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Recientemente se ha demostrado que en la substancia nigra (SN)
existen terminales inmunoreactivas a la acetiltransferasa de
colina. Los estudios morfolédgicos y electrofisiolégicos sugieren
que el nicleo pedtinculopontino (EPP) es la més importante fuente
de inervacién colindérgica a la 8H. E] objetivo de este tradajo
fué investigar si las terminales colinérgicas procedentes del RFPP
estén funcionalmente acopladas a las neuronas dopaminérgicas de la
8% y sl pueden modular el recambio de la dopamina en el
necestriado.

Como Indice del recambio de 1a dopamina se wmidis 1la
concentracién del 4cido dinidroxifenilacético (DOPAC) en el
neosstriado utilizando el método de voltametria de pulso
diferencial (Gonon Yy cols, Hature 286: 702, 1989), Un electrodo
de fibra de carbono {fué implantado en €] neoestriado de ratas
machos de la cepa WVistar (280-320 §) anestesiadas con hidrato de
cloral. Una vez estabilizada la sefial de DOPAC (basal := 800 ¥)
loa f8rmacos o al vehfculo fueron administrados en la 8S8H o el RPP,
a8 través de una cénula metdlica implantada una semana antes.

La administracidn local de fisostigmina (075 pg) en 1la B8H
Produjo un incremento significativo en la concentracidn de DOPAC
en el' necestriado ipsilateral (135 ¢ 6 ¥, n = 5). La dl-muscarina
{05 pg) en la SH tambidn produjo incremento &n la concentracién
de DOPAC Y su efecto fué bdloqueado con pirsnzepina (un antagonista
My) y facilitado por e) antagonista Mz, AF DX-i16. La estimulacién
de] RPP con Kainato (0.8 pg) produjo un gran incremento en la
concentraciétn de DOPAC en el neoestriado ipailateral (163 ¢ 8 ¥, n
= 8) Bl efecto disminuyé parcialmente con 1a aplicacién de
escopolamina (5 mg/Kg, i.p) un antagonista muscarinico, pero no
se modificé con la administracién del antagonista nicotinico,
mecamilamina,

Estos resultados sugieren la existencia de una via colinérgica
pedunculopontino-nigral cuyas terminales pueden modular la
actividad de la via dopaminérgica nigroestriatal a través de
receptores muscarinicos del tipo My



1. IRTRODUCCIOR

A) JUSTIFICACION.

Un gran ndamero de estudios anatémicos han demostrade que la
mayoria de los ganglios basales, inciuyendo el ndcleo caudado, el
globo p&lido, el ndcleo subtalimico y la asubstancia nigra (SN),
tienen conexiones reciprocas con la regidn locomotora
megencefslica (RLM) (Garcia~-Ril), 1986). Esta, se define
fis10légicamente como la regién del tallo cerebral que al ser
estimulada con bajas intensidades de corriente, puede lnduclr. la
locomocién coordinada en gatos con seccién precolicular-
postmamilar. Hay trabajos gque sugieren que la RLHM es equivalente
al ndcleo pedunculopontino (NPP), el cual se sabe modula los

osciladores de la locomocidn espinal.

Los ganglios basales participan en el inicio y el control del
movimiento voluntario y el hecho de que tengan conexiones
reciprocas con el HNPP, sugiere que esta eatructura podria estar
involucrada en la regulacién de las influencias de los ganglios
basales sobre el sistema motor inferior. Asimismo, apoya la
hipbttesis de que las vias aferentes y eferentes qdel NPP desempefian
un papel crucial en 1la f{isiopatologia de los ganglios basales

relacionada con los desérdenes del movimiento (Garcia-Rill, 1986).



Bn este trabajo, el mayor interds se centrd en caracterizar
farmacolégicamente 1a via colinérgica pedunculopontino-nigra), ya
que esto podria ayudar a interpretar una serie de hallazgos
pioquimicos, electrofisiolégicos y conductuales relacionados con
12 transmisidn colin&rgica en 1a substancia algra. Asimismo,
nuestros hallazgos podrian contribuir a la comprensién del pape)
que Jjuega e} NPP en las funciones motoras extrapiramidales, un

campe de investigacién poco explorado.

B) ANTECEDEETES

i) La substiancia nigra.

La substancia nigra es un conglomerado celular localizado en
el mesencéfalo y que obtiene su nombre debido a que, en los
primates, algunas de sus neuronas contienen &l pigmento melanina.
Este nGcleo ha sido aubdividido en +trea regionea: )a pars
compacta, la pars reticulata y la pars lateralls (Fallen Yy
Loughiin, 1985), La pars compacta estf situvada dorsomedialmente y
contien®s )os somas de }as neuronas dopaminérgicas que proyectan al
neoestriadoc y a la corteza frontal (Fallon, 1988) La pars
reticulata se sitda ventrolateraimente, tiene una menor densidad

celular y recitbe una importante aferencia GABASrgica, La via



aferente a la pars reticulata mas estudiada y documentada es la
proyeccidn inhibitoria estriado-nigral, la cual se origina de la
neurona espinosa mediana de naturaleza GABAérgica que se encuenira
en el neoestriado (Bémo(yt Y 8mith, 1979; Bolam Yy cols, 198%;
Nitach y Riesenberg, 1988). Existe ademis otra proyeccidn
estriado-nigral excitatoria que contieneé substancia P ¥y gque se
origina de células localizadas en la porcidn rostral del
neoestiriado (Hagy Yy cols, 1978a). Es interesante sefialar que
hacia la pars reticulata también se proyectan las dendritas de las
células dopaminérgicas de la pars compacta {(Fallon y Loughiin,
1985), las cuales liberan dopamina y posiblemente modulan 1la
1iberacién de GABA de las vias aferentes. La pars reticulata es
una de las principales fuentes de salida de los ganglios hasales y
proyecta eferentes GABAérgicas al tidlamo ventromedial, al coliculo
superior y 1a formacién reticular (DiChiara y cols, 1979;
Beckstead y cols, 1979; Kilpatrick y cols, 1980; HacLeod vy
cols, 1980). Existen evidencias de que las neuronas GABASrgicas
de la pars ratxcdlau constituyen la via efectora del aumento de
la actividad motora 4inducido por la activacidn de la via
dopaminérgica nigroestriatal (Kilpatrick y cols, 1982; Scheel-

Kriger, 1986).



2) Rl sistema dopaminérgico nigrosstriatal.

En la rata, la pars coapacta de cada lado contiene
aproximadamente 3500 neuronas dopaminérgicas cuya principal zona
de proysccién es e} neceatriado (Andén y ocola, §966). Se ha
calculado gqua estas nsuronaaz establecen aproximadamente 175 x 109
contactos sinkpticos en cada hemisferio cersedbral, que dan una tdea
de la enorme {nfluencia que ejercen estas células sobre las
neuronas neoestriatales. Hay evidencias morfolégicarn Ae que los
axones dopaminérgicos hacen sinapsis con las espinas dendriticas
des las neuronas espinosas medianas del neoasiriado (Freund vy
cols., 1984). Tambisén se sabe que la proyeccidn es principaimente
tpsilateral aunque exista asdem&s un peaguefio componente
contralateral (Fass y Butcher, 1984 Loughlin y Fallon, 1982;
Fallon, 1968}, A pasar de que se han afectuado numerosos eatudios
para dilucidar el efecto de la dopamina sobre la excitabilidad de
las neuronas neocsastriatales, atn axiste controversia acerca de 2i
su efecto es excitatorio o inhibitorto, La mayoria de los
experimentos en d4onde la dopamina se ha aplicado por
microiontoforesis sobre jas neuronas estriatales sugieren que el
efecto predominante &3 13 depresidn de la actividad espontinea,
registrada extracelularmente (Dray, 1980). Sin embargo, cuando se

eatimula la via natgro-estriatal, el efecto predominante es



excitatorio (Kocsis y cols, 1977; Kocsis ¥y Kitas, 1977).
Actuaimente existen evidencias Ae ﬁun estaz discrepancias podrian
dedberse a l1a existencia de dos aubclases de receptores
dopaminérgicos (Dy y D) cuya activacidn produce efectos opuestos
sobre la actividad neuronal y que difieren en su afinidad por la
dopamina, Esatudios In vitro efectuados en redanadas del
neoestriado de roedores sugieren Jue la dopamina a Dbajlas
conceniraciones {s {1 uyM) produce excitacién en las neuronas
GABASrgicas del neoestiriado, posidblemente por estimulacién de los
receptores Dy, ascciados 2 Ja inhidbicién de 1la adenilatociclasa
{ARaike y cols, 1987). Por otro lado, la dopamina a altas
concentraciones (s 100 yM} inhibe la excitabilidad de las mismas
neuronas, estimujando los receptores Dy que activan la produccién

de ANPc.

Existen evidencias de gque muchos efectos conductuales de la
dopamina en el necesgtriado se& ejercen a 4{ravés de la activacién
simuitinea de los receptores Dy y D localizados en las neuronas
espinosas medianas de naturaleza GABAérgica y que proyectan sus
azones al globo pAlido externo y a la subdstancia nigra reticulata
{Robertson y Robertson, 1988; Rouillard y B8Bédard, 1988; Starr,
1988). Asimismo, sSe sade que las neuronas GABASrgicas de estos
dos nGcleos envian sus axones i la substancia aigra compacta, en
donde modulan 1la frecuehcia d4e disparo de las nsuronas

dopaminérgicas (Grace y Bunney, 198%; Grace Yy cols, 1980}



3) Kl pédcleo pedunculopontinoe

a) Anatomia general

El n6cleo pedunculopontino (NPP) ase sitda caudalmente con
respecto a la substancia nigra, en el Srea tegmental wesencefilica
(ver la figura ), a nivel de la decusaciétn del peddnculo
cerebeloso superior (braquium conjunctivum ascendente).
UtiliZando técnicas inmunocitogquimicas, varios investigadores han
demostrado en el KPP la presencia de cslulas que contienen
acetiltranaferasa de colina (Eimura y cols, 1981; Satoh y cols,
1983; Beninato Yy 8pencer, 1987; Tago Y cols, 1939) La mayoria
de las células colinérgicas en e} NPP parecen assr pequefias y
medianas, intercaladas con células mas peguefias y unas pocas
grandes, no colinérgicas (Armstrong y cola, i983; Houser y cols,
1983; Rye y cols, i984). De acuerdo con la distribuciém de las
neuronas colinérgicas, se ha encontrado que 1a porcidn rostral del
NPP se localiza dorsolateralmente a la regidn caudal de la S8R
(Beninato y 8pencer, 1987). En la parte posterior del RPP, a
nivel del col!culp inferior, las célulazs colinérgicazs se agrupan
dorsolateralmente al pedOnculo cerebeloso superior, en donde

forman la pars compacta {(Beninato y Bpencer, 1987)



Figural

Secciones transversales del mesencéfalo de la rata, mostrando
varios planos en el sentido postaro-anterior desde A : 0 hasta A =
1.5 (A-B), con referencia a 1a lfnsa interauricular. En e} ladc
izquierdo de cada seccisén los puntos representan las
localizaciones de células marcadas con acetiltransferasa de colina
(CHAT), y las estrellas representan los sitics deade los cuales ae
induce locomocisn (LOC) de acuerds con ios estudios de SKinner y
Qarcia- Rill (1984). En P se representa un corte sagital del
mesencéfalo de la rata (plano estereoctfxico L = {.8) en et cual se
muestra 1a  supsrposicién de las células colinérgicas con los
sitios que al ser estimulados inducen locomocién. 8C = colfculo
superior; IC = colfcule inferior; SR : substancia nigra
C3 : substancia gris periacueductal; BC : brachfum conjunctivum;
CH : ndgcles cuneiforme; PPR : nficlec pedunculopontine. (Figura
tomada de Qarcia-Rill, t19a8).



Un hecho importante que se deriva de estos estudios es que la
distribucién de las células colinérgicas del KPP se asuperpone

exactamente con la distribucisn de los sitios que corresponden a

1a regidn 1 tora f41ica (ver la figura {) que, como se
hadbia mencionado, &3 aquella regién desde la cual se puede inducir
1a Jocomocién coordinada cuando es estimulada con corriente de
baja amplitudq, en animales con seccisdn precolicular-postmamilar

(@arcia Rill, 1986).

b} Aferentes del nticleo pedunculopontino

Aferentes de la aubstancia nigra

S8on muchos los trabajos en los cuales, utilizando técnicas de
marcaje, se ha demostrado que el HPP recibe proyescciones de la
substancia nigra reticulata (BecKstead y Frankfurter, 1982; Gerfen
Y cols,, 1982; Hedreen, 1971; HopKins y Riessen, {976) la cual,
Junto con el ndcleo entopeduncular, constituye 1a principal fuente
de salida de los ganglioa Dbasales, También han sido realizados
estudios electrofisiologicos, en los cuales se ha obaervado la
activacién antidrémica de neuronas de la substancia algra, ante la
estimulacién eléctrica del RPP (Qarcia Rill y cols, 1983). La
inervacién del HPP por la substancia nigra fué demostrada también
por estos inveatigadores, inyectando marcadores retrégrados en el

NPP y localizando posteriormente neuronas marcadas en esta



estructura (Garcfa Rill y cols, 3§984; darcia Ril} y cols, 1983).

Con base en las evidencias que sugieren que las prorecciones
de 1a substancia nigra al t8lamo (Anderson y Yoshida, 1980;
Chevalier y Deniau, 1982} y a) coliculo superior (Anderson Yy
Yoanida, 1980; Kilpatrick y Collinridge, 1982), son GABASrgicas,
se ha estudiado la posibilidad de que la inervacién del NPP por la
S8R pudiera ser también de naturaleza GABASrgica. En apoyo a esta
idea existen trabdajos en los cuales se ha observado que las
inyecciones de los antagonistas GABA&rgicos, Dicuculina y
picrotoxina, en el KPP inducen locomocién en gatos con seccidn
precolicular-postmamilar (Garcia Rill y cols, 1985 Garcia Rill y
cols, 1583), En cambio se ha encontrado gque Jas inyecciones de
GABA y el agonista GABAérgico musacimol, bloquean 1a locomocién
inducida, tanto eléctricamente como por los antagonistas
GABAérgicos, La potenciaciétn dAde 1a actividad QABA#rgica con
benzodiazepinas y la falta de efectos de 1a glicina y su
antagonista, estricnina, demuestran que el HPF recibe una entrada
GABASrgica y no glicinsérgica. Bsta entrada inhibitoria podria ser
ténicamente activa debido a la alta actividad espontfnea observada
en las neuronas de la substancia nfgra (Delong Yy Georgopoulos,

1979; Deniau y cols., {978).



Aferentes del ntcleo entopeduncular

También mediante técnicas de marcaje zse ha demostrado que el
HPP recibe aferentes del ndcleo entopeduncular, equivalente al
segmento interno del globo p#&lido en los primates (Filion Yy
Harnols, 1978; Harnois y Filion, 1980, Jackson Yy Crossman, 1984;
Kim y cols, 19768; Larsen y McBride, {979 En estudios
electrofisiolégicos se ha observado que la estimulacién eléctrica
del nfclec entopsduncular produce potenciales postsindpticos
excitatorios e inhibitorios en células del HPP (Garcia Rill y
cols.,, 1984i; Qarcia Rill y cols, 1983). La entrada del ntcleo
entopeduncular parece infiuir principalmente Ssobre interneuronas y
afecta solo a una pequefia proporcidn de células del NPP que
proyectan hacia estructuras {nferiores (Garcia Rill y cola,
1984). 8: cree gque las proyecciones esferentes del ndcleo
entopsduncular contienen tanto substancia P como GABA (DiFiglia Yy
cols.,, 1984; Fonnum Yy cola, 1978; Hattori y cols, 1973; Jessell
Yy cols,1978). Por 1o tanto, se ha sugerido que los potenciales
excitatorios consecutivos a la estimulacién del nicleo
entopeduncular podrian deberse a una inhibicién de la SH (a través
de eferentes GABAérgicas a la pars reticulata), desinhibisndo aanl
a las neuronas del EPP. Por otro lado, las proyecciones djrectas
del nfclec entopsduncular que utilizan substancia P, podrian

activarias directamente. Aunque no se ha demostrado hasta ahora



que la aubstancia P puede mediar tales sfectos, hay observacioness
preliminares de que las inyecciones de substancia P en el RPP
inducen locomocién de larga duracidn (Garcia Rill y SKinner,

1985),

Otras vias aferentes

Utilizando técnicas de transportie anterégrado y retrégrado,
de ha demoatrado taabisn que el HPP reciba aferentes de la corteza
cerebral frontal, el neoestriado, el ndleo subtalfimico, e! globo
phlido, y e! talamo ventral (S8aper ¥y Loewy, 1982; JacKson Yy
Crossman, 1983, ver la figura 2). 8in embargo, actualcesnte no hay
informacién sobre la naturaieza de los peurotransmwisores liberados
por ias proyecciones de }a corteza y el nficleo subtalimico al HPP,
Los registros intracelulares en el KPP, han revelado que 13
entrada procedente del globo phlido pueds tener componentes tanto

excitatorios como inhibitorios.

Por otra parie, se ha propuessto que =] ndcled acumbens (Hauta
y cols, 1978) y la amigdala (HopKins y Holstege, i978; JacKson Yy
Crossman, 1984), también proyectan al HPP, pero esto adn no esi§

bien documentago.
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Carteza frontal medial

Neoestriadg
Cortezo sulcal {insular)

Ndcleo entopeduncular
Complajo taldmico ventral 4 P

Globo pdiido

. . — Nicleo subtaldmico
Niicleo subtaldmico

Substancia nagra.._ \ ()

pors compacia

~< Substoncio negra
pars reficulata

Nicleo pedunculopontino. .
Pedinculo cerebelose superior

Figurs 2

Baquema que muestra las conexiones del ndcleo pedunculopontino
(corte transversal inferior), con los ganglios Dbasales. Las
flechas del lado izquierdo de la figura representan tas vias
eferentes del NPP. Lasg flechas del lade derecho representan las
vias aferentes, (Figura tomada de Saper y Loewy, 1982)
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c) Eferentea del ntcleo pedunculopontino

Eferentes a la substancia nigra

Los estudios morfoldgicos han confirmado que el HPP tiene
conexiones eferentes con la pars compacta de la substancia nigra
(Carpenter y cols, 1981; derfen Yy cola, 1982; 1979; S8aper vy
Loewy, 1982; JacKson y Crossman, 1983; ToKuno ¥ cols, 1988; Gould
y cols,, 1989), En esate trabajo interesa precisamente la
proyeccién pedunculopontino-nigral, ia cual ha 8ido demostrada no
solamente mediante técnicas de marcaje sino también
electrofisiolégicamente. Por ejemplo, se ha observado gque 1la
estimulacién eléctrica del HEPP provoca respuestas de corta
latencia en las neuronas dopaminérgicas de la SHc y se ha sugerido
que estas respuestas son el resultado de la activacién de una via
monosindptica (Scarnati y cols,, 1984), En apoyo a estos
resultados se ha demostrado que la estimulaciéon farmacolégica del
NPP con #&cido Kagfnico, produce un incremento en la {recuencia de
disparc de las neuronas depamtﬁ‘rucu de la pars compacta de la
substancia nlgra (Clarke y cols, 1987), Por otra parte, se ha
reportado que cuando se lesiona electrolfticamente e} NPP, se
pueden observar axones en degeneracién que hacen contactox
sinfipticos asimétricos con dendritas de neuronas de la Slc, laa

cuales habfan sido marcadas retrogradamente con peroxidasa de
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rébano inyectada en el ndcleoc caudado (ToKuno y cols, 1988).
Estos hallazgoa son de gran importancia porque sugieren que existe
una relacidn anatémica estrecha entre el NPP y la proyeccidn
dopaminérgica nigroestriatal, que podria ayudar a explicar algunos
efectos directoa e indirectos del NPP sobre las funciones motoras

egtrapiramidales.

La naturaleza colinérgica de la via pedunculopontino-nigral,
es quizd la m&as estudiada y mejor documentada en la actualidad.
Estudios de inmunohistogquimica han demostrado que entre las
neuronas del KPP, existe un prominente grupo de neuronas
colinérgicas (Armstrong y cols, 1983; Hesulam Yy cola, 1983;

Satoh y cols, 1983; Tago y cols, 1989).

También se ha demostrado, utilizando anticuerpos monoclonales
contra la acetiltransferasa de colina, en combinacién con métodoa
de tranaporte anterdgrado y retrégrado, que el NPP es la mayor
fuente de proyscciones colinérgicas a 1a substancia nigra
(Henderaon y Qreenfield, 1987; Beninato y Spencer, 1987). Estos
dltimos identificaron adem&s, una via similar no colinérgica y
reportaron que sus hallazgos indican que el NPP podria estar
topogrificamente organizado con respecto a sus proyescciones
eferentes. Segin sus resultados, las proyecciones colinérgicas
hacta la 8N se originan de neuronas localizadas en las porciones

predominantemente rostrales del NPP ipsilateral. En este trabajo
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noe se hace una diferencilacidn con respecio a la densidad de
inervacién hacia lJa SHc y la SNr, Sin embargo, en un estudio mis
reciente, se demostr$ la presencia de terminales colinérgicaz en
1a SN, las cuales se originaban d4s neuronas ubicadas en el
complejo colindérgico pontomesence?flico, incluyendo al ¥EPP (Gould
¥ cols, 1989). BEstas terminales fueron mis adbundantes en la pars
compacta que en la pars reticulata. De hecho, los estudios de
egtos autores sugieren que aproximadamente dos terceraz partes de
ia inervacién que proviene del comple jo colinérgico

pontomesencefflico, termina en la pars compacta.

Otras evidencias que aporyan 1a existencia de la via

colinérgica efersnie pedunculopontino-nigral

Evidencias Morfoldgicas.

Ademis de los estudios de marcaje que demuesiran la existencia

de una via colinsrgica pedunculopontino-nigral, otros trabajos

recientes han 4 trado la pr cia de aferentes colinérgicas en

1a S8R de la rata. Unc de aztos fué o) realizado por BPeninato y

Spencer (1988) quienes, utilizaron anti pos 1 les contra
la acetiltransferasa de colina Yy obaervaron terminales
colinérgicas marcadas en la SN Estos sutores reportaron una mayor

cAantidad de axones en la pars compacta, en comparacibn con una
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distribucién relativamente escasa en 1la pars reticulata.
Asimismo, observaron numerocsas terminacionea abultadas en passant,
siendo mis densas en la mitad de la extensién rostro-caudal de la
She. En apoyo a estos d@atos, sSe han localizado terminales
colinérgicas haciendo contactos sindpticos asimétricos con
dendritas morfolégicamente similares a 1las de las neuronas

dopaminérgicas de 1a SHc (Martinez-Hurillo y cols. 1989).

Bvidencias bioquimicas.

Se sabe que &n la sudbstancia algra existen niveles detectables
de acetilcolina (Jacobowitz y Goldberg, 1977), asf como de
acetiltransferasa de colina, la enzima responsable de su sintesis
(Rieocullon y Dusticier, 1980) La actividad de esta enzima en
humanos es cuatro veces mis alta en la pars compacta que en la
pars reticulata (Lloyd y cols, 1975), mientiras que en la rata se
ha observado que esta relacién es de tres a uno (Kobayashi y
cols, 1975). En concordancia con eato, se ha demostrado también
la presencia de un sistema de captacisdn de {*H)-colina (colina
tritiada) dependiente de sodio en rebanadas de substancia nigra de
rata, asi como un proceso de liberacidn de ([*Hl-acetilcolina dque
requiere la presencia qde calcio en el medio extracelular (Massey y

James, 1978).
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Por otra parte, Llin&s y GQreenfield (1987), utilizando una
reaccisdn dquimio-luminiscente, examinaron la liberacisdn de
acetilcolinesterasas en rebanadas 4de la SN de cobayo. Con esta
técnica demostiraron directamente que la acetilcolinesterasa es
liberada de manera esponténea de los somas y las dendritas de las
rieuronas dopaminérgicas nux_-nlen. La liberacisén dendritica de
acetilcolinesterasa en la 8N ‘tambun ocurre en la rata (Weston y
Greenfierld, 1986) Y algunos autores han aportado evidencias de que
la enzima podria tener una funcidn independiente de su accién
catalftica (Greenfield, y cols, 1984, 1988). Aunque ciertamente,
la sola presencia de colinesterasas en la SEc no demuestra la
existencia de un sistema co'uniruco activo, si sugiere, en
conjunto con las dem#s evidencias, que las neuronas dopaminérgicas

son colinoceptivas.

Rvidencias farmacoldgicas y electrofisioldgicas.

Se ha reportado que las neuronas dopaminérgicas de la Slc
tienen una alta densidad de receptores nicotinicos (ClarKe y Pert,
1985; ClarKe y cols, 1985), Aparentemente 1la mayor parte de
estos receptores se localiza en los somas de las neuronas
dopaminérgicas, puesto gque se ha demostrado que la lesidn
unilateral de la 8K con 6-HODA, reducs de manera importante los

sitios de unisn para la (3H) nicotina en la pars compacta (ClarKe
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y Pert, 1985), Ratos resultados son compatibles con el hecho de
que la adwministracién de nicotina por via subcutinea o
intoforética, incrementa la tasa d4de disparo de las neuronas
dopaminérgicas {Lichtensteiger y cols, 1982; Clarke y cols,
1985%; Qrenhotf y cols, 1986, Se bha reportadec también, que la
administracién iontoforética de acetilcolina en la pars compacta
de ]z substancia nigrs, aunenta la frecuencia de dAisparo de las
neuronas dopaminérgicas y que asste eafecto es Dbloqueado por el
antagonista nicotinico d4ihidro-p-eritroidina (Lichtensteiger vy
cols, 1982). 8in ewmbargo, otros investigadores han observadc que
ta acetficolina no ejerce un efecto excitatorio sobre las neuronas
dopaminérgicas (Collingridge ¥y Davies §981) Bs poaidle que el
efects inconsistente de la acetiicolina se dedba a2 la gran cantidad
de colinesterasas que son liberadas de las neuronas dopaminérgicas
{Lehmann y Fibiger, 1978; LlinAks y Greenfield, 1987) y que podrian
limitar su accién. La idea de que existen receptores nicotinicos
en }as neuronas dopaminérgicas de la 8H , tambisn se ve apoyada
por un estudio en el cual se inyectd $cido Kainico en e} HPP
observindose un incremento en la tasa de disparo de estaa
neuronas. El efecto inducido por el Kainato {fué bloqueado
mediante la administracisétn intravenosa de mecamilamina, un
antagonista colinérgico nicotfnico que actda centralmente (Ciarke

Yy cols. 1987).

Por otra parte, también se han encontrado receptoras
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colinérgicos muscarinicos en la SN, mediante la estimacién de los
sitios de unidn al [3H]-bonzl.lato de quinuclidintlo, Estos
receptores parecen estar localizados en las dendritas o los
cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas nigrales pues se
reducen en forma significativa al aplicar 6-HODA en la S8H (Cross y
Waddington, 1980). Se ha propuesto que la estimulacidn de los
receptores colinérgicos muscarinicos en la SK podria modular 1la

actividad de las neuronas dopaminérgicas (James y Hassey, {978).

Bvidencias Conductuales

Entre las evidencias de tipo conductual estin los estudios que
sugieren que la conducta de alimentacién puede ger inducida por
substancias colinérgicas administradas en la 8N (Winn y cols,
1983; Winn Yy Redgrave 198i). Batos inveatigadores lograron
inducir la conducta de alimentacidn en ratas saciadas, aplicando
mezclas de ACh y eserina, y observaron que la conducta se hacia
mis d4ébil a medida que se incrementaba la distancia del sitio de
inyeccién de la pars compacta. Complementariamente, Taha Yy
Redgrave (i{980) demostraron gue el haloperidol (un antagonista de
los receptores dopaminérgicos), administrado en bajas dosis,
bloquea la conducta de alimentacién inducida por la aplicacidn de
carbacol en la 8K, 1o cual sugiere que el sistema dopaminérgico

nigroestriatal estf involucradc en la produccién de esta conducta.
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Bferentes a 1a foraacién reticular

Bxisten estudios en los cuales, mediante 1la inyeccibn de
aminofcidos tritiados en &) NPP, se ha demostrado la existencta de
una proyeccién hactia Ja zona de transicién entre ias 4&reas
glgantocelular y magnocelular en la formacidén reticular medular
{Garcia Rill y cols, 1963). EBasta estructura parsce ser sl mejor
candidato para mediar la actividad de Jocomocisdn durante la
estimulacién del KPP, Ya que de esta z0na ge originan las
proyeccionea reticuloespinales (Brodal, 1981). De hecho, las
inyecciones de marcadores retrdgrados en las regiones giganto Y
magnocelular de la formactdn reticular, producen marcaje de un
gran ndmero de células del KPP (Garcia Rill y cols., 1985; Skinner
Yy cols, 1985) Estas proyecciones dJdescendentes del HNPP hacia la
formacidn reticular, parecen ser colinérgicas en parte (Rye y
cols, 1984). Ademas, un heche importante es que Jas proyecciones
colinérgicas a la formacisn reticular medular, estén involucradas
en ia locomocidn {Garcia Ril} b 4 cols., 1985). Ratos
investigadores observaron que las inyecciones de
anticolinesterasas, como la fisostigmina, en la zona de transicisn
giganto-magnocelular, inducen locomocién en gatos con saccisn
precolicular-postmamilar, En este estudio se demostrd que los

agonistas colinérgicos, Ccarbdbacol ¥y metacolina son tambisn
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efectivos, ¥ que las inyecciones de atropina en la formacidn
reticular medular, Dbloguea 1la locomocién inducida por Jos
agonistas colinérgicos. Estos mismos experimentos han revelado
adem&s dque las inyecciones de substancia P en 1la formacién
reticular medular, jinducen locomocién, lo cual es apoyado por
evidencias que demuestran la presencia de neuronas, tanto
colinérgicas como peptidérgicas, en el HPP (Vicent y cols, 1983).
Sin embargo, soloc una pequefia proporcién de las proyecciones
descendentes del HPP a la formacién reticular medular parece ser
colinérgica (Rye y cols, 1984), y queda por determinar qué otros

neurotransmisores se expresan activamente en esta via.

Puede decirse entonces, que el HPP asume una importante
posicisdn, ya gque podria estar mediando una relaciétn {funcional
entre los ganglios basales y el sistema motor inferior. Por 1o
tanto, es posible que sea e ndcleo de relevo a través del cual
108 ganglios basales 1influyan sobre la actividad motora,
independientemente o en paralelo con los circujtos tslamo-espinal

y cortico-espinal.

Otras vias eferentes

Como ya se ha mencionado, el HPP tiene conexiones eferentes

con la mayorfa de los ganglios basales, ademi&s de la SHKc,
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inciuyendo el ndclec subtalfmico (Carpenter y cols., 198f; Saper y
Loewy, 1982; Moon y @raybiel, 1980; Homura ¥ cols, 1980, Jackson
y Crossman, 1983), el segmento interno del globo piitdo o ndcleo
entopeduncular {(Carpenter ¥y cols, 198i; Graybiel, 1977; Saper Yy
Loewy, 1982), el globo p&lido (DeVito y ~cols, 1980; Saper vy
Loewy, 1982; JacKson Yy Crossman, i983) y el necestriado (Saper Yy
Loewy, 1982; Jackson y Crossman, 1983), asl como 1la corteza
frontal (Saper y Loewy, 3982, JacKson y Crossman, 1983) y el
thlamo (Saper ¥y Loewy, 19823; Moon y dGraybiel, {980; HNomura ¥y
cols, 1980; JacKson y Crosaman, {983), ver 1la {figura 2 La mayor
parte de las proyecciones del HRPP a estas estructuras cursan
ipsilateraimente aunque se ha observado que unh componente menor se
proyecta contralateralmente dandc un marcaje aimilar pero menos

danso que en el lado ipsilateral (Saper y Loewy, 1982)

La naturaleza de esstas vias eferentes no ha sido
suficientemente estudiada en la actualidad, sin embargo, recientes
estudios sobre las vias ascendentes del KPP han sugerido 1la
presencia de proyecciones colinérgicas parciales hacia loz nfcleos

centromedianc y subtalémico (Sugimoto y Hattory, 1984)

d) Relacitn funcional del nficieo pedunculopontino con la

corteza y los ganglios basales.

Desde hace tiempo se sabe que Ja corteza motora no solamente
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recide una entrada somatosensorial, sino también aferencias
visuales y vestibulares (Brooks y cols, 196{; Buger Yy cols,
1981), Aun m&s, se sadbe que 1a entrada visual a la corteza motora
en el gato llega principalmente a las 4&reas que representan las
parties proximales de las extremidades y el eje corporal (Garcia
R1l1 v DubrovsKy, 1973), ocurriendoc algo similar con la entrada
vestidbular (Boisacqgs-Shepens y Hanus, 1972). 8e ha sugerido que
la convergencia de eatas entradas al &rea motora representativa
del eje corporal (corteza motora axial), podrfa ayudar a
constituir un eje de referencia cuya orientaciétn estf dada por la
direcciétn de la fuerza de gravedad. Este eje seria el sistema de
coordsnadas contra el cual se evaluaria el medio circundante y se
ejecutarian los movimientos extrapersonalmente dirigidos

(Bernstein, 1972; citado por @aarcia-Rill, {986).

Ahora bien, se ha encontrado que la corteza motora axial
proyecta principalmente al neosstriado mientras que la corteza
motora que inerva la parte distal de las extremidades proyecta a
otras estructuras subcorticales (Garcia-Ril} y cols, 1979). En
el mono, esta informacién que se proyecta al necestriado es
enviada también directamente al ndcleo pedunculopontino (Kuypers y
cols, 19€7), y existe un estudio en el cual se ha demostrado que
las inyecciones de aminofcidos tritiados en 1la corteza motora
axial del gato, produce marcaje de una Vvia que se proyecta al

ndcleo pedunculopontino (Garcia-Rill y cols,, 1984)



Con base en lo anterior, Garcia-Rill (1988) ha especulado que
laa estructuras antes mencionadas pueden estar involucradas en una
serie de {funciones gue 3on necesarias para el deseapefio de
secuencias de movimientos voluntarios, talea como la locomocidn,
1a cual requisre de un aje de referencia y un ajuste postural que

ex verificado constantemente durante el deaplazamiento,

@) Relacién con la fistopatologia extrapiramidal.

La enfermedad de Parkingon y la enfermedad de Alzheimer son
dos patologias que cursan con trastornos motores ¥y en las cuales

s¢ ha visto involucrado el RPP.

Los sintomas gue se presentan en la enfermedad de ParkKinson
.son, principalments, acinesia, rigidez, temblor en reposo, marcha
apresurada y piérdida de los reaflejos posturales (Bartholini,
1980}, La causa primaria de estas alteraciones es la degeneracién
de las neuronas dopaminérgicaa de la pars compacta de la
substancia ntgra (Hornykiewicz, 1972). La falta de inervacién
dopaminérgica del neoestriado, aparentemente altera el
funcionamiento dAe los ganglios Dbasales y consecuentemente sus
aalidas. Por ejemplo, los desérdenes en la locomocidn observados

en la enfermedad de Parkinson no parecen deberse a una alteracidn
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de los mecanismos de marcha como tales, sino a una deficiencia en
el control del desplazamiento del centro de gravedad corporal y a
una falla en los mecanismos de ajuste postural, 1lo cual
aparentemente involucra la salida de los ganglios basales al HPP
(Martin, 1967; citado por Garcia-Rill, 1986). Es importante
sefialar que en la enfermedad de ParKinson se ha observado la
pérdida de neuronas en la regisn del HPP (Papez, 1942; citado por
Beninato y Spencer, 1987}, 1o cual probablemente expligue 1la
reduccién de los niveles de acetiltransferasa de colina en la SH
de Jos pacientes parKinsénicos (Lloyd y cols, 1975 Javoy-Agid y
cols, 1981). Adem#is, el KPP ha sido sefialado como una fuente del
temblor en reposo caracteristico de esta enfermedad (Aronson Yy
cols.,, 1982} citado por Beninato y Spencer, 1{1987). Aunque
escasos, estos dltimos datos sugieren Que 1a proyeccién
colinérgica pedunculopontino-nigral podria tener un papel
significativo en el {funcionamiento de los ganglios basales y estar
involucrada en algunas alteraciones observadas en la enfermedad de

ParXinson.

En 1a enfermedad de Alzheimer, el sintoma clinico predominante
es la demencia, incluyendo deficiencias en la concentracién, en la
memoria reciente y pasada, asf como cambios en el comportamiento
{Semple y cols, 1982}, Generalmente se ha hecho ¥&nfasis en las
alteraciones cognoscitivas y en los disturbios psicolégicos de

esta enfermedad; sin emdargo, atn en etapas tempranas existen
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claros signos de rigidez y dificultades en el inicio Y
mantenimients de! ritmc en la locomocisn (Sisgren y cols, 1986)
La rigidez observada en estos pacientes ea diferente a la que ae
presenta en ja enfermedad de Parkinson, pero tambisn va acompafiada

de anormajidades posturales,

El elemento patolégico bisico en la enfermedad de Alzheimer es
la pérdida de neuronas colinérgicas en el ntcleo basal de Heynert
(¥hitehouse ¥y cols, 1981; Nagat ¥y cols, 1985). La consiguiente
reduccidn de 1a inervacidn colinérgica del hipocampo ¥y la corteza
frontal podria explicar las deficiencias cognoscitivas observadas
en estos piacientes (Semple y cols, 1382) n cambio, 1los
desérdenes motores y posturalea podrian explicarse por la pérdida
de neupronas colinérgicas del KPP y guizd del necestriado y 1la
corteza motora. De hecho, se ha sugerido que las nsuronas del EPP
podrian estar degeneradas en la enfarmedad de Alzheimer (Vincent y
cols,, 1983}, Baaicamente, estas dos enfermedades pueden influir
la orientacién espactal, el control del centro de gravedad
corporal ¥ el inicio y término de Jos eventos motores, afectando

1a via corteza-ganglios bDasales-HPP, a diferenies niveles,
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11. OBJETIVOS E HIPOTRSIS

En conjunto, estos datos apoyan la hipbétesis de que en la SH
existe un sistema colinérgico activo, que podria wmodular la
actividad del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Por 1lo tanto,
el primer objetive gque se planted para el desarrollo de este
trabajo fué investigar 3i la acetilcolina enddgena liberada por
las terminales colinérgicas en la substancia nigra puede modular
el recambio de dopamina en el neoestriado, estimado a través de la
produccidén de su metabolito mis inmedjiato, el 4cido
dinidroxifenilacético (DOPAC). Asi, nuestra primera hipdtesis fué

la siguiente:

Hipbdtesis 1) 81 las terminales colinérgicas en la substancia
nigra est&n acopladas funcionalmente a Jas neuronas
dopaminérgicas, la aplicacisn local de fisostigmina modificars 1a

concentracién de DOPAC en el necestriado.

Como segundoc objetivoc nos propusimos confirmar si las
terminales colinérgicas que regulan la actividad de las neuronas
dopaminérgicas tienen su origen en el ntcleo pedunculopontine, y

para ello planteamos la siguiente hipstesis:
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Hipétesis 2) 81 las tersinales colinérgicas que regulan la
actividad de las neuronas dopaminérgicas tienen su origen en el
ntcieo pedunculopontino, la estimulacién de este ndcleo mediante
1a administracién local de &cido Kafnico, dsbers modificar la
concentracién de DOPAC en el neocestriado. Este efecto debers
bloguearse con antagonistas colinirﬂ.ctu muscarinicos y/o

nicotinicos.
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111, DISRRO EXPERINENTAL

Para comprobar las hipétestis anteriores las series

experimentales realizadas fueron las siguientes:

1) Un grupo al cual se administrd fisostigmina por via
sistémica. La sefial de DOPAC se registrd voltametricamente en el
neocestriado (n = 5)

2) Un grupo al cual se adwministrd escopolamina (i.p.) Y
cuarenta minutos después, fisostigmina (s.c.),La 3efal de DOPAC se
registré voltamétricamente en el neoestriado (n = &)

3) Un grupo al cual se administrd escopolamina (i.p.) Y
cuarenta minutos después, un volumen equivalente de solucidn
salina (i.p.). La sefial Qe DOPAC se registrd voltamétricamente en
el neoeatriado (n = 6)

4) Un grupo al cual se administré pargilina (i.p) Yy cien
minutos después, fisostigmina (s.c.). La sefial de dopamina se
registrd por voltametria de pulso normal diferencial (n = 4).

$) Un ¢rupo al cual se administré {isostigmina en la
substancia nigra. La sefial de DOPAC se registrd voltamétricamente
en el neoestriado ipsilateral (n = 8)

o) Un grupo al cual se administrd {fisostigmina,

aproximadamente 500 pm por arriba de la substancia nigra. La
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sefial de DOPAC se registrd voltamétricamente en el neocestriado
ipsilateral (n = 8)

T Un ¢grupo al cual se administrd fisostigmina,
aproximadamente { mm por arriba de 1a substancia nigra. La sefial
de DOPAC se registré voltamétricamente en el neoestriado
ipsilateral (n = 3)

8) Un grupo al cual se administrd solucidn salina en 1la
substancia nigra y cuarenta minutos después, di-muscarina también
en la subdstancia aigra. La sefial de DOPAC se registrs
voltamétricamente en el neoestriado ipsilateral (n = S5)

9) Un grupo al cual se administrd pirenzepina en 1la substancia
nigra y cuarenta minutos después, pirenzepina + dl-muscarina
también en 1a substancia nigra. La sefal de DOPAC se registrd
voltamétiricamente en el neoestriado ipsilateral (n = &)

10) Un grupoe al cual se administrd AF DX-116 en la substancia
nigra y cuarenta minutos después, AP DX-i16 + dl-muscarina también
en la substancia pigra La sefial de DOPAC se registré
voltamétricamente en el necestriado ipsilateral (n = &)

1) Un grupo al cual se administrdé solucidn salina en el
nocleo pedunculopontino y cuarenta minutos después, &cido Kainico
también en el ndcleo pedunculopontino, La sefial de DOPAC se
registrd voltamétricamente en el neoestriado ipsilateral (n = §)

12) Un grupo al cual se administrd escopolamina (L.p) ¥
cuarenta w®minutos después, &cido Kainico en el ndcleo

Pedunculopontino. La sefial de DOPAC se registrd voltamétricamente
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en el neosstriado ipsilateral (n : &)

13) Un grupo al cual se administré mecamilamina (i.p.) Y
cuarenta minutos después, #£cido Kafnico en el ndcleo
pedunculopontinoe. La sefial de DOPAC se registré voltamétricamente

en €1 neoestriado ipsilateral (n = 3)

En todos los8 casos en que se administrd solucién asalina, ésta
fué isotdénica, con amortiguador de fosfatos (pH = 17.4) y el
volumen administrado en cada caso fué el mismo en que se aplicaron
los f&rmacos (0.5 1) Los registros voltamétricos se prolongaron
180 minutos después de la administracidén de los {firmacos. Bl
efecto de las manipulacicnes farmacolégicas sobre 1la concentracidén
de DOPAC se compard, entre los grupos experimentales, utilizando

la prueba no paramétrica U de Mann-whitney.
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IV, MATERIAL Y NETODOS

A} R) método de voltametria.

La voltametria se desarroll$ a partir de i{a polarografia
descubierta por Heyrovsky en 1924, quien obserwd que mediante la
aplicacitn de un voltaje a una solucidn quimica, se generadba una
corriente como consecuencia de 1a oxidacitn de los compuestos
disueltos, la cual podia usarse para medir 1la concentracidn de

dichas substanciaa (Stamford, 1985, 1(986).

Actualmente, &l procedimiento conaiste en aplicar un potencial
conocido a un electrodo hechio de carbdbono (electrodo de trabajo).
Bste potencial se aplica en relacién al voltaje estable
proporcionado por un electrodo de referencia (usualmente piata-
cloruro de pilata; ver la {figura 3). Cuando el potencial aplicado

al electrodo Ae trabajo al el pot ial de oxidaciétn de las

subsatancias presentes en el medio, se produce una corriente de
electronea hacia la superficie activa del electrodo de trabajo y
la magnitua de esta corriente es proporcional a la concentracisn
de 1las especies oxidables (Adams Yy Marsden, t982; Stamford, 1935,
1988). Ademis, se afiade al cirecuito un electrodo auxiliar para

eliminar corrientes contaminantea.

La corriente que fluye al electrodo de tradajo tiene dos
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l Aq/AqCIl

Amortiguador de fosfotos pH, 7.4
DOPAC (20 uM)
Ascdrbico (200 uM)

FIGURA 3
Circuito de voltametria con tres elsctrodos

A un electrodo de tradbajo (ET) se le aplica un potencial
conocido (E) coOn respecto a un electrodo de referencia
(ER). Cuando este potencial alcansa e} potenclal de
oxidacién de los compuestos en solucién, se genera una
corriente proporcional a su coacentracién, ta cual se mide
con un ampertmetro (A) Para evitar que esta corriente
atraviese el electrodo de referencia y modifique -su
potencial, se adade al circuito uan amplificador operacional
(AO) que - la antagoniza mediante Ja inyeccién de una
corriente opuesta a través de un electrodo auxiliar (EA).
DOPAC s &cido dihidroxifentlacético.
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componentes: la corriente de carga y la corriente de PFaraday. La
corriente de carga no estd relacionada con el proceso de oxidacidn
y reduccién y se debe a la doble capa eléctrica de la superficie
del electrodo (Adams y Marsden, 1982), En cambio, la corriente de
Faraday se debe al proceso de oxidacién Yy reduccién. La mayoria de
las técnicas voltamétricas estdn dirigidas a incrementar la
corriente de Faraday Yy reducir la corriente de carga (Stamfora,
1985), Una forma de lograr esto consiste en aplicar incrementos
lentos de wvoltaje, Ya que estos aumentan el cociente entre 1la
corriente de Faraday y la corriente de carga (la corriente de
Faraday es directamente proporcional a la rafz cuadrada de 1la
velocidad de incremento de voltaje, mientras que la corriente de

carga es directamente proporcional a esta dltima)

1) Cronoamperometria.

La forma de onda del potencial aplicado también determina la
rasto de la corriente de Faraday a la de carga. La forma de onda
mis aimple ez un pulso rectangular de voltaje. Rl voltaje es
incrementado instant&neamente hasta un potencial suficiente para
oxidar el componente bajo investigaciétn y se mantiene durante un
segundo aproximadamente (Adams Yy Marsden, 1982; Marsden y cols,
1988). La corriente muestra entonces una meseta transitoria

seguida de una caida a un nivel fijo Y se mide antes y al final
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del pulso de voltafje. Eate procedimiento conocido como
cronoamperometria tiene la ventaja de gue en la siguiente
aplicacién 4de un pulso de voltaje, la corriente de carga declina
m&s rapidamente gque la corriente de Faraday. Con este método
puesden obtenerse medidas adecuadas de la concentracién de las
subatancias oxidablea pero no permite discriminarias entre s3I, ea

decir tiene poca resclucién,

2) Voltametria de pulao Adiferencial.

La wvoltametria de pulsc diferencial (VPD) es wuna combinacisén
de la croncamperometria y de la voltametria de barride lineal.
Consiste en aplicar pequefios pulsoa rectangulares de voltaje sobre
una rampa de voltaje lineal (ver la figura #). Los pulsos
rectangulares son apicados tres veces por segundo Yy la corriente
generada al final del pulsc se resta de la corriente medida
inmediatamente antes de aplicario, La VPD obtiens 3su nombre del
hecho de gque 1a corriente de zalida es virtualmente una derivada
de 1a corriente de barrido lineal {(Stamford, 1985), Esta técnica
combina la principal ventaja de la croncamperometria (supreaitn de
la corriente de carga) con 1a resolucién de la voltametiria de
barrido lineal (Adams Yy WMaraden, i1982). Dado que genera picos, en

ver de mesetas, au resolucidn s muy alta.



VOLTAMETRIA DE PULSO OIFERENCIAL

POTENCIAL (V)

TIEMPO (s}

FiquRa 4
Principio gensral de la voltametria de pulso diferencial

A una rampa lineal de potencisl (Av} se le superponen
pulsos rectangulares ds amplitud ( AV) y duracisn (t)
constantes, con un perfodo (T). La diferencia de corriente
generada entre A y B por la oxidacién de los compuestos, es
una wmedida de su concentracién en 1a solucién.



3) Aplicaciones de la voltametria de puilso diferencial.

Las técnicaz electroquimicas para la medicidn in vivo de
neurotransmisores en el tejido cerebral han side aplicadas
egpecialmente a las catecolaminas y a los S5-hidroxiindoles, los
cuales son facilmente oxidables (Gonon Yy cols, 1980; donon, 1984;
Adams y HMarsden, §982; Marsden Yy cols, 1988). 8in embargo, las
mediciones aes complican por la presencia de otros compuestos
oxidables en el tejido cerebral, tales como el £cido ascérbico
(AA), cuya oxidacién puede enmascarar las sefialea de oxidacién de
las catecolaminas {(Gonon Yy cols, 1980), y el &£cido drico que
interfiere con la medicidn de los 5-hidroxiindoles (Marsden y
cols,, 1988). Afortunadamente, en la actualidad ya se han disefiado
técnicas que permiten separar las asefialex de oxidacién de los

catecoles de las del AA (Gonon Yy cola, 1980, {98ib).

En el presente trabajo se utilizé la técnica de voltametria de
pulso diferencial dsscrita por Gonon Y cols. (1980, 198ib). Estos
autores reportaron que el método de VPD en combinacién con
electrodos de fibra de carbono (ver la {igura §5) tratados
electroquimicamente (donon Yy cols, 1981), permite obtener sefiales
estables Yy reproducibles en las cuales los potenciales de
oxidacisn del AA Yy los catecoles son separados perfectamente (ver

1a figura 6), Con este método se ha reportado qQue el AA ¢ orxida
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de borosilicato
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Esquema de un electrodo de fidra de carbono
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a -5 mV ¥y los catecoles a +100 ®mV {(Gonon y cols, 1980, 1981b).
La sefial de oxidacién del acido Grico no interfiere con la ds los
catecoles, ya que su potencial de oxidacidn es cercano a +300 aVv
(Marsden Yy cols, 1988). S8Sin embargo, no es pPposidble discriminar
ias sefiales de oxidacién de la dopamina y su priancipal metabolito,
el ficido dihidroxifenilacético (DOPAC), porque ambos compuestos se
oxidan a un mismo potencial (Gonon ¥y cols, 1980) Puesto que en
el neoestriado la concentracién de DOPAC es aproximadamente mil
veces mayor que la concentracién de dopamina (Gonon y Buda, 19835),
esta técnica tiene el inconveniente de que @1 electrodo de fibra
de carbono detecta principalmente el DOPAC. Rsto se ha dewmostrado
experimentalmente bloqueando la formacidn de DOPAC mediante la
administracién de inhibidores de |a moncamincoxidasa (Gonon ¥y
cols, 1980). Ast, despuds de adainistrar pargiliina (715 wng/kKg,
1.p.) 1a sefial de oxidacién de las catecolaminas normaimente
desaparece en una hora {Gonon ¥y cols, 198ib). Utilizando esta
maniobra farmacoldgica, en combinacién con una variante de la VPD
conocida como voltametria de pulso norsal difersancial, Gonon Yy
Buda (1985) han logrado registrar la sefial de oxidacisn de la
dopamina en el neoestriado de 1la rata. En el presente tradbajo
nhemos utilizado este Gltimo mitodo para medir los cambios en la
concentraciétn de dopamina producidos Ppor la administracidn
subpcutiinea de {isostigmina. Sin emdargo, no 1o hewos empleado
sistemfticamente por las dificulatades técnicas gque implica,

especialmente el bajo porcentaje de ocasiones (¢ 20 %) en las
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cuales ez posible detectar la sefial de oxidacién de la dopamina.
En su lugar, hemos registrado los cambios en la concentracién
extracelular de DOPAC en e] neoestriado de ratas anestesiadas,
para investigar si las terminales colinérgicas que llegan a 1la
substancia nigra ejercen alguna influencia sobre la actividad de
la via dopaminérgica nigroestriatal, Aquf{ cabe mencionar que,
aunque se ha sugerido gue el DOPAC no es un buen Indice de la
neurotransmisién dopaminérgica (Comissiong, 1985; Vesterink,
1985), si es un buen indicador de]l recambio de la dopamina

{(Vesterink, 1985).

B) Pabricacién de los electrodos

Los electrodos para VPD ge fadbrican introduciendo una fibra de
carbén puro (diAmetro de 8 a 12 ym; Le carbone Lorraine, Ref. Agi.
10 000) en un tubo czpilar de borosilicato (Kimble, U.S.A. Ref. 46
485) que ha sido adelgazado en un extremo, del cual debe
sobresalir la fidbra de carbdbén aproximadamente entre 500 y 750 ym
(Ponchon Yy cols, 1979). Posteriormente el tubo capilar se llena
con una pasta hecha de una mezcla de polvo de carbdn (particulas
de 1 pm de difmetro; (Ultra Cardsn Corp. Ml, US.A, Ref. UCP { N)
y resina poliéster (Bscil, Sody 33), la cual es empacada a presién
con 1a ayuda de un alambre de cobre (ver Ja figura B5)

Finalmente, 108 electrodos se dejan resposar 12 horas a temperatura



amhiente y posteriormente {2 horas a 80 ¢ para favorecer 1la
polimerizacién de la resina (donon Yy cols, 198fb).

Estos electrodos tienen 1a siguientes ventajas: producen un
datio tisular minimo porque sy difmetro es muy pequefic y sin
embargo, la superficie electiroactiva proporcionada por la punta
que sobresale del! capilar de vidrio, es lo suficientemente grande
como Ppara registrar corrientes de oxidacién de pequefias
contentraciones de substancias.

8e ha reportado que una ver implantados en el tejido cerebral,
los electrodos de #ibra de carbono, en combinacién con la VPD,
retienen su sensibilidad al DOPAC por un tiempo miximo de 8 horas
(Marsden Yy cols, 1988}, Por lo tanto, su principal desventaja es
que no pueden utilizarse para efectuar registros por perfodos

prolongados,

C) Tratamiento electroquimico de los slectrodos

Los electrodos de {fibra de carbono requieren de un tratamiento
electrogquimico (Gonon y cola, 1988, {984) para poder dizcriminar
la corriente de oxidacidén de los catecoles de 1a dei &cido
azcérdico, el cuat es muy abundante en el neosstriado. Para tai
efecto, la punta de carbono del elecirodo de trabajo es sumergida
en un amortiguador de fosfatos (pH = 7.4) junto con losa electrodos

de referencia y ausxiliar (ver la figura 3), ¥y a través de esta



soluciébn se aplican los sigujentes pulsos de corriente generados

con un voltimetro (Tacusse)l, Mod. PRAG 5 Lyon, Francia)

1. Pulsos +triangulares de 70 Hz de 006 a 28 V; con una

intensidad de corriente de 250 pA, durante 20 s.

2., Un pulso de corriente directa de -074 V; con una

intensidad de corriente de 5 pA, durante 5 s

3. Un pulso de corriente directa de 155 V; con una intensidad

de corriente de 5 pA, durante 5 s,

D) Calidbracién de los electrodos

Los electrodos asf tratados son calibrados in vitro {(ver la
figura 3), sumergiendo 1a punta de carbono en el amortiguador de
fosfatos al cual se le han afiadido DOPAC (20 pyM) y #£cido ascérdbico
(200 yM). Los electrodos de referencia y auxiliar se sumergen en
1a misma solucién Yy se aplica una rampa de potencial de -240 a
+180 mV (velocidad de incremento: {0 mV/s), a la cual se le
superponen pulsos rectangulares de 50 mV de amplitud y 40 ms de
duracisdn, con un periodo de 200 ms (Qonon Yy cols., 198ib). Con
estos parfimetros se ha observado que el potencial de oxidacién del

AA es de aproximadamente -50 mV y el del DOPAC de +100 mV {(Gonon y
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cols., 1980, 1981tb). Durante 1la calibracién {n vitro las rampas de
potencial se aplican cada dos minutos hasta que la sefial de
ogidacidn del DOPAC permanece estadble (Gonon Yy cols, 198ib). Como
puede observarse en la figura 8, se requiere de la aplicacién de
varias rampas de potencial antes de que se estabilice la sefial.
Por 10 tanto, estos electrodos no miden instantaneamente la
concentracién de catecolaminas en el medio, pues su constante de
tiempo es de varios minutos (ver la figura 7). Una vez
estabilizada 1la sefial de oxidacién, esta es directamente
proporcional a la concentraciétn de DOPAC en la solucisén, en el

rango de { a %0 pPM (donon y cols, i§98ib).

En el caso de la dopamina, los electrodos se sumergieron en
una solucisén con dopamina (20-100 nM) y &cido ascérbico (200 yH).
Bn estas condiciones, se aplicaron rampas de potencial de -230 a
+240 @mV, en el modo de voltametria de pulso normal diferencial, el
cual incrementa 1a sensibilidad para las catecolaminas (Gonon ¥
cols,, §984). Los parSmetros fueron loa siguientes: velocidad de
incremento de voltaje, 4 mV/s; d4uracién del prepulso, 70 ws;
pulsos de medicién de 30 mV de amplitud y 40 ma de duracisn, con

un periodo de 400 ms (Gonon Yy Buda, {985)
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Calidracién in vitro de los electrodos de #ibra de carbono

Inicialmante, loa tres electrodos s¢ sumergen sn una
solucién salina amortiguada (figura 3) y se aplica una
rampa ds potencia)l (figura &) obteniéndose el registro
voltamétirico Dbasal (A Posteriormente se afiaden e@ &cido
dihidrozifenilacético (DOPAC, 20 uM} Y €1 Scido ascirbico
(200 yM) y se aplican las rampas de potencial cada dos
minutos, hasta gque la &sltura de los picos permanece
constante. Obsérvess que a3 nacesaric apiicar varias
rampas ds potencial antes de que las sefiales Ppearmanezcan
estadbles. En eate caso, e potencial de oxidacién del
Scido ascérbico fué de -100 mV y el del DOPAC de +30 mV
(area socmbreada) Por dltimo (B}, los selectrodos e
sumergen ds nuevo sn la solucidn salina ain Jos compuestos
oxidadles y se aplican varias rampas de potsncial para
eliminar las sefiales residuales debidas a 1a sxdsorcidn de
los compusstos 2 la superficie de 1ia £idbra de cardono
{flecha)
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FIGURA 7

dad de ¢ 2 de los alectrodos de £fidra de
urhou utilizados ll la voltametriz de puise diferencial

Los elsctrodos fueron calibrados tal como ae describe
en 1a figura 6. Ean la grifica A, la corriente de oxidacién
del DOPAC ae pressnta como funcién de las rampas de
potencial aplicadas 3 intervalos de doz minutos. La
corriente fué pormalizada expresindola en pA por v  qe
superiicie de 1)a ¢idbra de carbono que sobresaifa del tubo
capiiar. Para cailcular 1a superficie ae supuszo que Jas
fibras tisnen un diimetro promedic de 10 ym. En la grifics
B, la corriente des oxidacién ase oxpresa como el logaritmo
de Ja diferencia entrs ia corrientes medida cuando la sedal
ya ss ha estadbilizado (Ig) y la corriente registrada en los
pulsos precedentes (I). Las medias se dispusieron en una
fines precta con un solo componente. La constante de tismpo
{*) se calcuié a partir de la pendiente. En  ambas
grificas, cada punto rapresenta la Media 3 el error
sstindar de mediciones efectuadas en cinco electrodos.
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B) Mediciones de DOPAC en el neoestriado

Las mediciones de DOPAC reportadas en este trabajo <fueron
efectuadas en el nscestriado derecho de ratas machos de la cepa
Wistasr (290-320 g), anestesiadas con hidrato de cloral (300 mg/Xg
1.p.} ¥ mantenidas bajo aneatexia con inyecciones adicionales
(aproximadamente /4 de la dosis inictal cada #%0-50 wminutos). Loa
animalea fueron colocados en un aparatc esterectdxico con la barra
de jos incisivos situada a 3.3 mm por debajo del nivel de las
barras auriculares. Como punto de refersncia para implantar los
electrodos y las chnulas se ut{lizd bregma, ya que se ha reportado
qie en ratas con diferente peso existe menos variacién en la
poaicidn de Jos nficieos ceredbrales con respecto a este punto que
con referencia a la linea interauricular (Whishaw y cols, 1377}
Después de efectuar una trepanacién y de romper cuidadosamentie la
duramadre, los electrodos de fibra de cardbono fusron implantados
en las siguientes coordenadas: con referencia a bregma, AP = 5
mm ML = -28 mm, ¥ con referencia a la superficie de la corteza
ceredbral; los electrodos se hicieron descender hasta gue se obtuvo
la mixima sefial de DOPAC, normalmente a -& & ~4% mm (ver la
figurs 8). Los electrodos de referencia y auxiliar se colocaron

subcutaneamente, en una incisién practicada en la piel del cuello,
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FIGURA 8

Esquema de la preparacién para la medicién del DOPAC en
el necestriado de 1a rata anestesiada

Representacitén esquemitica de un corte sagital del
ceredro de Ja rata en 6] que se flustra la via
dopaminérgica nigro-estriatal, La punta de 2idbra de
carbono del electrodo de trabajo se implanta en el
nsoestriado (area sombdbreada). Los 24irmacos se administran
directamente en la substancia negra a través de una csnula
de inyeccién, que se coloca en posicién con la ayuda de una
cinula guia fijada al crineo. Los slectrodos de referencia
Y auxiliar (no ilustrados) se sittan subcutineamente a
través de wuna incisién practicada en 1la pisl del cuello.
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El DOPAC se midié en el modo de voltametria de pulso
diferencial con 1los mismos pardmetros utilizados durante la
calibracisn {n vitro. Una vez obtenida la sefial de DOPAC, se
efectuaron regisiros cada 2.5 minutos hasta que la altura del pico
tuve variaciones menores det 10 7. Normalmente, el tiempo
necesario para la estabilizacién de la aefial de DOPAC fué de 90
minutos. A partir de este momento se tomd un registro basal de 40
minutos antes de efectuar las manipulaciones farmacoldgicas. Para
evitar grandes fluctuaciones de la sefial, la temperatura rectal de
los animales gse mantuvo entre 37 y 38 «C durante todo e}

experimento.

Hosotros hemos observado que la sefial de DOPAC comienza a
disminuir aprokimadamente cuatro horas después de iniciado el
registro basal. Eas posible que esta reduccitn se deba a una
pérdida gradual de la sensidbilidad, que se ha observado con esta
clase de electrodos (Marsden y cola, 1988). Sin embargo, tampoco
podemos descartar que la reduccidn de la sefial se deba a una
reduccién real de la concentracién de DOPAC como consecuencia del

perfodo prolongado de anestesia.

F) Hedicisn de dopamina en el neosstriado

La dopamina se midié en el neoestriado de ratas en las cuales



ss inhibid 1z formacidn de DOPAC mediante la administracién de
pargilina (375 mg/Kg¢ L.p.) una hora antes de implantar los
slsctrodos, Aungque esta dosis equivale a 1a mitad de la reportada
{Gonon ¥ ~cols., 1984; donon y Buda, 1985%), nosotros hemos
encontrado que es guficiente para eliminar totalmente la sefial de
DOPAC en o1 perfcdo de una hora., HNizx afin, con esta dosis de
pargilina, 1a vida medis con 1A cual desaparece el DOPAC ({16 ¢
1.4 min; n : 3} es muy semejanie a la que ae ha observado (92 @

02 min; n = 6) con 1a Adoais de 75 mg/Xy (donom Yy cols, 1381b).

Para registrar 1a sefial de oxidaciétn de la dopamina, los
electrodos fueron tmplantados en las mismas coordenadas utilizadas
Para registrar el DOPAC y se utilizé el modo de voltametria de
pulso normal diferencial, con 1lo3 mismos parsimetiros empleados
durante 1a calibracidp Ain vitro. Loa registros se efectuaron cada
235 minutos hasta que la sefial se estabilizé (normalmente 30
minutos). A Aiferencia del DOPAC, la seflal de oxidacitn de la
dopamina tuvo més fluctuaciones en condiciones baszales (1 306 %) y
también después de adminiatrar Z2isostigmina, Otro aspecto
importante fus que la sensibilidad de loa electrodos a la dopamina
se perdib totalmente Aespués de tres horas de registro, de manera

similar a lo reportado (Gounon, i987)
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Q) Implantacisén de las canulas

A aquellos animales a los cuales se les administraron drogas
directamente en la substancia nfgra o en el nficleo
pedunculopontino, se les implantd una cénula metslica de 125 mm
de longitud y 0.45 mm de dismetro externo, que sairvié como guia
para introducir una cfnula de inyeccidn a través de la cual se
aplicaron los firmacos (ver la figura 8) Para tal efecto, las
ratas fueron anestesiadaz con hidrato de cloral (300 mg/EKg Lip) Y
colocadas en un aparato estereotfxico, con 3ia barra de los
inciaivos situada también a 33 mm por debajo del nivel de las
barras auriculares. La punta de la cénula guia se situé a 2 mm por
arriba de la substancia nigra del lado derecho, en las siguientes
coordenadas: con referencia a Dbregma: AP = -52 mm y ML = -24 mm
Y con referencia a la superficie de la corteza cerebral, DV : -49
mm. En el caso del nfcleo pedunculopontinoc las coordenadas fueron:
con referencia a bregma, AP = -8 mm y ML = -24 mm, Y con
referencia a la superficie de la corteza cerebral, DV = -85 mm.
Una vez implantada, se esperaron por lo menos siete dfas para que
los animales se recuperaran del trauma quirdrgico antes de

efectuar los experimentos de voltametria.

42



#) Ristologfa

Al  finalizar cada experimento, se produjo una leaiétn
electrolftica en el attio de registro mediante 1a aplicacién de
pulsos triangulares de 0 a 3 V, con una {recuencia de 70 Hz, una
intensidad de 0425 pA y una duracidn de 60 a 90 sgegundos.
Posteriormente las ratas fueron perfundidas por via intracardiaca
con 20 ol de solucidn salina isoténica (HacCi, 0.9 %), seguidos de
80 ml de amortiguador de fosfatos (PH : T7.4) con formaldenido al
104, La fijacitn de los cerebros se complets sumergibndolos en
esta misma solucidn durante varios dsas, antes de efectuar cortes
coronales de 60 ym con un wvibratomo, Los cortes fueron montados
en lfminas portaobjetos con la ayuda de una solucién de gelatina
al 02 % y etanol al 80 7. Despuds de varios dilas, los cortes
fueron tefiidos con violeta de cresilo (tincidn de WNissl) y 8e
identificd el sitio del neoestriado en donde se registrd el DOPAC,
asf comop la regién de la zubstancia nigra y et ntcleo
pedunculopontino en donde se administraron los fLrmacos. Con el
propésito de localizar con mayor precisién los sitios de
apitcacitn de los fAhrmacos, se hicieron reconstrucciones seriadas
de ambpos ndcleos, con 1la ayuda de dibujos de los cortes
nistolégicos. los sitios de inyeccidn reportados en la seccién de
Resultados se ilustran sobre diagramas del atlas de Paxinos y

Watson (1982).
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1) Drogas

Laa siguientes substancias {fueron obtenidas de la compafifa
Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, U.8.A) sulfato de
f#isostigmina, Dbromhidrato de escopolamina, clorhidrato de
mecamilamina, clorhidrato de dl-muscarina y . gamma-butirolactona.
El biclorhidrato de pirenzepina (compuesto L-S 519) y el compuesto
AF-DX 116 fueron un donativo de la compafita farmacéutica Dr. EKarl
Thomae GmbH (Repdblica Federal de Alemania)) En todos los casos

las dosis se calcularon con respecto a la base libre de la drofa.

J) An&lisis estadistico

La prueba U de Mann-Whitney se usd para comparar los cambios
en la concentracidn de DOPAC producidos por los firmacos entre
grupos experimentales independientes, cuandoc la prueba P de
Snedecor revels que las varianzas no eran homogéneas (Downie Yy
Heath, 1970). Para analizar el curso temporal del efectoc de la
fisostigmina aplicada por via sistémica o lacal, se uso la prueba
t de Student para datos correlacionados (pareados). Todos los

valores reportados corresponden a las medias ¢ el error estindar.



V. RRSULTADOS

A) Rfecto ds la {fisostigmina aplicada por via sistémica sobre
1a concentracién de dopasina y DOPAC en ¢l neocestriado de la

rata anestesiada

Inicialmente se estudid el efecto de la fisostigmina aplicada
por via sistémica, para determinar si la acetilcolina endégena
iiberada espontaneamente podria modificar la concentraciétn de
DOPAC y dopamina en el neosstriado. La adainistracidn » de
fisostigmina (0.5 pg/0.5 1) por via subcutiénea causd un ripido
incremento en 1a concentracidn de DOPAC extracelular en el
neoestriado (ver la {figura 9). El incremento fue significativo 10
minutos despudés de la administracidén de la droga, alcanzé su
efecto mEximo a los T2 minutos y dejd de ser significativo a los
180 minutos (P < 0.05 compar&ndolo con la corriente de oxidacidn
en el tiempo ceéro; t de B8tudent pareada). Bl efecto de 1a
fisostigmina se Dbloqued totalmente con escopolasina (3 mg/Kg,
1.p.) administrada 40 minutos antes (ver la {figura 10} La
escopolamina administrada en esta dosis, por st sola no nodlﬂcb_

la concentracién basal de DOPAC en el necestriado.

Un efecto semejante se obtuvo mediante 1la administraciétn de
figostigmina (0.5 yg/ 05 1) por via sistémica, sobres la

concentracién extraceiular de dopamina en el neoastriado de ratas
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Registros voltamétricos del &cido ascérbdico y el DOPAC
en el neoestriado de la rata anestesiada

Bfecto de Ila fisostigmina y su bloqueo con escopolamina

El DOPAC (area sombreada) y @1 &cido ascérbico se
midieron con @) método de voltametria de pulso diferencial.
Los electrodos fueron calidrados d{n witro antes de
implantarios en @1 neoestriado dsrecho. A} Registros
voltamétricos en una rata a Ja cual se le administrd
fisostigaina (Pis, 05 wmg/kp) por via subcuténea. B)
Registros voltamétricos en una rata que {fué tratada con
escopolamina (Bacop, S ®mg/Kg, 1.p) cuarenta minutos antes
de administrar la fisostigmina. La escala de tiempo (min)
o8 jgual para A Y B

45-A



Fisostigmina por via subcutdnes
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FIGURA 10

Efecto de 1a tfisostigmina aplicada por via sistémica sobre
la concentracién de DOPAC en el neoestriado de la rata
anestesiada

Et DOPAC se registré con la técnica de voltametria de
pulso diferencial, Los electrodos, con ¢ibras de carbono
de = 8500 ym de longitud, fueron impiantados en el
neocestriado derecho de ratas anestesiadas con hidrato de
cloral (300 mg/kg, P Después de tomar un pregistro
basal, a un grupo de animajles se les administrs
fisostigmina (0.5 mg/kg, s.c.) en el minuto cero, sedalado
por la flecha. A los otros dos grupos se les administrd
escopolamina (5 mg/kg, 1.p.) cuarenta minutos antes que 1la
fisostigmina © el vehiculo (soluciénm de NaCl al 0.9%
sl/Kg, s.c) La concentracidn basal ®Sedia de DOPAC en los
grupos experimentales fué: fisostigmina (@), 135 ¢ 0.7 pH
{n = 8); escopolamina + fisostigmina (A) 153 ¢t {18 pH
(n = &) escopolamina + salina (0), 9.2 ¢t L9 pH (n = 3)
Los resultados se expresan como porcentaje del promedio de
la altura de 1a wsedal de DOPAC de los dies registros
previos a la administracién de flsostigmina o solucién
salina. Los puntos representan la media 3% el error
estindar del ntmero de experimentos indicados  entre
parénteatis.
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tratadas con pargilina (37.5 mg/E¢ i.p.) una hora antes El efecto
miximo en la concentracién de dopamina ze alcanzd mfs rapidamente
Yy tuvo una duracién menor en comparacisn con los cambios en la

concentracidn de DOPAC (ver la figura if).

B) Efecto de la fisostigmina aplicada en la substancia nlgra

sobre la concentracién de DOPAC en el neoestriado

La administracién de 1a fisostigmina por via sistémica no
permite saber a qué nivel del sistema nigroestriatal ejerce su
efecto la acetilcolina. Esta podria estar actuando directamente
sobre las neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra o bien
sobre la terminal dopaminérgica en el neoestriado, incrementando
en ambos la casos concentracisén de DOPAC en el neoestriado. Por
tanto era necesario administrar la fisostigmina localmente en 1la
substancia nigra En la rata anestesjada, la <fisostigmina (0.75 ug
de base libre) aplicada en la substancia aigra causé un incremento
de la concentracitn de DOPAC en e! necestriado ipsilateral (ver 1la
figura 12). Cuando la c&nula de inyecciétn se encontré en la
vecindad de la SNc la magnitud del efectc fué mayor que cuando se
hallaba més distante (ver la figura 13). En el primer caso el
efecto fué significativo desde Jos 10 minutos de iniciada la
administracién de fisostigmina, alcanzd su efecto miximo a los 30

minutos, y dejd de ser significativo a loz 130 minutos (P ¢ 0.05
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Figura 11

Bfecto de la fisostigmina aplicada por via sistémica sobre la
concentracisén de dopamina en el neoestriado de ]la rata anestesiada

Comparacidn con el curso temporal de la zefial de DOPAC

La dopamina se registrd con la técnica de voltametria de puilso
normal diferencial. Los elactrodos de fibra de carbonc fueron
implantados en el neocestriado derecho de ratas anestesiadas con
hidrato de cloral (300 mg/Eg, L.p.). Una hora antes de injiciar 1los
registros, los animales fueron tratados con pargilina (375 mg/Kg
i.p), Para inhibir 1la formacién Qe DOPAC. La concentracidn basal
de dopamina, calculada a partir de 1a calibracidn Ln vitro, fué de
24 ¢ 40 nM (n = 4) Después de ¢tomar un registro basal se
administrs la fisostigmina (Fisost, 0.5 mg/Kg) por via
subcutinea, Los resuyltados se expresan como porcentaje del
promedio de la sefial de dopamina del registro basal. Cada punto
representa la media ¢ el error estfndar del ntmero de experimentos
indicado entre paréntesis, Los datocs de la curva de DOPAC son los
mismos que los de la figura {0 y fueron obtenidos en otro grupo de
animales. .
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FIGURA 12

Registros voltamétricos del DOPAC en el neoestriado
durante la inhibicién de las AChEs en 1a substancia uvegra

El DOPAC se midié con la técnica de voltametria .de
pulso diferencial en 1a s3ona delimitada con una linea
discontinua en e diagrama del neoestriado derecho (Bregma,
0T mm) £n  estos registros no se ilustra 1a sehal del
Scido ascérdico, En el minuto cero se administraron 0.15
¥g de {fisostigmina en la 3zona delimitada por una lfnea
discontinua en el dlagrama de la substancia negra (Bregma,
~58 mm). SHc = pars compacta; SHr = pars reticulata,
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Figura 13

Efecto de la fisostigmina aplicada en la substancia nigra
sobre la concentracibn de DOPAC en el neoestriado de la rata
anestesiada

El DOPAC se registrd con la técnica de voltametria de pulso
diferencial. Los electrodos de fibra de carbono fueron implantados
en el neoestriads derecho de ratas anestesiadas con hidratoe de
cloral (300 mg/Kg, 1.p.). A) despusds de tomar un regisiroe bdasal, a
un primer grupe de animales (@) se les adminisird a través de una
cinula metslica, 0.75 pg de <isostigmina disueitos en 05 p1 de
solucién salina (pH, 7.4), en un periodo de 5 minutes en la
substancia nigra ipsilateral cerca de la pars compacta. A un
segundo grupo (0O) se les aplicét la misma dosis de {fisostigmina
pero a s 500 pm de distancla de 1a sudbstancia nigra, Al tercer
grupo (A) se les administrd la fisostigmina i mm por arriba de ia
substancia nigra. El promedio d4e la concentracidn Dbasal de DOPAC
de los grupos ftus: (@) &0 ¢t T yM (n = Sj (O) 29 ¢ 3 (n = By
(A), 27 ¢ 4, (n = 3). Los resuliados se expresan como porcentaje
del promedlo de la altura 4e la sefial de DOPAC de los 17 registros
previos a Ja administracién de la fisostigmina. Los puntos
representan la medla ¢ el error estindar del nidmero de
experimentos sefialado entre paréntesis. B) Diagramas del atlas de
Paxinos y Watson (1982) en donde se {ndican con simbolos los
sitios de registro del DOPAC en el neoestriado (Bregma, 1.2 y O7
mm) 7 108 sitics Qe aplicacidn de 1la fisestigmina en la substancia
nigra (Bregma, -5.3 y -58 mm). SNc : pars compacta; SNr : pars
reticulata.
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compargndolo con la corriente de oxidacién en el tiempo cero, t de
Student pareada. Al comparar los tres grupos experimentales se
obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05) con la prueba U
de Mann-Whitney. En la figura 13, los asteriscos indican los
valores donde se encontraron diferencias significativas ail
comparar el grupo en el que se observé un efecto miximo en la
concentracién de DOPAC con aquel en el cual se observsd un efecto

parcial.

C) Rfecto de la dl-muscarina aplicada en la substancia nigra

sobre la concentracién de DOPAC en el necestriado

Bl efecto de la {fisostigmina administrada localaente en la
substancia nigra sugiere que la acetilcolina endsdgena liberada
espontaneamente a este nivel podria estar regulando la actividad
de] sistema dopaminérgico nigroeatriatal y se optd por un estudio
farmacolégico para dqeterminar qué tipo de receptor podria estar
mediando el efecto de la acetilcolina, La adminisztraciétn del
agonista muscarinico, dl-muscarina (05 yg de base lidbre} en la
substancia nfgra de la rata anesteslada causé un incremento de la
concentracién de DOPAC en el neoestriado ipsilateral (ver la
figura i4). Este efecto fué significativo dexzde los 20 minutos Qe

iniciada la administracién de la dl-muscarina y alcanzé su méximo
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Figura 14

Efecto de 1a dl-muscarina aplicada en la substancia nigra
sobre la concentracién de DOPAC en el neoestriado de la rata
anestesiada

El DOPAC se registrd con la técnica de voltametria de pulso
diferencial. Los electrodos de £idbra de carbono fueron
implantados en el neocestriado derecho de ratas anestesiadas con
hidrato de cloral (300 mg/Kg, i.p.) A) Después de tomar un
registro basal, los firmacos fueron aplicados directamente en 1la
subastancia nigra, disueltos en 05 pl de solucién salina (pH 7.4),
en un pericdo de 5 minutos., A} primer grupo de animales (@) se
les adminisiré inicialmente 05 yl de solucién salina y 40 minutos
después, dl-muscarina (05 pg, base 1libre) Al segundo grupo (Q)
se les administré pirenzepina (I pg, base libre) y 40 minutos
después, pirenzepina (I pg) + dl-muscarina (0.5 ug). Al tercer
grupo (A) se les aplicd AF DX-116 (I pg, base libre) y 40 minutos
después AF DX-i16 + dl-muscarina (05 pg) La concentracién basal
media de DOPAC en los grupos experimentales fué: salina + di-
muscarina, 21 ¢ 2 pyH (n = §) pirenzepina + dl-muscarina, 20 ¢ 3
PH (n = &), AF DX-118 + dl-muscarina, 23 ¢ & yH (n = 4) Los
resultados se expresan como porcentaje del promedio de la altura
de la. sefial de DOFAC de los 17 registros previos a la primera
administracién (A). Los puntos representan 1a media ¢ el error
estindar del ndmero de experimentos realizados en cada grupo.
B) Diagramas del atlas estreotixico de Paxinos y Vatson (i982) en
donde se indican con sfmbolos loz sitios del neoestriado (Neo) en
donde se registrd el DOPAC (bregma, 0.7 y 4.2 mm), asf como los
sitios de la substancia nigra en donde se aplicaron los férmacos
{bregma, -53 y -5.8) S8Nc : substancia nigra compacta; SNr =
substancia nigra reticulada.
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valor a los 30 minutos (123 ¢ & Y¥). Bl efecto de la dl-muscarina
se Dloqued totalmente con pirenzepina (1 pg), un antagonista
muscarinico My, el cual por sf solo no modificét los niveles
basales de DOPAC en el neoestriado. En cambio, el compuesto AF-DX
116, un antagonista muscarinico Mp, no bloqued el efecto de la dl-
muscarina administrada en 1a substancia nigraCon el propdsito
de comparar potencias, las dosis de pirenzepina Y AF-DX 1i6 fueron
equimolares. En la figura 34, los asteriscos indican los valores
en donde se encontraron diferencias significativas (P 0.085), al
comparar el grupo en el cual se administré solucidn salina + dl-
muscarina contra los dos grupos restantes (prueba U de Hann-

Wnitner)

En la {figura {5 se muestra el resultado de un eszparimento
individual en el cual puede observarse dque la aplicacién del
compuesto McH-A-343 (un agonista selectivo My} en 1la substancia
nigra, mimetizd el efecto de la dl-muscarina aplicada previamente.
Este resultado refuerza la hipdtesis de que el subtipc de receptor
muscarinico que esti mediando el incremento de la actividad de la
via nigroestriatal, es el My, La diferencia en 1a magnitud del
efecto producido por 1la dl-muscarina y por el MHcH-A-343 puede
deberse a una diferencia en la potencia de los firmacos, o bien,
al hecho de el tiempo de registiro transcurridc pudo haber causado

una desensibilizacidén del electrodo.
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Pigura 15

Efecto del compuesto NcE-A-343 aplicado en la substancia nigra,
sobre la concentracién de DOPAC en el neoestriado

Esta gr&fica representa un experimento individual en el cual
el DOPAC se registré con 1la técnica de voltametrfa de pulso
diferencial. E1 electrodo de {fibra de carbsn fué implantado en el
neoestriado derecho de una rata anestesiada con hidrato de cloral
(300 mg/Kg, 1.p.). Después de tomar un registro basal de cuarenta
minutos, se administraron 05 pl de solucidn salina en el
tiempo cero, Cuarenta minutos después se aplicaron 05 pg de dl-
muscarina y tres horas m&s tarde { pg del compuesto McR-A-343, un
agonista My, Tanto la solucistn salina como los firmacos fueron
administrados en la substancia nigra ipsilateral. Bstos dltimos
fueron disueltos en 05 yl de solucién salina (pH = 7T4) 7y
aplicados durante un perfodo de 5 minutos. La concentracién basal
media de DOPAC fué de 17 pM.
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D) Rfecto del &cido Kainico aplicado en el nficleo
pedunculopontino sobre 1a concentracién de DOPAC en &l

neoestriado

l.a aplicacidn de &cido Kainico (0.5 yg) en la regidn del
ndcleo pedunculopontino causé un ripido incremento en la
concentracién de DOPAC en el neoestriado, alcanzando el efecto
niximo (163 ¢t 6 ¥) a los 120 minutos de su aplicacidn (ver 1la
figura 6). Este efecto {fué Dbloqueado parcialmente con el
antagonista muscarinico, escopolamina (5 mg/Kg 1i.p) administrada
40 minutos antes de aplicar el &cido Kainico. Bl efecto de
blogqueo dejd de ser significativo a los 70 wminutos. Por otro
lado, el antagonista nicotinico mecamilamina (& mg/KE L.p) no
1inhibi6é6 el efecto del 4cido Kainico. EBn la dfigura 16, los
asteriscos sefialan los valores en 1los cuales se encontraron
diferencias significativas al comparar el grupo al cual se
adwministrd solucidn salina + #cido Kainico con los dos grupos

restantes (prueba U de Hann-Whitney)
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Pigura 16

Rfecto del fcido Kkafnico aplicado en e] neécleo peduncuiopontine
sobre 1a concentracién de DOPAC en el nesoestriado de la rata
anestesiada

El DOPAC se registré con la técnica de voltametria de pulso
diferencial. Los electrodos de £ibra de carbono fueron implantados
en €] neoestriado derecho de ratas anestesiadas con hidrato de
cloral (300 mg/Kg, i.p.). A) Después de tomar un registro basal,
a un primer grupo de animales (@) se les administrd, en el tiempo
cero, 05 pl de solucién salina y 40 minutos después, 05 pg de
&cido Kafnico disueltos en 0.5 pl de solucién salina (pH 7.4)
sobre el ndcleo pedunculopontino, durante un periodo de 5 minutos.
Al segundo grupc (Q) se les aplicd escopolamina (5 mg/Kg, 1i.p)
#0 minutos antes de la administracién del Kainato. Al tercer grupo
(D) se les administrs mecamilamina (3 mg/Kg, 1.P.) #0 minutos
antes de la administracién del Kainato. La concentracién Dbasal
media de DOPAC en los grupos experimentales fué: &cido Kainico, 35
¢ 2 p¥ (n = 8); escopolamina + 4&cido Kainico, 48 ¢ 2 PH (n = &)
mecamilamina ¢ &cido Kasnico, 28 ¢ 7 yM (n = 3). Los resultados
se expresan como promedic de la altura de )a sefial de DOPAC de los
17 registros previos a la primera administracién (0). Los puntos
representan 1la .media ¢ el error estindar del ndmero de
experimentos realizados en cada grupo. B) Diagramas del atlas de
Paxinos y Watson (1982) en donde se indican los sitios de registro
del DOPAC en el neoestriado (Bregma, 1.7, 1.2 Yy 07) y los sitios
de aplicacién del #£cido Kalinico en el nticleo pedunculopontino
{Bregma -7.8 y -83)
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K} Rfectos del! haloperidol y la gamsa-dutirciactona administrados

siztemicamente sobre la concentracién de DOPAC en &) peosstiriado

La adaointistracién de haloperidol (0.25 wmg/ky) por via
intraperitoneal, causé un rdpido incremento en los niveles de
DOPAC en el neocestriado {(var la figura I7), alcanzando un valor de
242 ¢ (2 ¥ a los 60 minutos. Por otra parte, la gampa-
butirolactona (700 mg/Kg), administrada por via intrapsritoneal
cauab un decrsmnento en los niveles de DOPAC en el neocestriado, que
alcanzé un minimo de 58 t 6 % cuarenta minutos después de su

aplicacién,
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Pigura 1Y

Bfectos del haloperidol y la gamma-dbutirolactona sobre 1la
concentracidn de DOPAC en el neoestriado

El DOPAC se registrsd con la técnica de voltametria d4de pulso
diferencial. Los electrodos de fibra de carbono fueron implantados
en el neoestriado derecho de ratas anestesiadas con hidrato de
cloral (300 mg/E¢, L.P.). Después de tomar un registro basal, a
un primer grupo d4ae animales (O) se les administrd haloperidol
(0.25 mg/Kg, 1.p) en el tiempo cero. El segundo grupo (@) fué
tratado con gamma-butirolactona (700 mg/Kg, 1.p.). La
concentracién basal media de DOPAC en los grupos experimentales
fus: haloperidol, 10 ¢ & yM (n = 4); gamma-dbutirolactona, 23 ¢ 5
M (n = 4). Los resultados se expresan como Ppromedic de la altura
de la sefial de DOPAC de 1los 17 registros previos a 1la
administracién de los farmacos, Los puntos representan la media ¢
el error estindar de! namero de egperimentos sefialados entre
parénteslis.
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V1. DISCUSIOR

A} Ventajas y limitacionas de la técnica de voltametria de

pulso diferencial

Las principales ventajas de )a técnica de voltametria de pulso
diferencial son: su mayor sensibilidad respecto de otras técnicas
wlectrogquimicas (Marsden y cols, 1988), y el hecho de gque los
electrodos de fibra de cardbén empleados producen un dafo minimo en
el tejido cerebral, ya que el tamafio de la fibra es muy pequefio,
Ahora bien, la limitacién m&s seria que se tiene al utilizar esta
técnica, es la imposibilidad de discriminar las sefiales de
oxjdacisén de compuestos que, por su semejanza estructural, tienen
potenciales de oxidacién muy cercanos. Tal es el caso de la
dopamina y su metadbolito inmediato en el neoestriado, el DOPAC
(Gonon y cols, 1980, 1984). La concentraciétn extraceluiar de
dopamina en el neoestriado, en condiciones normales, es muy baja
debido al eficiente sistema de recaptura situado en las terminales
dopaminérgicas. Utilizando el método de microdifiisis se ha
calculado que la concentracitn basal de dopamina en el neoestriado
de ratas despiertas es de aproximadamente 54 nM, mientras que la
concentracién de DOPAC es aproximadamente 5 M (Ungerstedi, 1984).

Por esta razén, cuando se registra la corriente de oxidacidn de
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los catecoles en €1 necestriado, la mayor contribucién es del
DOPAC (> 98 %). Una forma de registrar la corriente de orxidacistn
de dopamina es administrar innidbidores de 1a enzima
monoaminooxidasa, tales como la pargilina, con el objeto de
impedir la dformacisén de DOPAC. Utilizando esta wmaniobra
farmacolégica en combinacidn con )a técnica de voltametrsia de
pulso normal diferencial, se ha calculado que la concentracién
basal extracelular de dopamina en el neoestriado de ratas
anestesiadas se halla entre 15 y 25 nM (Gonon Yy cols, 198%5). For
otra parte, con la voltametria de pulso diferencial se ha
calculado que 1la concentracidn extracelular de DOPAC en el
neoestriado se halla entre 7 y 22 yH (Gonon Yy cols, 1980), es

decir, mil veces mayor que la concentracisn de dopamina.

En este trabajo, la medicién sistemStica de dopamina en el
neoestriadc no 2ué posible debidoc a que en muchos <casos no se
lograron detectar los niveles basales de dopamina adn inhibiendo
1a formacidn de DOPAC con pargilina. En cambio se registraron los
cambios en la concentracién de DOPAC en el neoestriado con el
objetivo de estudiar 11os efectos de las manipulaciones
farmacolégicas de 1a via colinérgica sobre la actividad del
sistema dopaminérgico nigroestriatal, Es posible que en el futuro
logremos detectar la sefial de oxidacién de la dopamina utilizando
electrodos de 40 ym de difmetro tratados con HNafién, un polimero

de carga negativa que, al {fijarse en la superficie electroactiva



de la £ibra de cardono del electrodo, rechaza las nolSculas de
DOPAC cargadas electronegativamente y atrae las moléculas de carga
electropositiva de la dopamina, favoreciendo la deteccisn de 1a

sefial de oxidacisn de #$sta dGitima (Brazell ¥ cols, 31987).

B) EiI DOPAC como Indice de Ja actividad de las neuronas

dopamiandrgicas

Uno de los puntos }nll criticos en eate trabajo ea la
utilizacisn del DOPAC come fndice de 1la concentracién de dopamina
extracelular, En trabajos previos ya se ha reportado gue si bien,
e} aumento en 1la frecuencia 4de disparc de las heuronas
dopaminérgicas estd siempre agociado con un (ncremento en la
cocentracibn de DOPAC en el necestriado, lo inverso no es
necesartamente cierto (Commissiong, 1988} 8in embargo, en los
egperimentos preliminares de este estudio se obaervs que el
haloperidol, un antagonista de los peceptores dopaninérgicos,
administrado por via sist$mica causé un incremento en la
concentracién de DOPAC en el neoesatriado. 8e sabe que el
haloperidol incrementa el disparo de las neuronas dopaminérgicas
de la 8K (Bunney ¥y cola, 1973, Bunney ¥y Aghajanian, 1976) y por
tanto estos resultados apoyan la hipétesis de gque un aumento en la

liberaciétn de dopamina produce un incremento en la concentracisén
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de DOPAC extracelular, Complemantariamente, ja administracisn
sistémica de gamma-dutirolaciona, un compuesto gue inhibe el
disparo de las neuronas dopaminérgicas (Harriz ¥y cols., 1989},
causé un decremento en la concentracitn de DOPAC e&n e} neoestriado
¥ eate resultade es compatidble con log obtenidos en un estudic de
microdifiisis an el cual se observd gue Ja gamma-butirolactona
administrada por via intraperitoneal redujo los niveles de
dopamina ¥y de DOPAC en e necestriado (Imperato y DiChiara, 1983}
Esto 61timo también sugiere que un decremento en la concentracisén
del DOPAC extracelular puede estar asociado con un qgecremento en
la liperacién de dopamina. 8in srbargo, debidec a la controversia
en este punto, los resultados deben ser interpretados
cautelosamente y m&s que considerar los cambioz en la
concentracién de DOPAC como un fndice de la lideracién de
dopamina, nosotros los hemos interpretado como un camblo en la

actividad de las neuronas dopaminérgicas.

Otro punto que merece considerarse es el de los posidies
efectos de 1a anestesia sobre la actividad de las neuronas
dopaminérgicas. Se ha cobservado que el hidrato de cloral aumenta
12 concentiracisdn extracelular de DOPAC en el neoestriado de ratas
con lidbre movimiento, medido con el método de voltametria de pulso
daiferencial (Qonon 'y cols., 1981). Puesto que se ha reportado que
este anestépico tamdién incrementa el disparo ds las neuronas

dopanminérgicas mesencefflican (Bunney y Aghajanian, 1978), es



posible que su efecto sobre la concentracidn de DOPAC se deba a un
incremento en la liberacisdn de dopamina. Asf, aunque es probable
que en nuestros experimentos Jos niveles Dasales de DOPAC
estuviesen aumentados, nosotros observamos muy poca variabilidad
en los registros basales obtenidos durante 40 minutos (< 10 %), ¥
no se observaron cambios jimportantes en la sefia), consecuiivos a

1a administracién peribddica del anestésico durante los registros.

C) Evidencias de que la acetilcolina endbgena puede modular 1a

1iberacién ¥y el recambio de ia dopasina en el neoestriado

La {fisostigmina aplicada por via subcutfnea (0.5 mg/Kg) causd
un incremento, tanto en la concentiraciétn de DOPAC como de dopamina
en el neoestriado. El interds principal en esta primera serie
experimental fué§ comparar el curso temporal del incremento de la
dopamina con el de su metabolito. Como puede observarse en Jla
figura ii, el incremento méximo en la concentracién de dopamina se
alcanzé m&s rapidamente que la del DOPAC pero su duracién fue
menor (s 90 min). También se observaron {fluctuaciones en 1la
concentracidn de dopamina durante el efecto del f&rmaco, Y posible
que se deban a un mecanismo de retroalimentacién mediado por Ia
via GABASrgica estriado-nigral que llega a la pars compacta y que
eventualmente podria ejercer un efecto inhidbitorio sobre las

neuronas dopaminérgicas (Grace y Bunney, 1985, Rl incremento de



1a sefial de dopamina consecutivoe a la aplicacién de fisostigmina
pudo deberse a dos causas: un aumento en la frecuencia de disparo
inducido por la acetilcolina endégena a nivel del soma Ade las
neuronas dopaminérgicas (Lichtensteiger y cols, 1978}, o bien, al
efecto directo de la acetilcolina liberada por las intepneuronas
del neoestrisdo sobre las terminales dopaminérgicas, que se sabe
tienen receptores muscarinicos cuya activacisdn facilita Ja
lireracién de dopamina (Bonanno Yy cols, 1985, Marchi 7y cols,
1985),

Bl incremento en la concentracién extracelular de DOPAC duré
mis tiempo (¥ 150 min) y fué significativo (s 160G X), semejante
al efects reportado utilizando la t&cnica de microdisiisis { a 140
7}, en ratas despiertas a las cuales se les administrd una dosis
mayor de fisostigmina (1.2 mg/Xg} por via intraperitoneal (Damsma,
1988). Bl hecho de que el efecto de la fisostigmina sobre 1la
concentracidn de DOPAC pudiera Dbloquearse con escopolamina (ver ja
figura 1{0) sugiere que la acetilcolina endsdgena estimuld el
recambio de dopamina activando receptores de tipo muscarinico,
8in embargo, estos resultadog no permitfan saber si este efecto ae
ejerce a nivel de 1a terminal dopaminérgica, a nivel del soma en
la 8Hc o bien a través de la activacidbn de otras vias neuronales.
Por esta razén procedimos a adaministrar la fisostigmina localmente
en la subatancia nJigra para estudiar el efecto sobre el recambio

de la dopamina en el necestriado.



D) Evidencias de la existencia de una via colinérgica a 1la

sabstancia nigra compacta

La inhibdicién de 1las acetilcolinesterasas mediante la
aplicaciétn local de {fisostigmina en la SE produjo un riépido
incremento en la concentraciétn de DOPAC en el neoestriado
ipsilateral (ver la {figura 1{3), Este {(ncremento fué§ mas
significativo en los casos en que la cénula de inyeccién se
encontraba en la vecindad de la SHc, lo cual sugiere que existen
terminales colinérgicas en la substancia nigra que estin acopladas
funcionalmente a las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
Estas terminales colinérgicas aparentemente regulan la actividaad
de la via dopaminérgica nigroestriatal, pero nuestros datos no

permiten saber si el incr to en la racidn de DOPAC en el

neoestriado se debe a una mayor 1ideracién de dopamina en la
terminal, como resultado de un aumento en la frecuencia de disparo
de las neuronas dopaminérgicas, o bien, se debe a otro mecanismo
desconocido. 8in embargo, los resultados obtenidos constituyen un
respaldo funcional a los estudios morfolsgicos que confirman la
existencia de terminales inmunoreactivas a la acetiltransferasa de
colina en la pars compacta de 1a substancia nigra (Beninato y
spencer, 1988; Gould y cols,, 1989), asf como también a 1la
observacién de que estas terminales establecen contactos

sinipticos con dendritas similares a las de laszs neuronas
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dopaminérgicas (Martinez-Hurillo y cols, 1989}

B) Evidencias de que la acetilcolina activa receptores

muscarinicos My en la substancia nigra

La administracién de dl-muscarina en la substancia nigra
mimetizd el efecto de 1la fisostigmina, 1lo cual sugiere que la
acetilcolina endégena 1iberada espontaneamente, activa receptores
de tipo muscarinico localizados probadblemente en los somas de las
neuronas dopaminérgicas. Bl hecho de que este efecto pudiese
bloguearse con Ppirenzepina, sugiere que esti mediado por
receptores muscarinicos del subtipo M; (Hammer y cols, 1980;
diraldo y cols, 1985} En cambio el compuesto AF-DX {118, un
antagonista muscarinico dael subtipo My (Hammer Y cols, {986;
Giachetty y cols, 1988), no sclo no inhibe el efecto de ia dal-
muscarina, sino que parece potenciarlo. Es imporiante mencionar
aqui que en la terminal dopaminérgica tambisn se Jocalizan
receptores muscarinicos del subtipo My, 1o cual ha quedado
demostrado por el hecho de que la interrupcidn quirdrgica de la
via dopaminérgica nigroestriatal produce una reduccidn
significativa de los sitios de uniédn para la (*H}-pirenzepina en
el neocestriado de 1a rata (Pittaluga ¥y cols, 1987) Por otra
parte, se ha demostrado que la estimulacidén del subtipo de

receptor muscarinico My parece favorecer la liberacién de dopamina



dependiente de potenciales de accidn en el neoestriado (Xu y
cols,, 1989), Utilizando 11a técnica de microdiflials, estos
investigadores observaron que el compuesto AFI02B, un agonista
selectivo Ny, incrementa 1la 1liberaciétn de dopamina en el
neocestriado de una manera dosis-dependiente, siendo este efecto
bloqueado con pirenzepina. En cambio, el AF-DX (16 por s3I solo
facilité 1a liberacidn de dopamina Yy ademis mostrd un efecto
aditivo sobre Ja lideracidn de dopamina evocada por el AF102B.
Con base en sus resultados, estos autores sugirieron que la
facilitacidn de la 1idberacidtn de dopamina en el neoestriado ests
mediada principalmente por el subtipo My, en tanto que el efecto
inhibitorio - esti mediado por el subtipo MW, Estos d4atos
concuerdan con nuesiros resultados en el sentido de que Ja
pirenzepina, a nivel de la S8H, bloquebt el efecto del agonista
muscarinico d4l-muscarina sobre el recambio de dopamina en el
necestriado, en tanto que el AF-DX {18 {facilitd este efecto. La
presencia de receptores colinérgicos muscarinicos en la SH, se ha
demostrado mediante la estimacidn de los sitios de unisén al [3H)-
benzilato de quinuclidintlo. Estos receptores parecen estar
localizados en las dendritas o 1los cuerpos celulares de las
neuronas dopaminérgicas nigrales pues se reducen en forma
significativa al aplicar ©6-HODA en la SH (Cross Yy Waddington,
1980). Ahora Dbien, aunque no se han efectuado estudios
inmunocitogquimicos que demuestren la presencia de sitios de unién

para el antagonista selectivo M, en la SK, el hecho de que el AF-



DX 416 haya <facilitado el incremento en &l recambic de la dopamina
inducide por la dl-muscarina, sugiere Jue también el sudtipo
mugcarinico Mz esis wmodulande 1a actividad de las neuronas
dopaminérgicas, Es razonable pensar entonces que ambos subtipos de
receptores muscarinicos se ancuentran tanto en la terminal
dopamingrgica como en el soma y que el receptor M; parece mediar
un efecto excitatoric en tanto que el receptor My parece pediar un

efecto inhibitorio.

Ahora Dien, estos resultados nc descartan ia posibilidad de
que el efecto de la acetilcolina se deda a la activacidn de
receptores nicotinicos que, como Ya se menciond, parecen ser muy
abundarntes en la pars compacta de la substancia nigra. De hecho se
ha observado que 1la nicotina aplicada por via sistémica o
tontoforética, incrementa la frecuencia des disparo de las neutronas
dopaminérgicas (Lichtensteiger y cols, 1982; Clarke y cols,
1985), as{ como Ia 1liberacién de dopamina en el neocestriado
(Damama, 1988). Sin embargo este punto requiere un mayor estudio,
pues como 1o demuestran nuestros resuitades, la wecamilamina, un
antagonista nicotinico que actta centralmente, no parece bloguear
el incremento de DOPAC inducido por la administiracién de &cido

Kagnico en el NPP (ver la figura I6)



” Rvidencias de que exista una via colinérgica

pedunculopontino-nigral

La administracién de #cido kainico en el ndcleo
pedunculopontince produjo un r4pido incremento en la concentracién
de DOPAC en el neoestriado ipsilateral. Eate efecto fué bloqueado
significativamente por el antagonista muscarinico escopolamina,
administrado por via sistémica, peroc no por el antagonista
nicotinico mecamilamina (ver 1la figura 168 ). RBatos resultados
refuerzan 1a hipstesia de que 1a acetilcolina puede modujar la
actividad de la via nigroestriatal, a través de la activacién de
receptores muscarinicos localizados en la membrana
somatodendritica de las neuronas dopaminérgicas. Como puede
cobaervarse, el Dblogquec producido por la escopolamina solo fué
significativo durante los 70 minutos posteriores a la aplicacién
del Scido Kainico, Este hallazgo sugiere que la participacisén dAe
la wvia colinérgica en la activacién de 1la via nigroestriatal es
mis fmportante en las etapas iniciales de la activacidn del NFPP.
Dado que é$ste filtimo tiene conexiones reciprocas con la mayoria de
los ganglios Dasales (Saper Yy Loewy, 1982), es posible que el
incremento de DOPAC observado en etapas tardias se deba a la’
activacién de una via polisindptica. Asimismo, tampoco puede

descartarse la posibilidad de que parte del efecto se deba a )a
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activacién de las neuronas no colinérgicas del NPP que inervan a
la SR (Beninato y Spencer, 1987), que podrian Iliberar un
neurotranamisor excitatorio (ver la {figura 168). Cabe mencionar
que la utilizacitn del &cido Kafnico no es el método mAs adecuado
para producir estimulacién neuronal, puesto gque Sse sabe que
después de un perfodo ocasiona un dafio celular irreversible. Sin
enbargo, se ha observado que con una dosis mayor que la empleada
por nosotros (0.8 g), el Kainato produce una estimulacisén
neuronal selectiva durante una etapa aguda de 30 a 90 minutos
(Miljima y Yoshida, 1987) La estimulacidn el§ctrica en este caso
no es conveniente debido a que el srea del tegmento mesencefslico
en la dque se encuentra situado el ndclec peduncuiopontino es
cruzada Ppor una gran cantidad de {fidbras de paso que serian
activadas, 1o cual no .lucede con el &cido Kainico, que solamente
afecta somas neuronales. Otro motivo para utilizar el 4&cido
Kainico en este trabajo, fu§ comparar nuestros resultados con los
estudios en los cuales se ha reportado que el #&cido Kainico,
administrado en &1 ndcleo pequnculoponuno. produce un incremento
en la frecuencia de disparo de las neuronas dopaminérgicas de la
substancia nigra ipsilateral (ClarKe y cols, {987), Y conducta de
giro (Riijima y Yoshida, 1988). Sin embargo, posteriormente se
ensayarin otras formas de estimulacién utilizande agonistas de
receptores (lutanaurclcol' EMDA que se sabe estimulan a las

neuronas del SNC Y producen menor dafio celular.



Neurong Internevrono
gobadrgica colinergica

y
i
}
:
s
i NEOESTRIADO
)
i
!
!

Neurone
dopominérgica

et e —————

: !
[ !
Py t
Tdlome ventromedial H ORI | SUBSTANCIA
1} 1
Coliculo superior . ( t ) E NEGRA
Formacidn reticulor E ACh E
1
H S o i
Neurono
gobadrgica r -
: i NUCLEO
! ! PEDUNCULOPONTINO
I SN £ A"‘ 4
Neurona Neurong

no colingrgicc  colinérgica

FIGURA 18

Esquema que {lusira los posibles aitios de accién de
las vias colinérgicas en los ganglios basales

1) La acetilcolina (ACh) liberada por las internsuronas
colinérgicas del neocestriado, podria modular la {frecusncia
de disparo de las neuronas gabaérgicas de proreccién
(espinosas medianas), asf como la libaracién de dopamina
{(DA) ds 1as terminales de Ja via nigro-estriatal. 2) Lla
acetilcoiina liberada por las nesuronas colinérgicas del
nacleo ped€nculo-pontino, podria modular la {recuencia de
4aisparo d4e las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta
de la substancia negra. {D) = receptor dopamindrgico; [N} =
receptor colinérgico nicotinico; [M) = receptor colinérgico
muscarinico; (7} = receptor para un neurotranspisor no
identificado (?).



Q) Implicacionea fisioldgicas

La caracterizacién voltamétrica de la via colinérgica
pedunculopontino-nigral constituye un respaldo funcional a los
estudios conductuales en Jos cuales se ha observado que 1la
conducts de alimentacién puede ser inducida en animales saciados
mediante 1a administracién de sgubstancias colinérgicas en la
substancia nigra (¥inn Yy Redgrave, 198t), ¥ que este efecio 3ze
puede blogquear con bajas dosis de haloperidol, 1o cual demusstra
que 13 via dopaminérgica nigroestriatal esti involucrada en dicha
conducta (Taha y Redgrave, 1980). Cabe mencionar aqui, que ail
estimular el nsScleo pedunculopontino con &cido KaInico se observa
un aumento en la frecuencia Trespiratoria y movimientos
masticatorios. Rstos dGltimog podrian estar relacionados con 1a
conducta d4de alimentacién, sin embargo hacen falta wnis estudios

para aclarar este punto.

En conjunto, nuestros resultados concuerdan con los hallazgos
morfolégicos gque demuestran que el andcleo pedunculopontinc parece
ser la mayor fuente de i inervacidn colindrgica que ilega a la
substancia nfgra (Beninato y Spencer, 1987; Gould y cola, 1989).
Bsto implica gue el ndcleo pedunculopontinc puede estar regulando
1a actividad de lJos ganglios Ddasslea a través de la via

nigroestriatal, io cual podria syudar & explicar efectos dirsctos
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e indirectos del NPP sobre las funciones motoras extrapiramidales.
81 consideramos el hecho de que el NPP recibe aferentes de las
principales fuentes de salida de Jos ganglios Dbasales, es
razonable pensar que dicho ndcleo podria tener una funcién de
relevo y regular las influencias de los ganglios basales sobre e)
sistema motor nferior. Ahora bien, es probable que la via
pedunculopontino-nigral regule de manera indirecta a los ndcleos
de salida de los ganglios basales (ndcleoc entopeduncular y B8R
reticulata), los cuales envian proyecciones GABAérgicas haciaz el

mismo NPP Yy hacia otros 1 muy relacd dos con el control de

1a actividad motora, tales como el nfcleo ventromedial del t&lamo,
el colfculo superior y diversos ndcleos de la formacidn reticular.
Esta influencia serfa precisamente a través de la modulacién de la

actividad de la via dopaminérgica nigroestriatal.

En 1a enfermedad de ParKinson se ha observado una pérdida de
las neuronas del KPP (Papez, 1942; citado por Qarcia-Rill, 1986),
asf como una reducecidn importante en los niveles de
acetiltransferasa de colina en la pars compacta de la substancia
nigra {Lloyd Yy cols, 1{975; Javoy-Agid Y cols, 1981}, Por lo
tanto, es posible que al] degenerar las neuronas del! NPP se vea
interrumpida la transmisién colinérgica espontinea que este nicleo
ejerce normalmente sobre la S8Hc¢, ocasionando que las neuronas
dopaminérgicas disminuyan su {frecuencia de disparo liberando wmenos

dopamina a nivel de la terminal, con la consiguiente alteracién en



el funcionamiento global de los ganglios basales.

Esta misma exgplicacién podria tomarse en cuenta al considerar
las anormalidades posturales observadas en la enfermedad de
Alzheimer en la cual se ha visto también una degeneracién de las
neuronas del KPP (Vincent y cols, 1983). 8in embargoc pensamos
que para estudiar mejor la relacién del nficleo pedunculopontino
con los desbrdenes motores extrapiramidales serf necesario
lesionar selectivamente a laz neuronas colinérgicas de)l NPP,
utilizando por ejemplo la colinotoxina AF64A (Hanin, 1983}, ¥
evaluar posteriormente los cambios en la lideracién de dopamina en
el neocestriado, haciendo una correlacién con Jos cambios en Jla
conducta motora. En el futuro, pretendemos efectuar estos
estudios utilizando la técnica de microdiflisis en animales

despiertos,



VII. CORCLUSIONRS

1) La administracién de fisostigmina por via sistémica produce
un incremento significativo en la concentracisn extracelular de
DOPAC en el neoestriado de la rata anestesiada. Este efecto es

bloqueado con escopolamina, un antagonista muscarinico.

2) La administracién de fisostigmina en la substancia nigra
produce un incremento significativo en la concentracién
extracelular de DOPAC en el neoestriado ipsilateral de la rata
anestesiada. Eate efecto es mayor cuando la administracién del
tirmaco se efectta en la vecindad de )a pars cospacta y disminuye

en sitios distantes a esta estructura.

3) La administracién de dl-muscarina en la substancia nigra
produce un {ncremento significativo en la concentracisdn
extracelular de DOPAC en el neoestriado ipsilateral de la rata
anestesiada. Este efecto es Dblogqueado con pirenzepina, un

antagonista My, y facilitado con AF-DXi16, un antagonista M,

4) La administracién de #£cido Kalinico en el ndcleo
pedunculopontino produce un incremento significativo en 1la
concentracisn extracelular de DOPAC en el neoestriado ipsilateral

de la rata anestesiada. Este efecto es blogqueado en forma parcial



con escopolamina administrada por via asistémica. En cambio, la
mecamilamina, un antagonista nicotfinico que actta centralmente, no

bloquea e! incremento de DOPAC inducido con &£cide Kainico.

Estos resultados sugieren que las terminales colinérgicas que
llegan a la substancia nigra estin acopladas funcionalmente con
las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta. Puesto que el
efecto de la fisostigmina {fué mimetizado por la dl-muscarina y
bloqueado por la escopolamina, es probable que parte del efecto de
1a acetilcolina enddgena se deba a la activacién de receptores
muscarinicos. El! hecho de que la Ppirenzepina haya bloqueado el
efecto inducido por la dl-muscarina, sugiere que l0os receptores
muscarinicos que median el efecto de la acetiicolina endégena son
del subtipo M, posiblemente localizados en los somas de las
neuronas dopaminérgicas. El incremento del DOPAC producido por la
estimulacidn del ndcleo pedunculopontino pudo deberse en parte a
la activacidn de los receptores muscarinicos de las neuronas
dopaminérgicas de SNc¢, por la acetilcolina liberada de las
terminales de la via colinérgica procedente del A&PP. Rata
hipétesis se ve apoyada por el hecho de que la escopolamina

bloques parcialmente este efecto.
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