porcidtn caudal se ubica el complejo

‘centro mediano (CH) y parafascicular (Pf) (AJmone-Marsan,i965;

Rose Yy Woolsey,l948) El CM en los roedores es pequeho, en camblo
en los primates tiene gran volumen. El Pf{ por el contraric es de
gran tamaho en los roedeores 7y pequeno en los primazes (Heh-
ler, 1966}, Los nbtcleos Ital estan blen desarreollades en las
diferentes especies de mamiferos estudiadas {AJmone-Marsan,1965).

Los Ital reciben las arferenclas espindles a través de las vias
espinotalamicas ({Bolvie, 970 ¥ 1979, Trevino ¥y Cartenst975;
Henétrey ¥ c¢ol,1677; Hehler y col, 1960) y de la via espinore-
ticulo talamica que terminan en el Cl! (Menetrey vy col,1980,
PeschansKl ¥ ¢o0l.1981; PeschansKkl y Besson, 1984).

Tambien llegan a estos nlclevs terminaciones del area pretec-
tal y tectal mesencefalica en los roedoress (Scheibel v Schel-
bel,1967) En los primates y en €l gato, del cerebele ascienden
fibras gque termlnan en el CHM y €l {Hendry ¥y ¢ol,979; HMeh-
ler,19686).

Astmismo, las aferencias de los ganglios bkasales (ver apartado

¢ de este capitulo} provienen de la sustancla negra y terminan



en e Pf en la rata (Beckstead ¥ col.1979} y en el Cl. ‘centralis
k medlalis 24 Pc. del gato (Hendry b col A9T9). '

"Las proyeccloneS"pando talamicas, se dirigen a. traves .d.e'l"

f'fas;l-g"ul'o' “talamico al CH y se suglere que estas f:.br-as_ pud;eran'

..ser. colaterales de las proyecciones que se dirigen al tercio

ventral -y rostral del talamo (Hehler,966; Hauta y Mehler, 1966).
Los - Ital envian Provecciones a (o5 ganglies basales (Ver
apaftado C de este capitule). Se ha descrito una via ipsilateral

entbe los Ital y el estriado gue tlene wuna distribucidén topo-

grafica, la parte anterior de los ital se conecta con las por-

¢lones anteriores del estriade, 10 mlsmo se observa en las re-
giones posteriores de ambas estructuras (Jones Yy Leavitii974).
Las conexiones entre el Cl-Pc y e} nuclee caudado (Cad) se
confirmaron con metodos electrofisioldgices en el gato (Steriade
y Glenn, 1§82}

Se han documentado las conexiones 1ntratalamicas entre el
niicleo reticular talamico y el talamo ventral. El reticular
talamico recibe a su vez colaterales de las fibras de pase talamo
corticales Y cortico talamicas. La mayor parte de estas proye-
cciones se dirigen al talamo dorsal (Jones, 1985, Schelbel vy
Schelbel,1966); ademas se hna descrito que una gran parte de la
poblacibn neuronal reticular es gabkbaérglca ¥ se presume que son
neurenas innlbitorias (Houser ¥ c¢ol, 1980; Steriade y Deschenes,
1984).

Las conexiones reclprocas de les Jtal con la corteza cerebral
seran descritas con mayor detalle en ¢} capitule de las Interac-

ciones talamo corticales (ver apartade 3 de ‘este capitulo)



Las celulas d.'e estos nucleos se'-' actlvan pcr. estlmu!acmn‘;

: r_sensorlal de G.J.versas modalldades Y sus campos" sensomales "care
cen de orgam..acion somatoto;uca, lo que hace que.sus es]
_ Vsean ,.na_terosensomales Y . heterotlbplpas : (4_1b_ng'ssard Y
cher._i'9.65';'. 'Kxfuger-. Y Albe-_-Fess'ar'-d.ig'.Eb)}.. S - &

CORTEZaA

1]
1! T.ESPINOTALAMCO

f1g.2 Conexiones de los Ital con la corteza cerebral y con et
nlicles C€g, 8= muestran sus aferencias a traves del fasclculo

espinotalamice ¥ Sus conexiones con las porciones interna ({GFi) ¥y
externa (GFe] del globo palide (Hodificado de Jeones, 19835).

Los estimulos somaticos adecuados para provocar respuestas de
los Ital, deben aplicarse de forma rapida y breve, por pnesibn

slibitza, golpetec o plguetes. ademas, las neuronas de los Ital

1



- tienen un ciclc lento en la recuperaclbn de su actividad- celular. T

_Es decir.- aplicar ‘una serie ‘de estimulos con un frecuencm

_‘mayor de 3 Hz. las neuronas solamente responden al primeroc . ¥, no"

a' los sigulentes La lnterpretacion de estos refultados 'sugl.ere

-'un efecto inhibitorio-recurrente en el talamo {Alhe-Fessard y
-5Besson 1973) -

La:_-apucacmn de estimulos noc1cept1vos produce respuestas en

'_'_'ei'_"l.alamo med1a1 del mono_ (Casey.igﬁs). gato (Dong 'y col 1977 y-'

.-:-'.rat.a |Glesler Y col 1951b) ‘El tipo de respuesta de estas celulas
depende del nlvel ‘de anestesia ¥ del estado de alerta del animal
"'Pescnanski y col(igan en la rata, observaron que las neuronas
'“que_respondian ‘a la estimulacitn nocigeptiva se encuentran situa-
"d_;aéfen la regibn dorsal y rostral de los Ital. Los estimulos
ﬁbclvds e inocuos se transmiten a estas células por la via espil-

ho—reticulo-talamlca. que es parte del sistema medial,

2. La corteza precentral medial.

La parte anterior de la corteza cerebral de la rata, ha sido
deneminada de diversas formas. La regidn coriical gue nos intere-
sa forma parte de la corteza frontal 2 (Zilles,1985) de la
corteza precentral medial (Kolb,1984; Krettek y Pricet977t o
bien, de la corteza prefrontal (Leonard, 1969 En otros mami-
feros é&sta corresponde al polo anterler de la corteza cerebral o
corteza prefrontal,

La corteza prefontal en el gato, perro, primates y en el
hombre, se e denemipna también corteza frontal granulesa o bien

corteza de asoclacidn Ffronta! (Fuster,l980; Rose ¥y WoolseY,J948)

12



En esta tesis se le denominara corteza precentral medial (CPH),

cuando se hable de la rata (Eolb, 1984; Krettek y Price, 1977), ¥
-¢uando se haga referencia a la region eguivalente en espectes mas

desarroliadas se denominara,corteza prefrontal.

La corteza prefrontal aumenta su volumen a lo largo del desa-
rro_llo filogenttico; estéd escasamente desarrollada en los roe-
gor-es ¥ es mas aparente en los primates. En estos tltimos, este
sector cortical fue denominade por Brodman “regibn froentalis®
(¢itado por Fuster,980). En el hombre adquiere su mayor tamaho ¥
complejidad, la aiferenciacion Filogengtica de esta estructura
sehala una caracteristica evolutiva del-  Homo saptens (Cobb,965;
Fuster,1980).

Los primeros trabalos electrograflices que estudiaron las cone-
xlones de la corteza prefrontal con diferentes reglones cere-
hrales, emplearon 1a neuroncgrafia quimiga y describieron sus
conexiones 1intracorticales reclprocas, con el tilamo y c<on los
gangliecs basales (Dusser de Barenne y Mc Cullegh.l933).

Estas conexiones se confirmaren mediante la técnica de los
potenciales provecados (Bignall,1969; Desiraju,l976; Jasper ¥y
AJmone~Harsan, 1952; Liles1974).

Los diversos estudlos morfoldtgicos de la corteza prefrontal
han mostrade que recibe aferencias de: a) el diencefalo (A~
Kert,i964; Jones ¥ leawit:, 1974 Tievilt ¥y &Kuypers, 1977; Leo-
nard,1969; Pribram Yy c¢ol,1953; Reose y Woolsey,l948 y 19409)% b}
El mesencefale (Llamas ¢ ¢ol.i977)k c) El sistema lmbice
{Goldman y Hauta, 197%; Llamas ¥y col, 1977; HNauta, 1964 y o)
otras areas de la neocorteza ( Goldman y Hauta, 1977; Jones ¥y

Powell,1870; Pandya Yy Xuypers,%69).
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prefrontales :se descrlhieron en dlférentes
en cuatro grupQS' a} al - diencefalo
Y

as: formacxones ‘limbicas corticales Y subcor-

1984]:. l_{eyer.igll-g; Hauta,1964;

'y Smithlgfﬂ Hauta 1964 y 1972;
'Ias areas neocortlcales sensoriales

1977,- Jones y--Powen. 1970; Pandya Yy Kuy-

_15(:_:‘5.1969')7: Y'.' dl los ganglies basales y otras estructuras
__._Ln‘:p'llcada:s._ en. el control motor, incluyendo el contrel del movi-
miente’ de los ojos ( De Vito y Smith,964; Eitar y col, 1976;
Nauta, 1964}

- Existe una gran cantidad de eferencias prefrontales a la
cabeza del nficleo caudado (Cd) y del putamen que se describiercn
en diferentes especies (De Vite y Smith, {964; Nauta,i964; Kitai
Y col,, 1976}

La corteza prefrontal procesa informacidn sensorial de diver-
sas modalidades y sus neuronas puedel presentar respuestas a una
o varias modalidades sensoriales (Benevento ¥y col., 1977; Bignall
¥ Singer, 1967; Melson vy Bignall,1973; HNewman ¥y Lindsley,t976,
walter,1964),

Asimismo la estimulacion prefrontal modifica ia descarga uni-
taria de las ctlulas del nfcleo medial dorsal del talamo (Edinger

.‘f col, 1975) y del ntucleo geniculado lateral (Spinells y Prib-
ram, 1967),

3. Interacciones de Jla corteza precentral medial y de lo

ncleos intralaminares talamicos.
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_ En. este capitule se abor_daran las r.lnteract.:iones Ita1~c6rteza
- precentral medial anterior (CPH) de 1a rata, que forman parte del
.'31étémg.:taiamo cortical Lnespecifico.

‘ Ld. cort;eza. prefro'ntal és el area de proyeccibn primaria de los
'nﬁdleos'Lnespeciﬂcos-'del talamo, entre los cuales se¢ hallan los
Ital (Bentivoglio y ©col.,198{; Hacchi y «¢ol,,1977; Starlz vy
_w_'mnpcu.l_gsa).

Los 1Ital tienen conexiones reclprocas con las porcilones ante-
‘ricres ‘de Jos hemisferios cerebrales {Bentivoglio Yy c¢ol., 198}
Hauta y WhitlocK,1954). En los roedores se han descrite estas
conexiones, c¢on las &reas borbite frontal, precentr‘al.' del cingule
¥y retroesplenial (Scheibel y Schelbel,1967) En €1 gato tamblén
se 1ncluyen la corteza pericrucilata vy elr giro suprastlviano
(Jones y Leavitt, 1974}

En el mono, las conexlones talamo-corteza prefrontal tienen
una distribucibn topologica, es decir, é&stas  se proyectan en
forma de series de columnhas paralelas ¥y verticales que atravie-
san la lamina medular interna (Kievit y Kuypers, 1977}

Cabe hacer especial enfasis en las proyecciones reciprocas del
Cl (nbcleo Ital) con CPH de la rata, ya que son el objeto de
estudio de esta tests. Estas interacciones fueron descritas me-
diante la aplicacion de peroxidasa de rabano. Estas proyecciones
forman un circuito talamo cortical, y se lg atribuye un papel
funcional importante en la actividad espontanea del Cl y proba-
blemente también en la activacion cortical (Albe-Fessard y col,

1983b y 1984Db}).
La influencia de la corteza cerebral sobre estructuras subcor-
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ticales, se ha estudiado mediante el blogueo transitoric y rever-
sible de la actividad cortical. :ya-' éea ‘con 'e:ifriamiento (Buser y
¢0,1972) o. por med.to de la depresmn propagante de Ledo o
depresion car-ucal propagante (DCP) Albe-i-‘essard ¥y col.,iQBSa ¥y
b, 1984a; Bufes y <col,i963 ¥y - 1974.-wa11er Yy Feldiman, 1967). Los
efectos de “la DCP bloquean’ ia actividad cortical espontanea y
ademas, las celulas no responden 2 la estimulacion antidromica u
ortodromica. Estos efectos'-per‘m.l_ten suprimir la actividad corti-
cal de manera reversible, cualidad gue [a hace una herramlenta
{1t1] para el estugdico de las relaciones talamo corticales. Otra
particularidad de ta DCP, es su velocidad de probagacibn constan-
te, lo que permite bloguear selectivamente y c¢on una secuencia
temporal todas las regiones cortlcales (para mayor 1informacidn
ver BuTles y ¢ol,i974)

Albe-Fessard y col. ({1983a y Db,i964b) en la rata, utllizaron
la DCP para comprobar que la corieza ejerce un control sobre la
actividad talamica ¥y este control tiene wuna Iiocalizacién topo-
grafica., Una regién postertor ¥y lateral tiene un control facili-
iador fasico y tbnico, sobre Ja actividad espontanea del nficleo
ventral posterior de! talamo; mientras que otra region localiza-
da en la corteza CPHM., controla en forma facilitadera y tbnica Ia
actividad espontanea de los [Ital.

El control eortica! facilitador romco sobre [a actividad
espontdnea de los Ital fue descrito por Condés-Lara (1983 vy
{984). En una publicacidn mas reclente {Condes-Lara y Gutiérrez-
Agullar,1986) se suglere gque este cohtrel cortical puede estar

relacionade coh la transmision de la informacion nociceptiva
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co, el globo palide, la sustancia "he'gra'"‘ Y el

(Fegér,1981). Este ultimo esta constituido ‘PO,

Su participacidtn en- el m°t° esta*“

control 1
fundamentada su participacidn. en los procesos sensorlales (Krau--
thamer,1979}. A _

Al Cd liegan aferencias de los I_tal (CH) provenlentes de -las
vias +talamo corticales (Jones y_L_eavitt..lQ'm). Las fibras Qgque
llegan al Cd, son de .neuronas cuyos axoenes se bifurcan y dejan’
una colateral en esta estrucutura, antes de llegar a la corteza
cerebral (Cesaro ¥y <¢o0l,1979; Rasminsky ¥ c¢olL1973)

Todas las regiones corticales envian proyecciones al Cd, estas
tienen mayor o menor grade de importancia de acuerdc al area
cortical de la cual provienen. Estas fibras, tlenen su origen
principalmente en las neuronas piramidales medianas de las capas
corticales III y V¥V (Garcia Rill y col,1979). Una gran cantidad
de proyecclones corticales provienen del area prefrontal y termi-
nan en la cabeza del €d ¥ en el putamen , por el contrarie las
~ pProyecciones de la corteza occiprtal son escasas (De Vito Y
Smith,i564; Fisher y col., t%86; Xitai Yy <¢col,1976; Hauta,1964).

En el gato, la estimulacion electrica del Cd4d suprime la acti-
vidad espontanea Yy provecada en les nlicleas inespecifices del
thlamo, en campio no afecta la actividad celular del natcleo

ventral posterior (Krauthamer ¥ albe-Fessard, 1965 Erauthamer ¥y
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col.. 1957

E:n la

'-jcorta 1atenc1a' con propledades ortodrbmicas Y/o anudmmcas. que

"es seguxda'de un snenclo e pausa en la -fr'ecuencxa de descarga de

las celulas d' los Ital. E:n algunos ‘casos se observaron trenes de

alta frecuencxa que tlenden a organ.l.zarse ritmicamente (Albe-
5 Fessard y col.. : ;983; ‘;r 1984a,_ Condés-Lara y col, 1982; Condes-
) -?-_Lara. 1963]

: La estzmulaclbn del Cd suprime las respuesta provocadas por ja
’ estlmulacmn sensorial en las cortezas de asociacidon (Erauthamer
Y Albe-Fessard, (965), el Cd contralateral, los Ital {Feltz ¥
cbl., 1967} y en la formacidn reticular (Krauthamer y DBagshaw,
1963).

Ahoraz bien, la estimulacion del Cd en el mone reduce la inten-
slidad de las respuestas aversivas producidas por la estimulacion
nociceptiva (Lineberry ¥y Vierck,iS75)

Con la intencidon de explicar los efectos de la estimulacion
del €4 y los producidos por la estimulacitn de la sustancia negra
sobre las celulas talamicas, se sugirid que é&stos pudieran estar
mediades por alguna estructura de relevo gue tuviera conexiones
con los Ital y el Cd. .En este sentido, Bendrups y HceKenzie (1981}
propusléron que dicha esiructura de relevo, podria ser el nlcleo
entopeduncular del gato, pero 1a lesion de esta estructura no
modificd las respuestas por la estimulacion del Cd Yy de la sus-
tancia negra.

Con el proposite de localizar una estrucutura gque medlara los

efectos de la estimulacidon del €d ¥ de la sustancia negra, Con-
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des-Lara Y col. (1982) 'y Albe-Fessard. ¥ col. (1983b) propusieron
qi_z_e.i_ia-"rcdr_tg'z'a _cerebral podria ser el probable relevo. Estos
éﬁ_tpr_-_e's observarc}_n'_que 1a supresiétn de la corteza medlante Ia
' DCP, producia efectos ‘similares a los encontrados por la estimu-
la_&.lb'n":dei -Cd, _Con:'base en estas observaciones, los autc;res
-apoyé'ron la propuesta de qgue la corteza cerebral, es e] relevo
,Iq”ue_me_d'ia los efectos de- la estimulacidn del Cd.

Recientemente Condeés-Lara Yy Gutlérrez-Agullar (1985) al esti-
: _mulai* el ' Cd y la sustancila negra, observaron un bloqueo de Ias
respuestas heterosensoriales vy la supresidbn de la actividad
espontanea en los Ital ¥y en la corteza cerebral. Estos resultados
también Ssugieren la medlacién de la CPM en los efectos provecados
por la estimulacidn del Cd.

Aungque las evldenclés llevan a pensar gue la corteza cerebral
media los efectos de la estimulacitn del Cd, es necesario resal-
tar que las fibras de proyeccidn de las vlias talame corticales
atraviesan la region del Cd estimulada. En estas condiciones, la
estimulacidbn electrica puede activar las fibras de paso de las
vias talamo-cortico-talamicas. Por lo tanto lo que se observa,
son las 1interacciones talamo corticales. Sin embarge, no se puede
descartar que los efectos arriba menclonades se produzcan por la

estimulacitn directa de las neuronas del Cd.

EN esta secclén de Antecedentes se aborda ia particlpacidn de
las interacciones 1tal-CPH en los mecanismos sensoriales, Se hace
énfasis en aquellos relaclontados con la nociCcepcién gque son
actualmente motive de estudlo. Por o anterior, se diseharon

diversos experimentos gue permitleron hacer evidentes:
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1 ".Vlds':l_rt.l_.pos.jlde?, interacciones entre las células corticales y
"r_.."ilé‘t_iij'_.;:as,'_énff‘_sitﬁaclonés control y durante la activacion de la
3 \}id‘-iél%mfcdril_éo_-t__alamlca {por eJemplo por 1a estimulacidn del

: 2 el Itl.'po ”de .control que ejerce la corteza cerebral sobre la
,aqt'.iv:ld_ad'.ce]ular de los Ital, mediante el Thlogqueo cortical
'."1"se1é‘c't'1vd_ de la CPM con la DCP;

U8 1a participacion de los neurochas de los Ital y la CPM en la
transnﬂs:on de los impulsoes nociceptilvos;

4, el tipo de influencia cortlcal sobre las respiastas noci-
ceptivas en los Ital, mediante el bloqueo selective de la CPM al
emplear la DCP vy,

5. la correlacidtn morfolbgica de las provecciones Ital-CPH,
medliante €] transpoerte retrograde y anterograde de la peroxidasa
de rabano (HRP).

20



v MATERIALES Y HMETODOS

En este caf:itulo se describen las diversas tecnicas utilizadas
para conocer 1as relaclones de los Ital-CPH en la percepcibn de
los estimules nocicepiivos.

Este capitule se dividid en dos partes. La primera describe
los procedimienteos electrofisioldgicos wutilizados: . Preparacadn
experimental; 2. Registro de la actividad exiracelular unitaria;
3.BEstimulacidén; 4. Depresisn cortical propagante ¥ 5  Analisis de
resuitados.

En la segunda parte se describen los procedimientes histogul-
micos utilizades para la descripcldbn de vias anaitbmicas.

En todos los experimentos se utilizaron ratas albinas machos
de la cgepa Wistar, con un peso corporal de entre 250 y 320 gr vy
de 12-15 semanas de edad. Leos animales tenlan acceso a los ali-

mentos y agua ad libitum.

A.Electrofisiclogla

{.Preparacion experimental.

En esta parte experimeptal se emplearon dos tipes de prepara-

ciones: wuna cerdnica (nN=10) ¥ wuna aguda (n=22).

1.4, ExXperimentos crbdnicos.

Los animales se anestesiaron <on Ketamina (80 mg/xg_ Lp) ¥ se
colocaron en un aparate estereotaxice. Se precedit a hacer dos
trépanos del lado 1zgqulerde del craneo, une para Llntroducir un
electrodo bipolar concéntrice dirigide al nucleo Cd; ‘otro, que
permitia el registre simultaneo de la actividad celular de la

corteza y del talamo. Para ello se emplearon las referencias
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H"a' 5) fue colocado

A los an1males en este tipo de prepa.racmn se les i1mplantd un

. sistema de. contencion {ver Apéndice 1.1. Este sistema sujeta al
anlmal .en una misma poslc:..c:n estereotaxica, lo que permite el
registro d.e' la activldad de cortical y talamica en dlas subse-
cuentes sin el empleo de anestesicos o parallzantes (Condes-lLara
¥ col. 19685},

El &rea cortlcal expuesta se cubrid capas sucesivas de gel-
foam {(humedecido en solucidn salina al 0.9%). ¢era de hueso y de
cemento acrilico dental. Este procedimiento se realiz¢e al términs
de la cirugla y despuks de cada sesibn experimental. Estas
cubiertas eran removidas al 1nlelo de cada sesidn experimental
para tener acceso al encefalo.

Al finalizar la implantancidn, se dejaba recuperar a los
animales durante 2% hrs, antes de dar inicio a las sesiones de
registro. En los cuatiro dias sigulenties S22 realizabpa una explora-
cibn sistemiadica de la actividad celular cortical y talamica.

Al término de las sesiones de registro, los animales se sacri-
ficaron con una sobredosis de pentobarbital 1,p. Se perfundieron
Por via mtracardiac;. con formaldehido al 104, E! cerebro se
cartd en congelacion ¥ los cortes se tiheron con la técnlca de

Hissl.
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1.2. Experimentos agudos.
Los animales en esta preparacidn se anestesiaron con uretano

{1.5-2.0 gr/Kg,l.p) ¥y fueron colocados en el aparato estereota-
xico. La {frecuencia cardiaca fue monitoreada durante todo el
experimento, Los puntos de 1incisidn y de presibn c¢on el aparato
estereotaxico se 1nfiltraron c¢on =xilocaina al 24 La temperatura
se mantuvo entre 36 y 38"C mediante un sistema de calenta-
miento por agua circulante.

Se realizé un trepano del lade izquierdo del crianeo entre las
coordenadas anteroposteriores A4 y A0, de acuerde con las refe-
rencias anatomicas de Albe-Fessard y coli971), para efectuar el
registro simultaneo de la actividad cortical y talamica.

Al final del experimento los anlmales se sacrificaron, perfun-
dleron ¥ los cerebros se cortaron de la misma forma que en Ios

experimentos cronicos.

2. Registro de Ja actividad extracelular unitaria.-

Se efectud el registro simulianes de la actividad extracelular
unitaria {RAU) de la CPH y de los Ital

El RAU de la actividad talamica se reallzd en dlferen.tes
traryectorias, enire ldas coordenadas anteroposteriores A4 y A6
mientras que el registro de la actividad cortical se llevd a <abo
en las trayectorias lecalizadas entre las coordenas
anteroposteriores A8 y A9

Se emplearon micropipetas de vidrio llenas de una selucidn de
azul de pontamina al 4Z y KCl { molar, que tenian una resistencia
de 8 a 10 Hao. Al ﬂria.l de cada trayectoria de registro se marcd

con un deposito de pontamina mediante la 1nyeccidn lontoforetica
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aj - a.plicar a traves clel mlcroelectrodo corrlente catddica de 15

'f"::.'uA durante 25 a3 min.

La reconstruccmn de las +travectorias de registro se hizo a
) partlr ‘de las marcas de azul de pontamina y de las coordenadas de
' -'-profundldad lndicadas por los micromanipuiadores.

Las sehales bioeléctricas se registraron utilizanpde un ampli-

'--'3-;-ﬂca.'dor (Grass Pi16) que permite el registro del potencial de

corriente coptinua extracelular (DC) ¥y de los potenciales de
accion (AC). Una vez amplificadas, las sehales se digitalizaron
¥ se {ransformaron en puntos con los que se podia formar en el
oscilosgceplo una secuencia de barridos, Esta técnica se conoce
¢como analisis secuenciade de parrides, "raster display" ¢ "dot
display"” (ver fig.5) La actividad digitalizadad’ fue leida ¥

guardada en una computadora para su procesamiento posterior.

3. Estimulacidn.

3.1, Estimulacibn electrica.

La estimulacidn electrica del Cd se realizé mediante electiro-
dos Dipelares concentricos de acero inoxmabie. que tenlan una
impedancia de entre 50 y 100 Ka, estos eran conectados a una
unidad de aislam:ente, de !z gull salian pulses omonsfisicss {0.5-
1.0 mseg de duracidnicon una corriente de 50-100 pA: cada 3 sezg)

Al final del ultimo dia de regitro, se lesionaba electirolliti-
camente el Cd, al! pasar corriente anodica de 100 HA durante 10
seg. Este procedimlento permitia la 1localizacion de los electro-

dos c<con la ayuda de las tecnicas histologicas de congelaclon.
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3.2. Estimulacion gsomatica.

Los ‘campos -sensoriales de las _ctlulas registradas se buscaban
-_-me_d“.i:.ar_t:te éstimulacmn tactl, que se realizaba al tocar la super-
ficie dorporal'de animal con un pincel. Una vez identificados los
.-ca'mpos senserlales, én ocasiones, &stos se estimuiaren

'eléctrlcamente. ¢con el fin de provoeocar respuestas en los Ital,

- como se puede ver en los ejemplos de las fig4d y 5.

Otra forma de estimulacitn somatica se efectud mediante la
aplicacion de estimulos nociceptivos, al sumergir la c¢ola de Jos
animales en agua caliente a 50°C entre 30 y 40 seg Asimismo

se utilizaron estimulos termicos 1NoOCUGS Conr agua a 27%C.

4.Depresitn Cortical Propagante.

La depresion cortical propagante (DCP) fue descrita por Ledao
(1944). La DCP puede producirse por estimulacidn mecanica o
por la aplicaclion de sustancias dguimicas (KCL, acide glutamico,
K+}. ERN nuestros experimentos se produlo al aplicar epiduralmente
{AP:{ ¥y 2, Lzt y 2), un trozo de papel filtre (1 mm2) humedecido
en solucidon de KCl 1 molar durante ! min. La DCP tiene una

velocidad de propagacidn constante (ver Apéndice 2

5. Analisis de Resyltados.

Loz potenciales de accion de las células talamicas y corti-
cales registradas, fueron digitalizados ¥y leldos por unaz computa-
dora personal, provista de una tarjeta analbgica digital. El
analisis de esta actividad se realizd con uh programa de computa-

citn escrito en lenguaje Pascal, que permlte el almacenamiento Y
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el prc’:ce_s.am.l.entq . de datos. |

El - procesamiento de datos per‘mite‘-cb:‘zstrmr'los histogramas de
_‘auto'é_oz_'_r_el_acmn (HAC) Yy de corréiacxon cruzada (HCC) de acuerdo a
los  criterios establecida por Hoore ¥ col{1966 y 1970). El
_prograina d-e' an&lisis para sehales bloelectricas fue proporcionado
por’ los Drs. R, Budelli, 0, Diez-HMartinez y J. Rolg.

Los HAC valoran la probabilidad de ocurrencia de los peten-
ciales de accidtn de una -célula, a partir de la ocurrencia de los
mismos. Este analisis probabilistico se puede efectuar durante
los perlodos de tiempoe gue el 1nvesiigador determine.

Los HCC analizan la actividad de una celula a partir de una
senal de referencia, que puede Ser un potencial de accion de otra
celula, un estimule ¢ un evento cualguiera, Para construirlos se
toma como referencia un tiempo "Q", geherado por la sehal de
referencia, que en esté caso fuf un potencial de accloén de otra
ctlula (del talamo en el caso de anatizar la actividad de las
ctlulas corticales y viceversa). Se estudia la ocurrencia de los
potenciales de acecidvn de una neurona antes ¥y despues del tiempo
»0", Este tipo de histogramas indican la Pprobabilidad de descarga
de una celula antes Yy despues de la ocurencra del evento de
referencia (Moore Yy ¢ol.1966 y 1970).

Los HCC podian ser corticales, en £&stos se analizaba la
probabilidad de dezecarga de una gdlula cortical, a4 partir de un
potencial de accibn generado en una neurona del talamo. También
los HCC podian ser talamicos, éstos fltimos mostraban la probabl-
lidad de descarga de una neurona talamica a partir de un poten-

ci1al de accion de una célula cortical.
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El 'reglstrb de la secuencia temperal de los potenciales de
accidén se denomind patron de descarga. Este se representa por los
“intervalos de ocurrencia de la actividad celular. Los HAC ¥ los
HCC se construyeron con diferentes tiempos de analists
(50,100,200,500 y 1000 mseg).

A partir de los HCC, los eventos observados se clasificaron
de la siguliente manera: execitacldn postsinaptica, fue el incre-
mento e la probabilidad de descarga después de la sehal de
referencia; inhiblcién postsinAptica fue la disminuction de la

~—5FGbabllidad de descarga despues de la sensl de referencia; la

excitacion presinaptica fue el 1ncremento de la probkabilidad de

descarga antes de la sehal de referencta; la inhibicién Ppresi-
naptica fue el decremento de la probabilidad de descarga antes
del tiempo "0O" o sehal de referencia {(Garcia Aust y Buho, 1380;
Kirkwood, 1979; HMHoore ¥y <¢ol,1966 ¥y 1970.

También se describen los eventos perisinaptices, gue se con-
sideraron a las variaciones en la probabilidad de descarga pre y

postsinapticas. Estas pedian ser excitatorias o© inhibitorias,

B. HNeurcanatomia.

En estos experimentes se emplearon 7 ratas albinas. Los
animales sSe anestesiaron con Ketamina {80 mg/Kg IP.). De eéstas,
3 recibleron una inyeccitn de peroxidasa de rabano (HRF) en la
corteza [AP=9.0; L=1.0; H=1-1.5) A otros 4 animales se les
aplict 1la inyeccidbn de HRP en el nfcleo central lateral de los
Ital (AP=5.0; L=1.25; Hz=5.5).

Las, 1nyecciones se realizaron mediante el amplec de micropipe-
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_-_tas de vxdrio ¢on un diametro de 3040 pm en la punta. Estas se
."llenaban con una solucibn de HRP diluida al 104 en agua destila-
d I..a mlcroplpeta ‘estaba conectada a una Jeringa Hamilton de 1§
",11, que a su vez tenla en su interior glicerina. De esta forma,
'7 se _pbdian inyectar pequenhos volumenes de HRP de 0.02-0.04 pl

Desputs de transcurridas 48 hrs de la inyecclon, los animales
'se_anesteslaron ¥ perfundieron per via 1intracardlaca con una
solucibn compuesta por paraformaldehide al 24 y glutaraldehido al
2/, en un buffer de {fosfate 0.0 melar {ver Apendice 3).

Los cerebreos fueron perfundides Y mantenidos en la solucion de
perfusion durante 2-4 hrs, posteriormente se guardaron durante 24
nrs en la solucidn buffer de fosfato gue contenla glucosa al 54
Los cerebros se cortaron en Secclones de 40 pm Yy -se trataron con
1a reaccibn de tetrametildbencidina (THB) Los cortes se montaron
Y se contratiheron con safranina. El examen con el microscopio de
luz permitia visualizar las celulas marcadas con la HRP y la

reconstruccibn de las reglones en donde se localizaban.
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" RESULTADOS

‘les " resultades obtenides de los

.expérifﬁ'gnt.ps;:-‘-__désgrit_qé"?:',e"n‘_ ‘el capitulo de Hateriales y Hetodos:
-_‘s:e._é_tihdiﬂ'dm', en: "A_._'}'-'E_le'ctrofisiologia. que comprende a su vez,

A

“EXperimeéntos ‘cronicos. y 2. Exper:imentos agudos y B. Neuroana-

" tomia.

A. Electirofisiologia

1. Experimentos cronices.

"Estos expei‘lmentos se efectuaron coh ia finalidad de observar
las interacciones Ital-CPM durante la actividad espontanea Y la
provecada por la estimulacion del Cd.

Se analizo la informacion obienida del registro de la activi-
dad extracelular de 20% celulas durante la actividad espontanea .
De las cuales, 123 se localtzaron en la corteza cerebral ¥ &8 en
e] diencéfalo. De las celulas estudiadas, 40 se registraron
durante la estimulacidbn del Cd, 24 estuvieron en la corteza
cerebral ¥y 16 en el diencéfalo.

Las celulas estudiadas se clasificaron en diferentes grupos de
acuerdo a su frecuencia de descarga promedio. Con estos datos se
¢laboraron los histogramas de frecuencla de descarga durante la
actividad espontanea o control ¥ durante la estimulacibn del Cd,
los datos se muestran en la fig.3,

A continuacidn se separart el grupoe de neuronas de ambas
regiones que se estudiarcon durante la estimulacion del Cd y se

compard su frecuencia de descarga durante la actividad espontanea
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ey px"ovo;'ada.' ‘se. les aplicd la prueba de "t" pareada y no se
encontraron diferencias significativas, Llama ia atencion gue la
N 'estlmulacmn del €4 'a_umehta los  valeres de los errores estandar

en las dos estructuras.

CELULAS CORTICALER CELLLAS TALAWICAS

L] . a) . —et
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fig3 Ilustra la distribucion de la frecuencia de descarga de las
celulas talamicas y corticales, En los histogramas de la parte
superior se observa la actividad espontanea Y en los histogramas
inferiores la actividad provocada por la estimulacion del Cd.

La estimulacidn somatica (fig4} y la estimulacidén del Cd
{f18.5) provocaron en leos Ital una respuesta de corta latencia,
que puede ser de caracteristicas ortodromicas y/o antidromicas.
Esta respuesta fue segulda de un silencie o pausa en la frecuen-

cla de descarga (fig.4 Yy 5h
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Tabla  Frecuencla = de “‘descarga::(c.p.s.) . de las  células
'corucales Y. talamicas durante la actividad control y durante

Slas estimulacibn del

‘:EsPont&n_ea R ~Estimulacisn Cd

SRR EE -~ R . % E.E.
- CORTICALES - 123 ~ 13,23 1.69 .. ...24-..- 13.70  6.74
TALAMICAS 86 11.86 1.3_7 16 14.55 2.38%
® = media, E.E: error estandar.
c.psS. = ciclos por segundo,
En la fig. 4 se muestran los reglistros de los pdtencxales de

accibn de una célula talamica durante su actividad espontanea y

la provecada por la estimulacidon del campo sensorial. En A, se

observa la actividad espontanea de una celula del nticleo central

lateral (Cl} y el aumento de frecuencia producide por al estimu-

lacidm somatica (parra) En B, se puede ver en &£l primer traze la

actividad espontanea Yy en los trazos 2¢, 30 ¥ 4o la actividad

provocada por la estimulacidbn electrica de las vibrisas, En éstos
registros se discrimina claramente el artefacto del estimule
{flecha), la respuesta de corta latencta gue es Sseguida por un

silencio de la actividad celular
1a recureracidtn de la actividad

En la fig. 5, se muestra el

de duracitn de 200 a 300 mseg Y
espontanea,

analisis de la actividad de una

cbiula de los Ital durante la eaestimulacion del Cd y la estimula-

cion electrica cutanea (AC)

artefacto del estimulo

seguldo de descaras en trenes de aita frecuencia.
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{(flechas),

observa en los dos casos el

un silecio de 200 a 300 maey,

Si bien, la



duracibn del sllcnc.l.o era. diferente para cada caso. se puede
observar una tendencla en las respuestas. a organizarse ritmica-

i o mente. :

]

57 VIBRISAS 100 mieg

fig.4. Registro de la actividad de una celula talamica (Cl. En A
se observa la actividad de la célula del €1 durante la estimula-
citn somatica, marcada vor la linea inferior. En B, s3» observa
la actividad espontanea de la célula del Cl en el primer trazo.
En los trazos 20,30 ¥ 40 se (lustra la actividad de la misma
celula provocada por la estimulaclon electrica del campo senso-
rial, localizado en este caso en las vibrisas. Puede ver una
respuesta de corta latencia, seguida de un silencio de 200-300
mseg de duracidh y la recuperaclopn de la actividad espontanea.

A partir de los histogramas de correlacidbn cruzada (HCC} gse

pudiercn detectar fenomenos gue s& denominaron eventos primarios,
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o eventos cercanos al tlempo "O" o sehal de referencla. Los
-eventos primaries se analizaron con les HCC de 50 y 100.mseg.
Tambien se detectaron los fenomenos éecundarlos. que Se pre-
sentaban lejanos a la sehal de referencia y se analizaron con los
HCC de 200 y 500 mseg.

t AC 0 mseq

£ig.5 Los patrones de descarga de una célula talamica (Cl} duran-
te la estimulacitn del Cd y la estimulaciotn cutanea {AC). En los
dos ¢asos se aprecia un silencio de 1a actividad despues del
estimulo, seguido de la descarga en trenes de alta frecuencia que
tienden a organizarse de forma ritmica. Llama la atencibn la
semejanza entre los dos patrones de descarga. Es interesante
‘sefialar no obstante gque las duraciones de los silencios son
diferentes, la Secuencia en el patiron de descarga es muy parecida
en ambos tipos de estimulacidn,

Se construyeren 90 HCC a partir de! analisis de la actividad
de celulas corticales y talamicas. En 75 HCC se identificaron

interaccicones sinapticas, mientras que en les 15 HCC restantes no
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"fu_eron evidentes correlaciones que permitieran sospechar interac-
: cllone..s_" _.s-lnaptlcas.

“'BEn les 75 HCC se identificaron las interacciones sipapticas
cespontaneas gue se deseriben a continuacidno.

_Los HCC permitieron identificar el origen de la descarga de
,la_ celula que comanda la actividad celular entre dos neuronas. La

filg.6 es un ejemplo que llustra un ejemplo de una celula que

-comanda la descarga. Se observan los HCC con dos tiempos diferen

R&-7 R5-7
TAL.~~CZ , TAL, — CZ
! L
il
i a i | et ki LAJ.L{I‘LJ_:'A i
CZ == TAL . | CZ — TAL,
| :'
o A—HJ—‘bn.u_ i i A i i‘.JL i i
-1 + 00 reeg -t -1 - ra 30 .t

£ig.6., Se observan les HCC de un par de gelulas registradas
simultaneamente, En la parte superior se encuentran los HCC -de
una celula cortical y en la 1nferior los HCC de la celula tala-
mica. Se puede ver gue el incremento de la probabilidad de des-
carga talamica precede temporaimente al incremento de la misma en
ia celula cortical, por lo que la neurcna talamica comanda la
actividad de la cortical.

tes {50 y 100 mseg). En este caso s1 el analisis se efectlla a
partir de la celula talamica como sehal de referéencia

{TAL—>CZ), se puede observar que la c¢elula certlcal presenta un
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si

el.

. _Por -__-el'

contrario,

'_a ctlula talamica presenta

'Sun efecto .de:excitacibn presmaptico -De esta forma, al comparar

los ev tos de ambas, se muestra que la

la celula cortical,

en las

las celulas de la corteza y del talame.

-'1nteracc10nes k ritmlcas d.E

-t t=200emseg ot

-t 11500 mysg -t

£1g.7. Muestra los HCC de una celula cortical ritmica que 1nicia
su ciclo despues de la aparicion de la espiga talamica. En les
HCC de 50 y 200 m seg, se aprecla el incremente de la ocurrencia
de descarga posterior a la senal de analisis. En el HCC de 500

" mseg se observan los perlcdos ritmicos de 6 cps.
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Estos HCC de _celulas ritmxcas mostraron que ‘el ciclo ritmico

se r'e-.i.m.ciaba co :la senal de r-eferencia. - En la f1g.7 se mues-

'_tran_ 3 .HC ;:le una-c lula cortlca] ritmlca con - tlempes de analisis
: g, 'se observa en una excitacion
'el.'._' efecto postsinaptico es mas
En -los. HGC de 200 y 500 mseg se

R B-II L]

i WKMMJ Vlik Vi ionnt

1000 msag  +t

R3-2

W“s&lﬂ*mﬁ%

=500 msag .t

RI-18

-1 1= 500 msag !

Vfig.ﬁ. S5e observa los HCC de 3 celulas ritmicas. R6-ila represen-
ta a un celula talamica; R3-2 y Ri1-18 representan a dos celulas
corticales.

Los HCC tambien hicleron evidentes diferentes patrones ritmi-

cos espontaneos. En la €1g.8, se muestran tres HCC, =] primero
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cofrés;pclindé" a una -celulé talamica  (R6-11a), el segunde y terce-
.ro a celulas corticales (R3 -2 y Ri-18). Se puede observar que la
. -N..tmlcmad dxﬁere ‘para cada neurona, peroc en jos t.reé casos
'.tenia una frecuenna de entre 8 y 10. ciclos por segundo aproxima-.

' damente. :

A';‘*pa'rtl'r dé'--l os 'nlstogramas de . autgpcorrelacidon  (HAC)  fue-

ﬁ"'posmle detectar dlferentes patrones de descarga ritmicos slmul-

'"”taneos de- 'cemlas ‘corticales y talamicas. En la f£ig9 se pbservan s

Ri-18
cz
AR o e
TAL.
o] ‘ ] Soc;mseq

f1g.9 Se muestran ios HaC ae un par de ceiulas riumicas registra-
das simultaneamente. En la parte superior se obseprva la celula
cortical ¥ en la inferior a la talamica.

dos HACG, el de la parte superior corresponde al de una celula

gortical ¥y el de la inferior a una talamica, se observa los



diferentes “patrones- r_-i"tmlcos F . su -frecugnciar de §-9 cicle por

- segunda. -

Los "patronea'de"-'de.‘-:ca'r-gé' detectados - pueden resumirse en

- ¢inco: excitacibn - e inhibicidn postsmapn_cas. excitacibn e inhi-

/bicibn perisinapticas y 1os ritmices (Tabla I

. .Tambien puede verse en la Tabla II que la corteza tiene dos

.tipo$ -de “-influencia sobre la actividad talamica, 11 HCC

'_.-pl_‘esEn'taron. excitacion

-posislha'}':tlca.' En

cambio el

td lamo solamente

induce

en

postslnaptica V4 17 inhibicien

la

"_a;:_‘_tj_.vit,*.ad cortical efectos de excltacidébn postsinaptica en 19 HCC.

Tabla 1II. Interacciones sinapticas observadas en les HCC,

Tal=—>Cz Cz==>Tal Ambos N )

Excitacidon
postsinaptica 18 1 - 29 (38.5)
Inhibicibn
pastsinaptica - 17 - \7 ga2.7
Excrtacion
perisinaptica - - 3 3 {4.0)
Inhibicibn
perisinaptica - - 17 22 (aa.m)
Ritmicas - - s ¥ jie.0)

Total 18 28 8 T8 (100,0)
H = numerc de pares de celulas estudiadas.

Se estudiaren 15 HCC durante la estimulacidn del Cd, en

bstos se observaron lnteracciones celulares gue noe se presentaban
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‘durante 1a actividid espontanea.

Uno ‘de  estos efectos detectados fue la exciticién parisi-
"'ﬁap'i._xcfa'._eﬁ ias ceiulas de ambas regiones. En la fig.it se obser-
va un par de celulas que durante la actividad control no interac-
._,.tfuai:én {R6-10 ¥y R6-10Cd). Pero cuando se estimuls el ¢d, la
neurona talamica presentd una excitacion perisinaptica (R6-10),
"En el otro par de celulas (R5-14 y RS-14 Cd}, se observan les
efectos de la estimulacion del Cd en ambas neurenas. gn la cortu-
.cal {Tal—»Cz) ¥ en la talamica (Cz-—>Tal) se pone de manifiesto

. que la estimulacidn del C€d Provoca excitacilén perisinaptiea.

R& ;10 RS -14 ca
€Zr=TAL. TAL.—~¢CZ

1930 muag -t

fig.10. Hustra los efectos perisinaptices de la estimulacitn del
cd en dos pares de celulas. A la lzguierda se obgervan los HCC de
una neurona talamica durante la actividad espontanea (R6-10) vy
durante la estimulacitn del Cd (R6-10Cd). El efiecto de la estimu-
lacidbn genera en el talamo nteraccicnes gue no existian. A& la
derecha se observan los HCC durante ia estimulacion del Cd (R5-14
Cd) de un par de celulas, arriba s&¢ aprecia ia neurona cortical y
abajo ia talamica. En ambos HCC se observa claramente la excita-

cidén perisinaptica.



Otro tlpo de efecto' Ia 'esumulacmn del Cd,

fue” la excitacibn postsmapuca "aparent.e los'_ eventos secun-

eman un '-.patrtvn de excxtacmn posts;-

dar.los.: Aigunas celula

: ' 1m‘amos.kLa estimulacitn del
: una .excltac:.on'__perxs:.napt.l.ca seguzda de
':'_excl.taclon postsinapt.lca patente en. ‘los evenms secundarios. En
"'_la ﬂg._._
reg:.st.ro control presenta una exc1tac10n postsipaptica en los

e observa : una_ ce1u1a cortlcal {(R2-20) que durante su

~Tal, -2
R2-20
= |
-t [+] +1
est, Cd
i f

121000 msag

figil. En el HCC de la activicad espontanea de una neurona
cortical (arriba} en la que se observa un efecteo de excitacion
postsinaptico. En el HCC realizado durante 1a estimulacion dsl Cd
(abajo), se observa el efecto postsihaptico seguide de los efec-
tos secundarios gue duran entre 200 y 400 mseg Yy corresponden a
la descarga en trenes de alta frecuencia.

eventos primarlios, Cuande se estimule el C€d, se moaifico el

patrén de descarga, se hlzo aparente una eicitacion perisinapti-
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ca, seguida de upa excitaclon postsinaptica evidente en los
eventos se-cunda.rios fentre los 200 ¥ 400 mseg) Es importante
: _destacar que el efecto tardio corresponde a Jos trenes de alta
."'frecuencla. provocados por la estimulacidn sensorial perifeérica y

del Cd que se observan en la fig.5.
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2. EXDderimentos agudos.

o _E:Stos experimentos fueron realizades con la finalidad de estu-
diar el ﬁa'pel cortical sobre las respuestas talamicas provocadas
'por" la estimulacién nociceptiva térmica periférica (agua a 359
“G). - Para. analizar los efectos corticales se instrumentdo la tec-
nica _d.e la DCP, la cual suprime de <£erma transitoria y reversible
Ia actividad celular cortical., Posteriormente se estudlaron las
propiledades de las celulas ¢e la CPM ante la estimulacidon taetil
¥ nociceptiva,

Ahora bien, para producir la DCP, se aplict epiduralmente KCL
t4 en la region occlpital de la corteza cersbral, io gue generd
una onda de despelarizacion gque se propagaba de forma radiatl,
afectande todas las <celulas corticales {ver Introeduccidndk La
onda de despolarizacidnl no se propagb a las esitruciuras subcorti-
cales, La avrlicacion del KC! en 1la corteza occipital, perm:itio
percibir los efectos producides por la despolarizaclién hacia las
reglones corticales anueriores, La DCP produce los sigulentes

efectos sobre Jla actividad celular:

1. Se puede observar un hkreve silencic 1inigial de una
duracion aproximada de 50-100 mseg.

2. Se presenta una descarga celujar <fasica de aita Irecuen-
cia, acompatada de una despolartzacion sObita gue puede ser
detectada extracelularmente.

2. A Continuacloen se 1nactiva durante 40-60 mseg de la
cetlula estudiada. Se ha descrite que las celulas durante este

periodo no presentan ac:ividad espontanea, ni la provecada por la
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'~estimulacton - antldromica’ u ortodromica (ver Introduccién). -

frec ) i

fig.12. Se ilustra el registro simultianeo de dos regiones cortl-
cales en diferentes coordenadas anteroposteriores (A 5 y A 10} ,
se observa tos efectos de la DCP en las dos regiones. La primera
¥y la tercera ilneas corresponden al nivel de coprriente continua
{DC) la segunda y la cuarta lineas a los histogramas de frecuen-
cla de las dos céelulas. Se observa la variacion del nivel de 1la
DC simultaneo al bloguece de la actividad neural, asimismo puede
observarse que la regidn cortlcal AS es afectada antes dque la AlO
{ver Apfndice 2 para mayor Iinformacion)

4. Se recupera la actlvidad espontanea Yy las respuestas
producidas per la estimulacion antidrtmica u ortedromica, f£1g.12.
La velocidad promedia de propagacion de la DCP en estos expe-

rimentos fue de 4.9 mm/min.

En esta seccibn experimental se analizd la actividad de 112

ceiulas talamicas, gque se agruparon a partir de sus respuestas a
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la e_'_sr.i_mulac;bn nociceptiva. 70 celulas no presentaroﬁ ninguna
"r_es"p.‘l.'leﬁta ”a la_ estimulacibn nociceptiva; mientras gque 42 presen-
't_aro_n' un .'1'ncz_~_emento en 13 frecuencia de descarga producida por la
estimulacion  nociceptiva.
. Las celul_aé' talamicas gue respondieron a la estimulacién noci-
_.ce_ptlva._ ‘en algunes casos, presentaron respuestas a la estimula-
N i;m’h:__ip_qcua. En la fi1g. 13 se observa la respuesta de una celula
‘talamica a la estimulacion tactil y nociceptiva al sumergilr la .

¢6la-del animal en aguz a 50°C

T » OSmee [ N 1]

-A LTSRN T (T

ol kbl
Mh—-—-]:aoi.p.s.

|
Imin

£1g4.13. Respuestas polimodales de wuna neurona talamica. En A,
estimulacion +actil ({3) En By estimulaclon termilca 1nocua (bar-

e
ra) no provoca respuesta celular. En C, se observa un inhcremen-

to de la {recuencia de descarga c<om¢ respuesta celular a la
estimulacién nocigcepriva (50 °* Q)

También se observaron respuestas a ta estimulacibn noclceptl-

va en las celulas corticales (ver fig. t4A ¥y Q) Es 1mportante
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. _: recordar que el reglstro de estas ctﬂulas se efectub en la reg:.bn
.que controla tomcamente 1a actividad de los Ital. esto es. en la
:CPH. A : '

En a.quellos expemmentcs donde las celulas corticales ¥y tala-
'IJIImLcas rupondieron a la aplicacidn d.e estimulos nociLceptivos, se
provocd- la DCP de la manera Ya descrita ¥y simultaneamente se
estimuld nociceptivamente al animal. Con estas maniobras se obtu-

vieron los sigulentes efectos:

’ {. Al Dbloquear la actividad en la CPH, se suprimieron las
respuestas provocadas por la estimulacidbh noclceptiva en esta
reglon ({fig14 B).

2. El bloqueo de la CPH, tampién suprimid -las respuestas
de los Jtal provocadas por la misma estimulacién nociceptiva
{(fig. 3 B

2. Al recuperar la CPM su actividad, se¢ pudieron observar
nuevamente las respuestas a la estimulacion noclceptlva; el este
momento ias respuestas de los Ital tamblen se recuperareon (fig.

14 C).

En otras palabras, la DCP suprime las respuestas a la estimu-
lacion nociceptiva tanto de la CPM como en los Iial y una vez
que los efectos de la DCP pasaron, se pudo observar nuevamente
las respuestas celulares a la estimulacion nociceptiva periférica
(T1g.14k).

La DCP se efectud con intervalos de 20 minutos, lo gue perml-
t16 estudiar el ciclo de recuperacidn de las respuestas provoca-

das de los Ital.. Estos resultados se muestran en la fig.i5 En
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fig.d4. IHustra el registro simultaneo de dos ¢elulas, una corti-
cal (Cz) y otra talamica (ClY y, los efectos de la DCP sobre las
respuestas de los Ital provocadas por la estimulacitén nociceptiva
térmica, La primera y tercera llneas corresponden al nivel deé la
DC; la segunda v la cuarta llpneas a los histogramas de irecuencla
de cada neurona; la quinta indicaz los intervales de la esiimula-
clon nociceptiva y la aplicacion del XKClL A, muestra la actividad
control de las dos neurecnas durante la estimulacidn. B, muesira
el blogques de las respuestas provocadas en ambas c¢élulas simul-
taneo a la variacion del traze de la DL C, muestra la recupera-
c1bn de la actividad provocada 3-5 minutos despubks de que la DCP
afect® el area del controt facilitador.

A, puede verse la sobreposicidtn de cincoe potencizles provocados
por la DCP. En los trazoes inferieres (I al 5) se observa la
secuencla temporal de las respuestas de una celula del Cl provo-
cadas por la estimulacidn nociceptiva {barra). Se observa que la

aplicacitn del estimulo antes (I ¥ 2} de Dpresentarse la varia-
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cidtn del nivel de 12 DC cortical, no bloquea la ‘respuesta tala-

“mica. .

fxct |

20 mv
g
' 2 - N {
3 - R
4 — by,
5 e B Je20ips

I min —

f1g. 15, Hustra los efectos de la DCP en el cicle de recupera-
cion de una celula talamica durante la estimulacion nociceptaiva.
En A, se observa la sobreposicidn de 5 potenciales provocados por
lIa DCP en 21 &rea del controi cortical. Numeradas (1-5) se obser-
van las respuestas provocadas de una neuroha talamica. En t oy 2
los estimulos se aplicarcn antes de gque la opnda de despolariza-
cibn afectara a la corteza. En 3, el estimule fue aplicado simul-
taneamente al inicio del potencial de la DCP ¥y bloguet la res-
puesta provecada en ¢l talamo. En 4 y 5 los estimules se aplica-
ron después de que la depeolarizaciétn afectd el 4rea de control
cortical, esto es aparecen nuevamente las respuestas talamicas

Provocadas.

En cambio c¢uandoe ia aplicacidn del estimule se hace al
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1n1cio del potencial provocado de la DCP (3, se DPkloqueron las

':_‘_respuestas talamlcas provocadas por la estimulacibn nociceptiva.

: En 4 S & 5 puede verse que la estlmulaclbn neociceptiva aplicada &n

_'las fases de recuperacidn de la DCP cortical, tampoco bloguea las
x_*esp_uestas talamicas provocadas, Es decir, las respuestas nocice-
biﬁras del 'Cl son bhlogqueadas cuaznde la regidbn cortical gue
_-fra'c'j.lita las respuestas talgamicas es afectada por la despolariza-
con,

. “Finalmente, la reconstruccion de las trayectorlas de reglstro
“permitit elaborar les esquemas de los Planes anatbmlcos en dife-
r.entes coordenadas anteroposteriores, dque muestran la lecaliza-
¢cidbn de las neuronas talamicas estudiadas. Las c&l}:_las que
respondieron a la estimujacion noclcep‘tlva tienden a ublcarse en

la porcien dorsal ¥ anterior del Cl (fig. 16)

B. Neurocanatomia.

Estos exXperimentos se realizaron cont el proposito de mostrar
la correlacidn anatdmica de las relaciones Ital-cPM
analizadas en los experimentos electrofisiologicos. En esta sec-
citn ce prescntan los resullados obreniuos del mapeo de vias
mediante el transporte retrogrado de peroxidasa de rabano (HRPF} ¥
se subdlividit en dos partes: i) Inyeccidn de HRP en los nucleos

talamicos y 2) Inyeccion de HRP en la CPH.
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% CELULAS NOCICEPTIVAS TERMICAS

A CELULAS NO. NOCICEPTIVAS . 3 -
1 \\
- . ~

£1g.16. Los esquemas gue muestra 1a localizacion de las c¢elulas
taiamicas que tuvierch respuestas a la estimulacién noclceptiva

teéermica.

{. Inyeccidn de HRP en les nucleos intralaminares talamicos.

Se efectuaron 1inyecciones de 0.02-0.04 pl de HRP al {04 en el
nuclee central lateral (Cl) de los Ital. Las LINyecclones no se

difundieron de una manera importante hacia otros nucleos talami-
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cos adyacentes. Lo anterior . resaltd un hecho, se hicleron ehden-
tes las conexiones del €l con la CPM. .
En la fig. 17 se muestra un esgquema de la regidn talamica en

AP T2

AP 8.2

AP 8.7

£igdT. Huestra 1la localizacion de la inyecclon de HRP en el
talamo y el trapnsporte retrogrado de la enzima hacia la corteza.
En A, 58 observa el sitio de la 1inyeccitn de la enzima en la
coordenada AS5. En B, la locallzacidbn de las neuronas corticales
marcadas en diferentes planos de la CPH, mediante el transporte
retrograde de la misma. Se puede observar un mayor nlimero de
neuronas en las capas corticales profundas ({IV, V¥V y VI
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la gue se realizaron las inyecciones de HRP. En esta £figura
también se muestra en diferentes planos anteropesteriores de la
CPH, la lccalizacitn de las celulas corticales marcadas mediante
el trasporte retrograde de la enzima.

Las neuronas corticales marcadas se localizaron en las coor-
denas anteroposteriores entre A7T7 - A92 y L1 - L2 de acuerdo
~con las referencias anatbtmlcas del atlas de PaXxinoes ¥y Watson
{{582). Conviene recordar que la regiéon en la que se observaron
dichas células, corresponde a la misma regidn cortical gue controia
tonicamente la acttvidad de los Ttal y en la cual, se realizaron
los reglstro electrofisiolégicos de los experimentos cronices y
agudos. Es 1mportante destacar que la mayer c¢antidad de heuronas

marcadas se lecalizaron en las capas profundas de la cortezs

cerebral,

Las 1inyecciones de HRP en el Cl muestran que hay transporte
retrégrade de la enzima hacia: a) la formacidn reticular, en
especial al nuclieec glganhtocelular, b) la sustancia negra, ¢) el
nticleo entopeduncular y ) al nlcleo reticular talamico. Este

ultimo presenté una gran poblacitn de celulas marcadas.

2. Inyeccidn d RP en la corteza precentral medial,

_— —— ————

Las lnyecciones de HRP efectuadas en Jla CPH estaban bien

=]

localizadas (A8.5-A9.5). Se pudieron observar claramente las
fibras de paso que emerglan de la region inyectada y que atrave-
zaban e! necestriade, en la cabeza dei nflcleo caudado (Cd).

Se observaron las células del Cl1 marcadas entre las
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coordenadas anteroposteriores A4.4 y A64 de acuerdo conh las
réferenclas anatbmicas de Albe-Fessard ¥ col.1971). También se
“Pudieron cobservar cetlulas marcadas por las lnyecciones corticales
de HRP en nucleos talamicos adyacentes: ventral lateral, dorso
mediano ¥y en la region cortical contralateral.

" En la fig. 18 se 1lustra la regidn cortical  inyectada y 1la

AP48 oJ AP A2 -] AP 5.5

fig. 18, Ilustra i{a locaiizacidn de la 1inyeccidn de HRP en la
corteza cerebral y el transporte rewrogrado de la enzima al
talamo. En A, se observa el sitio de inyeccion cortical (A9 En
B, se muestran diferentes planos (A4.8, A52 y AS56) en los gque
se localtzarofi las neuronas talamica marcadas mediante transporte
retrogrado. Se cobservan una gran cantidad de neuronas marcadas
del nucleo central lateral (Cl) ¥y el los nucleos adayacentes a
éste. CC, cuerpoe calloso; CI, capsula 1interna; Cd, caudado; LA,
lateral anterior; L, lateral; MD, medial deorsal; HY, medial
ventral; PY, paraventricular; Put, putamen;, Ret, reticular; YL,
ventral lateral; VP, ventiral posterior.



locaiizacion en diferentes planes de las celulas talamicas marca-

das por el -transpor‘te retrbgr‘ado de la HRP.

talamica marcada mecliante transporte retrogrado HRP.

fig. 19. Fotomicrografia de una neurona talamica marcada mediante
transporte reirdgrade de HRP . Se observan claramente el
soma ¥y las prolongaciones dendriticas., Los artificios producidos
por precipitaciones se encuentran senhalades (). 400X,
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7 En’1a_f£1g. 20 se “llustra -el transporte retrograde y. antero-

grado -de. la t'_a'r'tzl_mla, .

fig. 20. lLas fotomicrograflas de neuronas talamicas 1lustran el
transporte retrogrado y anterogrado. A, se observa el marcaje
de la reaccién enzimatica en el soma, nficleo y algunas PpProjonga-
ciones, caracteristico del trapsporte retrdgrade, B, s5e¢ observan
neuronas marcadas por i{ransporte retrogrado las cuales estan
desenfocadas, con el fin de destacar los precipitados de la
enzima en el neuropilo, propias del transporte anterogrado. Z00X.
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DISCUSION

La estimulacion eléctrica del campo sensorial y del ntcleo
caudado (Cd) genera en las celulas de los nucleos intralaminares
talamicos (Ital) patrones de descarga semej)antes, no obstante que
las respuestas registradas en leos Ital se deban a la 1intervencidn
de dos vias diferentes. Esto es, la estimulacidbn sensorial activa
ias celulas de los Ital a traves de las vias ascendentes de los
sistemas sensoriaies; en cambio, la estimulacion del ¢d lo hacge
a traves de las talamo-coOrtico-talamicas.

La semejanza entre los des tipes de respuestas provocadas
suglere que en la generacion de £stas, participa un mecanisme
comin 1inherente al sistema sensorial! inespeclifico. Ademas, 1la
actividad ritmica que se observa en estas respuestas y debido a
su frecuencia de 5-10 ciclos por segundo, puede corresponder a
los ritmos gque aparecen durante el sueho, descritos por Dempsey Y
Morison (1943) y Morison y Dempsey {1942} y que 1inveolucran las

relaciones talamo corticales,

El analisis de los histogramas de correlacisn cruzada (HGCC)
y de los histeogramas de autocorrelacidn (HAC), hiciercn evidente
la actividad ritmica espontanea en c¢elulas cortilcales ¥y
talamicas. Los resultados obtenidos de los HCC muestran
interacciones perisinapticas en los eventos primaries durante la
actividad ritmica. Moore ¥ col. {1966 y 1970) propusieron gque las
interacciones perisinapticas reflelan la participacién de unpa
tercera neurena, 9queé tiene conpexiones con las dos celulas

registradas, de ahi{ gue su influencia 1inhibidora o .ezcitadera
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g pueda observarse en ambas ctlulas.
: Por 'lo ‘anterior, nuestros resultados sugieren gque la actividad
r!._t;ni’c_a observada proviene de una tercera estructura "generadora®
de dicna éctiw.dad. Se ha sugerido como® posible estructura
'."ggneracLOPa“ al'numeo reticular de} talamo, el cual agtua comeo
:'L_Hll oscilador (Sterrade y Deschénes, 1984). Estos autores
Propusieron l!a exis+tencla de dos tipos de actividad riimica
espontanea en el talamo. El1 primero con una frecuencia de 3§-10
ciclos por segundo, el cual se observa durante e] sueho de ondas
lentas. El segundo tlene una £recuencia mhs lenta de 0.2-2 ciclos
por segundo (Steriade Y col,1985 y 1987).

La hipttesis de que el nlcleo reticular talamico es la
estrucutura "generadora" se sustenta con las siguientes eviden-
clas experimentales: a) la supresibn de diche nycleo ya sea per
medios quirlirgices ¢ blen por la administracidon de acido Kaifnilco,
abole las secuencias riltmicas en otras reglones del talamo. En el
case de los medlos quirlirgices, la actividad ritmlca en el
reticular persiste despues de la deaferentacion {Steriade  y
col,1985 y 1987} b) Se mostraron mediante’ transporte retro-
grado Yy anterogrado de HRP cohexlones del nhclee reticular con
otros nflicleos talamilcos, las cuales son mas imbortantes con los
Ital, en cambio el nuclec reticular ne tiene Provecciones hacla
e] grupo talamico anterlor (Jones,t985; Pare Yy col1987). Hues-
tros resultados obtenidos de las inyecciones de peroxidasa de
rabanc (HRP) en el nucleo central lateral (Cl), confirman gue unha
gran cantldad de neurcnas reticulares proyectan sus axones a

dicho nucleo. Las evidencias sugleren gque estas conexiones pueden
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- ser el substrato morfoldgico involucrado en la generacidn y
transmisién de la actividad ritmica a 1los Ital, ¢ El ntuclec
reticular taiamicoe tiene como principal neurotransmisor el acido
gamaaminobutirico (GABA) {Houser y c¢ol.1980; Steriade y Des-
chénesi984); ¥ este pudiera ser el neuroctransmiser respeonsabie
de los potenciales postsinépticos 1lnhibidores registrados durante
las secuencias ritmicas (Purpura y Schofer, 1964; Steriade y Des-
cheénes,4984), d) La ritmicidad tambiéen puede explicarse comt una
propiedad de la membrana celular de las neuronas talamicas, gue
se atribuye a una corriente de E+ dependiente del Ca++ (Jahnsen y

Llinas, 1984, Steriade ¥y Deschénes,1984).

El analisis de 1os HCC muestra gque la estimulaCLQn det Cqd
favorecs las lnteracciones de los Ital-CPM. Lo anterior se pone
de maniftesto en los sigulentes hechos: a) La escwimutacion del Cd
favorece los eventes perisinapticos. b) En los HCC se observa
gue e&ste tipo de estimulacion modifica el patrén de descarga
celular en los Ital-CPH; al generar actividad rltmica que aparece
como una excltacion postsinaptica en los eventos secundarios; que
pudiera atribuirse a la intervencién de una estructura generadora
de actividad ritmica.

Para explicar estos efectes se propone la 3igulente hipbtesls:
Las respuestas registradas en las interacclones Ital-CPH, pueden
deberse a la activacidn de las vias de paso talamo-corticales y
cortico~talamicas que atraviesan la regidvtn del Cd que se estimu-
la. Huestros resultados obtenides de las de inyecciones de HRP
en les Ital y en la CPH, confirman que las fibras talamo-corti-

cales ¥ las chrtico-talamicas atraviesan la cabeza del Cd. Lo
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. anterlor sua.tere que las vlas recipr‘ocas Ital CPM son el substra-

_to morfoloszco “responsable ‘de’ los- efectos descrites, incluyendo

la- mtmlcidad. Estos ‘datos en: los q{:e la estimulacidon del Gd
'-produce ritmos en 1a CPH Y éen los [tal. concuerda ¢on les repor-

ot.ros-autores (Bendrups Y - HcKenme. ig8{; EKrauwthamer,

"'1579, Krauthamer y col, 1967; Erauthamer y Dalssas, 1978).

En 'lé Tabla Il se resumepn las 1interacciones sinapticas
observados en los HCC, de las gue se pueden inferir dos hechos:
a) Lé CPM elerce rnfluencias facilitadora e 1nhibidora sebre la
actividad talamlca. b) El talame +tiene una influencia
facilitadora sebre la actividad cortical. Con relacion al
primero, en it HCC del talamo 58 ohserva excitacion
postsinaptica, le gue Dpuede 1nterpretarse como otra de las
evidencias gque apoyan la existencia de un controel cortical
facilitador tonice sobre la actividad del talamo medial de la
rata (Albe-Fessard ¥y col,1983a y b; 1984b; Condes-Lara, 1983 ¥
1984; Condes-Lara Yy Gutierrez-Aguilar,1986).

Con respecte a la influencia cortical sobre el talamo, 17 HCC

talamicos, presentaron inhibicién postsinaptica, este efecto se
puede interpretar come una evidencia que apoya la presencia de un
control inhibidor cortical sopre el talamo medial (Albe-Fessard y
c01.,1972). Frente a estos dos tipos de influencia cortical,
surge la siguente pregunta: S1 existe un control cortical inhibi-
dor sobre les Ital,y por que razon al bloquear la corteza cere-
bral con la DCP ne se observa un incremento &n la frecuencia de
descarga de las e¢flulas talamicas? Es decir, que se observe una

desinhibicion en el talamo medial.
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.- La ausencia de una desinhibicibn talamlica pudiera explicarse
--ﬁdr.'la participacion de una tercera estrucutura, la cual pudiera
ser é! ntucleo  reticular talamico. Se hizo evidente que la corteza
"cé'r'ehral produce excitacion de las neuronas reticulares (Frigyes:
'y_-.schwartz. 1972: Sterlade y WyzinskKil, 1972), por lo gue al
; producirse la DCP, se activarlan las fibras ¢ortico-retlculares,
'_lo que ocasionarla gque Jas neuronas reticulares liberaran GABA,
.que es e] principal neurotransmisor de dichas células (Houser ¥
col, 1980), La Iliberacitn de GABA probablemente ocasionarla 1la
inhibicidn de la actividad de los Ital., Estas PpPropuestas necesi-
tan ser confirmadas en trabajos posteriores.

El segundo hecho derivado de la Tabla II, muestra la presencia

de excitacibn postsinaptica en 18 HCC corticales. Esto es, la

influencla del talamo scbre la CPM, es Unicamente de tipo facgi-
litador. A este respecto, se hizo evidente en la rata, Jque
durante el suefio de ondas lentas, las celulas corticales descap-
gaban en trenes. Este tipo de descarga las repredujeron al apli-
car el D-aspartato, al que le atribuyeron un eorigen talamlco
(Fox Yy Amstrong-James, {986}, Este neurotransmisor se considera
una sustancia excitadora, de ser asi, explicaria la influencia
facilitadora del tilamo sobre la corteza.

Al analizar los eventos primarlos de los HCC durante la acti-
vidad espontianea de las dos regilones, S5e observaron celulas
"comando”. En las celulas ritmicas, el talamo mostrt ser la
estructura gque "¢comanda"” la actividad cortical. Para los fines de
esta tesis, se entiende como "comando" a la accién de efercer un

control sobre la actividad. En este caso, se observa en los HCC
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corticales, ‘el reinicio del. cicle ritmico a partir de.la “sehal  de

referencia originada en el talamo.

”Se‘ encontraron celulas de la CPM y de los Ital que presentaron
respuestas provecadas a la aplicacion de estimulos nociceptivos,

Es importante mencicnar que la CPFH de la rata podria conside-
rarse cocmo equivalente a 1a corteza prefrontal del mono ¥y del
hombre (Kolb, 1984; Leonard, 1959). En estas dos especles estan
bien caracterizadas las respuestas corticales provocadas por la
estimulacidn de diversas modalidades sensoriales {(Bignall,1969;
Bignall y Singer, 1967; Walter,1964). HNuestros resuitados mues-
tran en la rata, la presencia de celulas corticales gue presenta-
ren respuestas provecadas por la estlhulacion noclceptiva térmi-
ca. Es decir, esta reglon cortical participz en el procesamlento
-de la informacitn nociceptiva, gque puede ser empleada para
desencadenar analgesia mediante algun circuite aftn no bien cono-
cido, como lo demuestran los trabajos de Hardy {1985) y Hardy ¥
Haigler (1985} gue al estimular electricamente esta regidtn corti-
cal preodujeron analgesia,

Los resultados tamblén confirmaron la presencia de células de
los Ital que respondieron a la estimulacitn nociceptiva y con-
cuerdan con los hallazgos reportados por eoirczc auteres {[Ca-
sey,966; Dong Yy c¢ol,1978; Giesler y <¢ol,, 198lb; PeschanskKi vy
col.,19814}).

Ahora bien, ademas se hizo evidente gue las celylas de los
Ital gque presentaron respuestas a los estimules nocivos aplicades
.en la cola del animal, se locallzaron en la porcién anterior y

'dorsal del nlicleo central lateral (Cl), lo que concuerda con los
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.repoz‘tes de Peschanskl y col. (1951)" Lo anterior aparentemente

"contradlce e concepto dE orgam.zacmn heterotbpica de estos

'ue EStOS hallazgos muestran ta existencia de una

. nlicleos, y
. 1 3 OS campos SEHSOPIB]ES de la ceola de la rata en

Este hallazgoe rebasa los objetivos de esta

_mentos_ia' existenc:.a ‘de una topografia de las aferencxas senso-

:'-;7_'r1ales ‘de estos nlcleos.

 Los resultados muestran que la DCP bloquea las respuestas
cof-ticales ¥ talamicas durante la estimulacitn nociceptiva. Las
respuestas provocadas se recuperaron cuando pasaron los efectos
de la DCP. Estos resuliades confirman los reportes prevles sobre
la presencla de un control cortical facilitader tbnice sobre 1o
Ital {(Albe-Fessard y «col,l983a ¥ b; 1984a y b Condés-Lara,983;
Condés-Lara y Gutiérrez -Agutlar,1986). Pero ademas los datos

muestran que el contirol cortical facilitador tonico, actfia sobre
la actividad de los Ital provocada por estimulacien térmica.
En esta direccldn, pnuestroes resultados de las inyecciones de HRP
en el talamo y en la CPM, coniirman las vlas reciprocas entre el
Cl-CPH descritas {Albe-Fessard Yy col, 1984b; Condes-Lara, 1983
Bentivoglio ¥ c¢ol, 1581; Macchi ¥y ¢ol, 1977). Las cuales pueden
ser el substrato anatomicoe de un circuite cortico-talamo-cortical
involucrade en la transmisidn noclceptiva, que forma parte de un
mecanismo modulador de la transmilsidtn nocicéptiva y en la genera-

cion de analgesia,
Aunque se desconoce e} mecanisme medlante el cual la DCP
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,P'rodut_:g;' l.a."su_pr‘:esion"Qe la ac_tivz_dad espontanea y provocada en
L1605 Ital; en una explicacidbn alternativa de los efectos
"E.ibs'f_:r'\ra"do':';; @qhéldera gue el inicio de la onda de la DCP activa
un mecanismo cortical inhibidor que afecta la actividad de los
'__Vl_té"l.:'?rg'_cl_uclgndq la supresién de su actividad. Sin embargo, la
éciiv_acio_n antidromica de las celulas de los Ital {Albe-Fessard vy
"col, '1983b) muesira que dichas neuronas no Slguen las altas
frecuencias. Este Ssuglere que las neuronas de proyeccidn de los
Ital estan reguladas por un mecanismo inhibider recurrente,
mediante colaterales axonicas de estas mismas celulas. 5in embar-~
go, de acuerdo c¢on la caracterizacibn de dichas c¢elulas, éestas
tlenen escasas colateralss axonicas (Schelbel y Scheibel, (967}

Lo anterior nos conduce a3 la necesidad de estudlar en
futures experaimentos, la participacien de 1ones de Na+, E+ ¥ Ca++
durante la DCP, mediante regilstros intracelulares de las neuronas
talamicas; lo que nos permitiria esclarecer los efectos de la DCF

sobre los Ital,

La aplicacibn de KCl cada 20 min permitid estudiar los
efectos de la DCP, en la recuperacitn de las respuestas de los
Ital provocadas por la estimulacidn nociceptiva., Este procedi-
miente Permitld situar el area de control cortical, rdentificar
gue &5 una reglon delimitada ¥y delerminar la aufacmn del! Dblo-
queo de las respuestas talamicas provocadas. Nuestros resultados
aportan evidencias que sugleren gque la CPH ejerce un control
facilitador tonice Sobre las respuestas de los Ital provocadas
por este tipo de estimulaciéon, Lo anterior Sg sustenta en log

sigulentes hechos: a) al blequear la CFPM mediante Ja aplicacidn
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._i-épiijii_xrali""dé_'rcl. se suprimi¢ la actividad de los Ital, b} Al
fbx_*'_dc_iui:ir la DCP y aplicar simultaneamente el estimulo nocicepti-
vo. en- los Ital no se presentaron respuestas provocadas, ¢} Al
'.::"'.p_ﬁ's_ar.._'_los efectos de la DCP ¥y estimular nociceptivamenta2, se
,feéuperﬁnon las respuestas de los Itai. Esto es, la supresion de
las ’."'i-espuest'as provocadas en el talamo ¥ su duracien, corresponde
'.con la duracibtn del blogueo cortical,

Al analizar el ciclo de recupéeracidbn de 1las respuestas
talamicas provocadas por la aplicacidn de estimulos nociceptivos,
se observd gque éestas presentaron un acortamiento en su duracion.
Dicho acortamiento lleva a pensar gue dentro del mismo talamo
exlste un mecanismo poce conocido, que afecta la .recuperacidn de
las respuestas. Esta el caso de las neuronas del nucleo genicula-
do -ateral que proyectan a la corteza cerebral y gue en su tra-
yecto dejan colaterales axodnicas en el nucleo reticular talamico
{Jones, 1985), 81 este fuera el caso de los [tal, podria explicar
el acortamiento de la duracibon de las respuestas de estos nucleo
en su ciclo de recuperacion, es decir las coehexiones Llntratala-
micas pudieran ser las responsables de tales efectos. Esta duda

queda pendiente de comprobar posteriarmerniic.

Los resultados sugieren gque la CPH procesa informacidbn nogi-
.-'ceptiva y é&sta puede tener un papel relevante en los mecanismos
endbgenos de modulacion del dotor. En esta direccidn., Andersen
(1985) mostrd gue la estimulacion electrica de la corteza peri-
crucilata del gato suprime las repuestas del talame medial provo-

cadas por la estimulacitn neclcep*iva. Por su parte Hardy (1985)
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al estimular la corteza CPM de la rata, observd un aumento en la
latencia de presentacidbn de la respuesta aversiva a la aplicacion
del estimulo nociceptive. Los autores proponen gue la estimula-~
cibn eléctrica directa de la CPH desencadena un mecanismo anai-
gesico ¥y, que a su vez influye sobre los mecanismes sensoriales.
Hardy y Haigler (1985) propenen gque el mecanismo de modulacien
nociceptiva desencadenado por la estimulacitn de la CPM, blen
pudiera actuar a travées de las esiructuras del mesencefalo.

En los resultados de Hardy (1985 llama la atenclen un heche,
la region de la CPM que estimularon, equivale a la region corti-
cal que fue registrada y blogueada con ia DCP en la- parte experi-
mental de esta tesls. Esto confirma que el &rea cortical estudia-
da participa en los mecanismes de transmision de los impuisos
nociceptives y ademas se relaciona c¢on un procese de analgesia.

Ctro hecho gue 1llama la atencidon €5 el sigulente: la estimula-
cibn elbéctirica de la corteza empleada por Andersen (1785) Pro-
duce hiperpelarizacion de las celulas talamicas, en consecuen-
cia la estimulacidn nociceptiva no activaba estas celulas. Es
interesante sehalar que en nuestros resultades, el registro
extracelular de la DC no mostrd varlaciones gque lndicaran la
hiperpolarizacitn de las celulas talamicas durante la DCP. Por 1o
anterior, se pueden eaonsiderar que ambos tipos de manipulacicnes
son semejantes, Ya que las <os suprimen transitortamente la
actividad cortical con una diferencia en la duracidn de los
efectos, Para aclarar esie punto, se& necesitan realizar en un
futuro registros intracelulares talamicos durante 1la DCP ¥ la
estimulacidn noclceptiva. De esta forma se podria aclarar si el

-'efecto de la DCP sobre los Ital rproduce hiperpolarizacién de las
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'cemias_ talamicas © bDlen se +irata de otro mecanismo. Aquil es
. importante recordar los traba)os ploneros de Hagbarth y Kerr
(1954}, gque demostraron la estimulacidén de la corteza cerebrail

tiene una influencia sobre los primeros relevos sensoriales,

Finalmente, sl bien este trabajo experimental sehala una gran
cantidad de resultades que deben ser confirmados por otros méto-
dos complementarics, tambitn muestra la complejida del 3sistema
{talame-cortical) ¥ su relacidtn con un tipe de estimulacion

sensorial.
Conclusiones.

1. La estimulacidén eléctrica somatica y la del nuclee caudado,
(Cd) producen patrones de descarga Semejantes en la actividad de
las celulas de los nilcleos L1ntrataminares talamicos (Ital), y se
pbservan en las dos condiciones de estimulacidbn una organizacion

ritmica de las descargas celulares.

2. A partir del analisis de los histogramas de correlacibn
cruzada (HCC) se identificaron patrones ritmicos en la frecuen-

cia de descarga espontanea de cetlulas talamicas y corticales.

3. A partir del analisis de los HCC se pudoe observar gue la
estimulacidbn del Cd favorece l1as interacciones entre los Ital y

la corteza precentral medial (CPH).

4. A partir del analisis de les HCC se identifich que la CPH

eJerce sobre la actividad de los Ital dos tipos de influencia:
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- 'fa'cilitaA:_Ior'fa: e inhibidera. En ‘cambio. el talamo ejerce solamente

una l_.ﬁflueﬁ_c_.ta_ facilitadora -sobre ‘1a actividad cortical,

"5:.'-'--Se'identlﬂcaron en los Ital Yy en la CPM respuestas

ce'lulézfesi- a 'I!a aplicacion de estimulos nociceptivos teérmicos al

siiﬁ:eipgir-_al cola del animal en agua a 50°C.

G.La deprestdn cortical propagada (DCP) blogueo las

-réspuesté&-provocadas de las celulas corticales ¥y talamicas a la

. aplicacitn de. la estimulacién nociceptiva.

-1, La apllcacibn repetida de Ia DCFP permitio- analizar Ia

recuperacion de las respuestas provocadas por la estimuilaction

noclceptiva,
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APERDICES

Apendice 1
Adaptacidn de un sistema de contencibn.

El sistema de contencidon es una adaptacion que se realiza en
_1a'preparac1bn cronica, gue permite efectuar el reglstro de la
actividad extracelular unitaria (RAU), sin 1los efectos de
anestésicos o0 paralizantes. Esta formado por 2y un aditamento
de aluminio gqué sg adapta al aparato estereot4aXico y bl por el
moldeamleto de un aditamente con cemento acrlilico dental sobre
el cranec del animal, que a su vez permite sujetar la cabeza de
éste en la misma Pposlcibn estereotaxica,

El aditamento de aluminio lo forman tres plezas de aluminio,
- dos Dbarras paralelas (30/3/0.T cm), que por ambos extremos se
atornilian al aparato esterectlxico ¥ un soporte anterior
{(7/8.5/0.7 cm), que tambibn se atornilla al estereoctaXico por
adelante del soporte que sostiene los dientes 1ncisives del
animal,

En la parte central de las des Dbarras de aluminio, se
ilocaltzan dos tornillos separados entre s1 15 cm, que sostisnen
dos fragmentos de canula, 1les cuales guedan incluides en el
aditamento que se moldea con el cemento acrilico dental sobre et
craneo de la rata.

Hediante €1 soporte moldeado, el craneo puede sujetarse en
dias subhsecuentes mediante el aditamento de aluminio gue se
encuentra fijo al aparato estereotaxico y, de éesta forma mantener

la cabeza de la rata en posicibn ¥y realizar el RAU cortical ¥
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~ Apendice 2

" Determinacion de la velocidad de propagacitn de la depresion

 cortical,

) 'La depresion cbrﬂcal propagada (DCP) producida por la
aplicacien de XCL | H, afecta teda la superficie cortical
ipsilateral, La onda de despolarizacion se desplaza a una
velocidad constante.

Para determinar la velocidad de propagacitn de la DCP, en cada
sesibn experimental los dos microelectrodos era coloecados en las
regiones de registro. Unc se ubicaba en la corteza precentral
medlal (CPM) ¥y guedaba fllo; mientras gue el otro, que se dirigla
nacia los nficleos iniralaminares talamicos (Ital) se desplazaba
en el plano anteroposterior. De esta forma el electrodo que
permanecia fijo, actuaba como punto de referencia.

Ademas eran conocidas las coordenadas de aplicacidbn del KCl,
De esta forma se podla obtener la distancia entre los dos
micreoelectrodos (ad) y determinar el tiempo (at) gque tardaban en
presentarse los efectos de la DCP, Por lo que el cilculo de la
velocidad de propagacidn se obtenla al dividir el incremento de
la distancia entre el incremento en el tiempo:

ad
&0t

v =
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Apendice 3

Procedimiento histoguimico para marcar vias con peroxidasa

de rabanoc conjugada c¢on geérmen de trigo (HRP)

Esta sfeccion se subdividid en dos paries: 1) Procedimientos
. pard la preparacidon de las soluciones Y 2} Procedimiento histo-

quimice.

{. Procedimientos para la preparacidn de soluciones

.1, Solucieén madre ( conservarse .en frio a 4° Q)
NaCl: 90 gr

ECl : 4.2 gr

€acCl: 2.4 gr

Agua destilada: aforar hasta completar 1000 ml.

1.2. Riger 9%
Solucion madre : 100 ml
Agua bildestilada : 9%0C ml

Bicarbonate de sodio: 045 gr
1.3. Buffer

1.3.1. Fosfato _
A: 0.2 M Sol. de fosfate monosbdice (27.8 gri HaHZPO4 en
1000 ml)

b: 0.2 H Sol. de fosfato disddico (53,65 gr HNa2HPO4, THaO
=] bien, 7.7 gr Ha2HPO#%, {2H20 en 1000 ml)
-Para la HRP: - buffer fosfate Q.1 M
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' - agua. bidestilada, . -

1.3.2.  Acetato
ia. ._F‘brmula:
(X} A: 0.2 H 80l .de acido nitrice
' (1155 ml en 10600 ml)
(Y} B: 0.2 M Sol. de acatato de sodic
(16,4 gr de C2H302HNa
27.2 gr de C2H302Na 3H20 en 1000 ml)

45,3 3.7 3.3

2a Formula
- Acetate de sodlo: 1,64 gr

- Agua Dbidestillada: 40 ml (para disolver el
sodio)

acetate de

- HCl iH: 19 ml (15 ml en 90 ml de agua bhidestillada,
aforar hasta pH 3.3)

- Agua bidestilada: completar 100 mi

En una probeta de (100 ml se disuelve el acetato de sodio en 40
ml de agua bidestilda., Se agrega 15 m! de HCI ¢ H ¥ el agua
bidestilada hasta 90 ml. Se mide el pH y se agrega el HCl hasta

lograr un pH de 3.3 ¥y agua bidestilada hasta completar 100 ml.

1.3.3. Sclucitn madre de paraformaldehido (5%)

- 25 gr de paraformaldehido
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- Completar hasta 500 ml con buffer fosfatec Ol H.

- Disolver en un agitados térmico a 50°C.

- Enfriar rapidamente con agua corriente hasta 22°C

- Filtrar y conservar a 4°C.

- 2. Procedimiento histoguimico.

2.4. Preparacidn de la peroxidasa de rabano (HRP).

Se disuelve t mg del producto en 10 il de suero £1s510l0gico.

- Se
- Se

- HO

2.1.2.

recomienda fraccionar la solucidn 5 veces { 2 jl)
guarda en el congelador

SACAR el producto del congelador sine es para usarse.

Preparacion de laminas gelatinadas cromadas.

- Gelatina: 1.25 §gr

- Alumina de cromo: 0125 gr

- Agua Dbidestilada: 250 ml

Se disuelve la gelatina en el agua bidestilada a 60°C, se

agrega el

- Se
- Se
- Se
- Se
- Se
- Se
- Se
- Se

alumina y se filtra,

Los portaobjetos:

lavan con acido nitrico de 5 a 10 min.

lavan con agua corriente

les dan 2 bahos con alcshisl al 997

ponen en un portalaminas

sumergen en un reciplente con agua destilada
escurren bien

meten en la solucibp de gelatina durante 3 min.

gscurren y se ponen a secar durante la noche a 40°C,
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- Se guardan a 4°C.

iy -C-Tp Perfusién. o
Liguide de perfusion o _ Rata
Verificar el pH 7.2-T.4 del buffer fosfatc 01 H 490
A ~ Solucisen madre de parafform'al‘d:eh'idb' 'a'l-'jus?_w' e 60
Al momento de 1a perfusibm: 24 glutaraldehido 257 50
' . ' 500 m}

2.3, Lavado
- Buffer fosfato 04 M pH 7.4 850 ml

- Sacarosa ) 100 gr

Se disuelve la sacarosa ¥ Se periunde con la solucitn a 4°C, El
tejido nervieso debe conservase en esta selucion al menos una

noche ¥y puede mantenerse durante 2 a 7 dilas.

2.4. Histologia

Cortes.
Los cortes se hacen con la técnica de congelacidn Yy seriados de
40 pm. Se recogen en la solucidn de buffer fosfato 0L M pH T4 ¥

pueden conservar en esta solucibn durante 7 dlas.

2.5. Revelado histoquimico de la enzima

2.5.1, Incubacidn

2.5.1.1, Lavar 1los cortes c¢on agua bldestilada 3

veces por minuto.
2.5.4.2. Incubar los c¢ortes durante 29 minutoes a 19-

23°C en una mesa con Mmovimiento y en la obscuridad (Tapark

: 83



Los cortes se tncuban en 100 ml de una solucldn que se prepara

al mezclar dos soluclones (A y B)

Solucidn A {estable 2 horas)

_ 100 ml 150 m!
~ Agua bidestilada 92.5 138.5
- Buffer acetato 02 M pH 33 5 7.5
- Hitrofericianida de sodio 100 mg 150 mg
Selucivn B (estable 2 horas)
- Etanol 25 ml 375 ml
- Tetrametiibencidina (THB) 5 mg 75 mg

Calentar con agua corriente (40°C) para disclver la TBM, La
splucion A se afora a la B, se mezZclan y Se agrega la solucion al
reciplente con los cortes. La THMB se oxida facllmente y por leo
tanto es recomendable NO tener agentes oxidantes. £l medio debe
conservar un color amarillento hasta el final de la incubacion.

sino se debe sospechar de una contaminacidtn quimica.

2.5.2. Reaccidn enzimatiea.

La reaccion enzimatica dura 20 min a {0-23*C. Esta se inicla
al agregar 2 ml de H202 al 034 por cada 100 ml de la solucidn de
incubacien. La cantidad optima de H202 puede variar de una a otra
vezr hasta obtener la sensibllidad maxima.

- 1 ml de H202 al 304, se completa a {00 ml con agua

bidestilada,

2.5.3. Estabilizacién de la reaccibn

'Despues de la reaccion enzimatica lo cortes se transfleren sin

lavar a una solucion estabilizadora a 0-4°C durante 20 min.
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45 ml de agua destilada

50 ml qé etanol
- 5'gr de 'nitroferrlcianida de sodio

- 5 ml de buffer acetato {(pH 3.3)

2.5.4. Lavado
"A los cortes se les dan tres bafies de 1| min en buffer acetate,
en ei ultime bafo hasta 4 nhrs antes de montarlos en los

portaabjetos.

2.6. MHontale
Los cortes se suspenden en upna solucibn y se montan sobre las
portacobjletos gelatinades.
Solucidn: Agua bidestilada: 950 ml
Buffer acetato pH 3.3: 50 ml

2,7. Contraceleracidn

Los cortes se contratinien con safranina,

Safranina 0.01% en agua destilada durante 3-4 min,

La reaccibn de la THB se degrada rapidamente en presencia de
alconel, por lo gue hay que deshidratar rapidamente (10-20 seg}
. en cada alechol (70,95, ¥y 1004). 7

En el =ilol les coriss puecden permanecer hasta § min.
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