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RESUMEN

Ei estudio de la enfermadad de Parkinson, empiea como uno de los modeios
experimentales. ladesfruccionunilateral de la via nigroestriatal dopaminérgica através de
la administracion intracerebral de la neurotoxina selectiva 8-hidroxidopamina {(6-HODA),la
cual destruye selectivamente a las neuronas depaminérgicas en la substancia nigra pars
compacta piovocanas severas alleraciones neuroguimicas, fisiologicas y uliraestructurales
(como fue reportado previameante por nuestro laboratoriol. Para disminuir [os sintomas en
los pacientes que presentan la enfermedad de Parkinson se han ufilizado diversos
farmacos, entre ios que encontramos a ia Bromocriptina el cual ss un alcaloide vy
funcionalmente es un agonista de los receptores dopaminérgicos D,; ademés se ha
descrito que desempefa el papel de antioxidante y de “barredor de radicales libres”
toxicos generados por el metabelismo de fa dopamina y de 1a 6-OHDA v que son dafinos
para la célula. El objetivo del presente trabajo ss analizar si e! fratamienic con
bromocriptina atenGa las alteraciones ultraestructurales del neurcpilo del nlcleo caudado
que se observan después de la lesidn unilateral con 6-OHDA. Se emplearon 18 ratas
macho de la cepa Wistar, 12 de eillas se lesionaron unilateraiments en el haz medial del
cerebro anterior con 8 ug de 6-OHDA vy las 6 ratas restantes se les administrd 4 ul de
solucion vehiculo en la misma regidn. Las ratas lesionadas con 8-OHDA mostraron mas
de 200 grros en 30 minutos ante (a administracion de 0.25 mg/Kg de Apomorfina (i p.}. Dos
dias después de esta prueba, se tomaron 6 ratas lesionadas con 5-OHDA vy fuercn
tratadas con 0.3 mg/Kg de bromocriptina por via oral durante 30 dias (continuos) y las 6
ratas restantes lesionadas no recibieron este farmaco y fueron mantenidas al igual que las
ratas que recibieron sclucion salina durante 30 dias Al tdrmino del tratamiento las ratas
de los 3 grupos fueron sacrificadas, De los 3 grupos se tomaron fragmentos del cuadrante
dorsomedial de la cabeza del nicleo caudado ipst v contralateral a la lesion, los cuales
fueron procesados mediante la iecnica ordinaria para microscopia electrénica, asimismo
ia regidn de la substancia nigra se procesd histoldgicamente con ia iécnica de
Inmunocitoquirmnica para Tiroxina-Hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de dopamina)
para correboerar gue hubc un 85 % de pérdida de células dopaminérgicas comparadas con
el control. Para el analisis ultraestructural se estudiaron 50 botones presinépticos por
caudada, & los cuales se les midid ef didmetro (gfe maycr v eje menor) del botdén
presindptico, el blanco postsindptico (espina o dendrita) y finalmente el nimerc de
contactos sinapticos establecidos con la misma estructura (simples o dobles). Los
resultades indican que las ratas tratadas con solucian salina no mostraron cambios en
ninguno de los parametros analizados Las ratas lesionadas con 6-OHDA preseniaron
incremento significativo en el didmetre de los botones sinépticos, pérdida de espinas
dendriticas, aumento en los contactos establecidos con las dendritas y aumento en el
namere de contactos sinapticos dobles, Mientras que las ratas lesionadas con 8-OHDA
+ Bromecriptina presentaron disminucidn significativa en e! didmetro de ios botones
sinapticos. ademés se observd que no hubo disminucidén de contactos con espinas
dendriticas y finalmente aumenté el nimero de contacios sindpticos dobles comparados
con el grupa de ratas que solo recibieron la aplicacion de 8-GHDA. De zcuerdo z los
resultados podemaos establecer gue la bromocriptina atenus en parte las alieraciones
ultraestructurales inducidas por la lesion, probablemente debido a sus propiedades
antioxidantes va que protegid a las células del edema y a las espinas dendriticas,
asimismo es posible que promueva la formacidn de proteinas antioxidantes
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4. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo. et estudio e investigacion del Sistema Nervioso, se ha
realizado, princinalmente en base a modeles animales, (os cuales de manera andicga nos
permiten demosirar ef funcionamiento de clertas areas del mismo.

fos ganglios basales son frecuentemente afectados por procesos
neurodegenerativos, que se manifiestan en trastornos del movimiento {De Long, 1974)

Entre las enfermedades neurodegenerativas que afectan a los ganglics basales
sa encuentra la enfermedad de Parkinson. Los pacientes que padecen esta enfermedad,
presentan una gran dificultad para inicrar el movimiento, estableciéndose la hupdtesis de
gue los ganglios basales estan involucrados en la ejecucidn "automatica” de los
movimentos aprendidos {De Long v Georgopoulus, 1884, Graybiel, AM 1980)

Las enfermedades de ios ganglios basales, producen principalmente movimentos
involuntarios coma temblor {(movimientos ritmicos y oscilaiorios), atetosis (movimientos
lentos de los dedos y de la mano y en ocasiones de los pies), corea {movimientos
abruptos de los miembros v de los mdsculos de ia cara), balismo (movimientos violentos),
y distonias (posturas persistentes de alguna parte del cuerpo que da como resultado
movimientos grotescos y posturas distorsionadas del cuerpo) (Velasco, 1986, Joyce
1983).

Desde el punio de wista clinico. estas enfermedades se pueden dividir en dos
grupos principales:

A. Sindrome de hiperquinesia hipetdnica, la cual se caracteriza por presentar
movimientos involuntanos irregulares aue afectan a diferentes partes del cuerpo
Dentro de este grupo se encuentran |z corea, la atetesis, el hemibalismo, la distoniz
y la enfermedad de Wilson

5 Sindrome de aquinesia hipertdnica, el cual se caracterza por presentar, reduccion
de movimientos espontaneos asocladas como femblor en reposo, incremento en
el tono muscular, dificuitad para iniciar movimientos, pasividad en movimientos
esponténeos (aguinesia) y sjecucidn lenta de movimientos (bradiquinesia). 2 este

grupo pertenece Ia enfermedad de Parkinson (Rinwald y Vigouret, 1888)



2. ANTECEDENTES

En el siglo antepasado {1817} James Parkinson describid un padecimiento que
denomind Pardhsis Agitante, el cual describié como movimientos nvoluntarios con
disminucion de la fuerza muscuiar en segmentos inmoviles, contendencia a ta inclinacion
del tronco hacia adelante, asi cormoe la marcha acelerada, sin alteracion intelectual ni de
los drganos de los sentidos,

Esta enfermedad despertd gran expectacion a causa de su larga evoiucion y de las
caracteristicas clinicas v epidemiolégicas que empezgban a ser informadas. Asi Charcot
{1880, en Otero-Siiiceo et. al. 1888), afirmd que la enfermedad de Parkinson era mas
frecuente en pacientes con edades mayores de 40 ¢ 50 afios. Sin embargo Gowers (1887,
en Otero-Sijicec at al. 1886), en su manua! de enfermedades del sistema nervioso,
presentd una notable atencion a la paralisis agitante. En este informe menciona que la
edad de aparicién de la enfermedad era posterior a los 40 afos indepandientamenta del
sexo. En este tiempo, se empezd a tratar de correlacionar ta enfermedad con hechos que
pudieran desencadenar la aparicion de la enfermedad Purves Stewart (1898, en Ctero-
Stliceo er. al. 1996), reporta que e inicio de los sinfomas de ia enfermedad oscila entre los
22 a 73 anos de edad.

Aprinciplos de este siglio se demostro que la substancia nigra (SN) presentabauna
considerable pérdida neuronal ademés de depigmeniacion en los pacientes gue
presentaban iz enfermedad de Parkinson { Tretiakoff, 1919). Posteriormente se demostro
que existia una conexion nigroestriatal, la cual se considerd como una de tas vias
aferentes masimportantes En 1966 Hornykiewicz analizd cerebros de pacientes con asta
enfermedad y encentrd una reduccidn significativa de dopamina, serotonina vy
noradrenaiina principalmente en el cuerpo estriado y en la SN Ademas puntualizé gue de
las tres aminas biogénicas, la que mas se reducia era la dopamina, ademas estos
pacientes mostraban pérdida de células vy depigmentacidon en la SN y en el focus
coeruleys, Posteriormente se demostro que las neuronas que estaban degenerando eran
neuronas dopaminérgicas de la porcidn compacta de la sustancia nigra (SNc) (Yurek vy

Sladek, 1990, Gibb y Less, 1891). Por ofra parte se ha observado que las neuronas del
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cuerpo estriade gue estan inervadas por las neuronas dopaminérgicas de la SNc se
encuentran atrofiadas, es decir, las dendrifas de las neurcnas del cuerpe estriadc estén

hinchadas y con marcada pérdida de espinas dendriticas (McNeil el ai 1988). Asimismo
se ha observado gue hay disminucidn importanie en la ac

e a i aa et

d de las enzimas

biosintéticas de catecolaminas como latiroxina hidroxilasa y fa dopa descarboxiiasa (Lioyd

et al. 1975, Waters et al. 1988, Pickel &t al. 1982), asi como pérdida de

inmunorreactividad a encefalinas y dinorfinas en ta SN (Waters et al. 1988) y disminucidn
de serotonina y norepinefrina {(Bernheimer et. al 1973; Langston et. al. 1987}

Otra caracteristica de dicha enfermedad, es que el citoplasma y alguncs procesos
celulares de ias neuronas scbrevivientes de ia SN, del rafé dorsal y deif locus cosruleus
presentan los llamados cuerpos de Lewy (Lewy, 1812, Forno, 1982; Price et al 1986)
Estos cuerpos son inclusiones de ipo hialing, constifuidos ultraestructuraimente por un
nlcieo amorfo, material granular con algunas membranas y fllamentos de 8 a 10nm de
didmetro {Seitelberg v Lassmanntl, 1890), gue se forman por la fosforlacion anormal de
preteinas que censtituyen los neurofilamentos (Jellinger, 1980).

En 1933 Rusell Brain (en Otero-Siiiceo, et. al. 1896), recalcd gue la evolucion de
ia enfermedad es progresiva y definitiva | sin embargo agregd gue los casos diferian en
cuanto a progresidny los sintomas podrian confinarse a una sola extremidad durante largo
tiempo Schwab (1360}, sefiald una probable relacion entre ia enfermedad v los trastornos
emocionales.

Asipues, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por un problema clinico mayor
causado per la disminucion de dopamina en el cuerpo estriado, como resultado de una
severa degeneracicn de la via dopaminérgica nigroestnatal. Por lo tanto, se han .
establecido numerosas hipdtesis para tratar de explicar el onigen de esta enfermedad.
A La enfermedad de Parkinson es el resultado de un procese fortuito, es decir gue

la disminucidn de las neuronas dopaminérgicas se relaciona cenun envejecimiento

normal v que puede ser acelerada por la accidn acumulativa de dafios repefidos
de la vida diana (virus, toxinas, trauma cerebral, etc.), este concepto también se

conoce como “la hipoiesis de envejecimiento acelerade” (Appel, 1981)
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La enfermedad de Parkinson es el resultade de la falta de una hormona
neurotréfica, esta  teoria postule que un factor especifico de creciiento
dopaminérgice se sintetiza v se almacens en un banco de células del estriado v
que en algin momento, cuando esta hormona es requerida, las células sen
incapaces de proveerla (Robbins el. al 1985).

La enfermedad de Parkinscn es causada por un defecto en el mecanismo de
reparacion del ADN, esta hipdtesis se deriva de muitipies observaciones que sg
han realizado en culfivo de tejidos (fibroblastos) de pacientes con la enfermedad,
postuiandose que hay efecios letales sobre el ADN como los rayos X, causando
mutaciones scmaticas, dafandc a las neuronas Hreparablemente en la
embriogénesis temprana (Barbeau, A P. 1882).

La enfermedad de Parkinson es el resultado de defectos genéticos especificos o
predisposicion genética. Se propone aungue de mansra no muy clara, gue los
factores genéticos juegan un papel importante en su desarrollo. Estateoria imglica
la presencia de uno o mas factores de susceptibilidad hereditarios (Elizan y Casals,
1983; Langsotn et. al. 1983; Golbe, &t al. 1990},

La enfermedad de Parkinson tiene una eticlogia viral, debide g
convencicnales pueden producir la enfermedad, coma una rara complicacidn de
unainfeccidn. Estas evidencias se basan en estudios realizados sobre anticuerpoes
virales enmascarados {(Elizan v Casals, 1983, Langsetn et. al., 1883}. Porgjempio,
enfermedades como la encefalitis pandémica, produce sintomas clinicos similares
7 la enfermedad de Parkinson, con una clésica reduccion de Ios niveles de
dopamina en &l ndcleo estriado, sin embargoe la presencia de clertos sintomas y
cambios patolégicos en los individuos afectados, son claramente diferenciables de
los gue presentan la enfermedad de Parkinson (Heikkila v Cohen 1971). En
modelos animales de primates. se han inyectado extractos de cerebros de
parkinsonicos, sin embarge han fallado para inducir {2 enfermedad, invalidandosse

la posibilidad de que su origen sea causado por infecciones virales (Graham et. al
1978).
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F. Estrés Oxidativo; Una de las bases del mecanismo propuesto inicialmente para
explicar {a muerte de las neuronas en pacientes que presentan la enfermedad de

Parkinson, as ia produccidn de radicales fibres |os cuales, si no son compensados

z las celulas si en un momento determinade, sus concentracione

[4]

exceden la
capacidad de inactivacion. Sa ha reportado, que fa concentracién de enzimas que

inactivan a los radicales libres, dentro de la sustancia nigra de pacientes que

presentan la enfermedad de Parkinson, se encuentra muy reducida (Pery et al |

1982; Shapira et. al., 1920). Finalmente se ha establecido gue &l estrés cxidativo,

parece que desempefia un papel altamente significativo en la neurodegeneracion,

gue ocurre en la enfermedad de Parkinson (Alexi et ai , 2000)

Estas hipotesis sirven de alguna manera, para explicar slgunas de las
anormalidades relacionadas con la enfermedad de Parkinson, sin embargo ninguna de
astas explica clara y completamente la cascada de eventos respansables de la iniciacion
de la enfermedad de Parkinson.

Ahora bien, ya gue los ganglics basales estan involucrados en |z enfermedad de

Parkinson, se explicara brevemente su organizacion anatdmica y funcionali

3. GANGLIOS BASALES

El terminc “Ganglios basales”, 8s usado para denominar a un grupo de nucleos
relacionados anatdmica y funcionalmente localizades en el telencéfalo, diencéfale y
mesancéfaic. Estudios anatomo-funcionales reportan gue los ganglios basales, son un
sitio de convergencia e Integracion de mdltiples &reas sensoriales, motcras y de

asociacion (Delong y Georgopouios, 1981; Parent y Hazrati 1995: Chesselst y Delfs
1996, Wilson 1998).

3.1 ANATOMIA DE LOS GANGLICS BASALES

Los ganglics basales son un grupo de nlcleos localizados subcorticalmente, que

estan intimamente relacionados en ef confrol de fos movimienios (Smithet. al , 1998) Este
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F Estrés Oxidativo: Una de las bases de! mecanismo propuesto inicialmente para
explicar la muerte de las neuronas en pacientes que presentan la enfermedad de

Parkinson, es la produccidn de radicales libres los cuales, si ne son compensados

a las células si en un momentc determinado, sus concentracions

n

exceden la
capacidad de inactivacion. Se ha reportado, que Ia conceniracion de enzimas que
inactivan a los radicales libres, deniro de ia sustancia nigra de pacientes gue
presenian |2 enfermedad de Parkinson, se encuentra muy reducida {Pery et al,

1982, Shapira et. al., 1890). Finalmente se ha establecido que el estrés oxidative,

parece que desempefia un papei aliamente significativo en la neurodegeneracion,

que ocurre en la enfermedad de Parkinson {Alexi et. al , 2000).

Estas hipotesis sirven de =alguna manera, para explicar algunas de las
anormalidades relacionadas con la enfermedad de Parkinson, sin embargo ninguna de
estas explica clara y completamente ia cascada de eventos responsables de |a iniciacion
de la enfermedad de Parkinson.

Ahora bien, ya que los ganglios basales estan involucrados en la enfermedad de

Parkinson, se explicaré brevemente su organizacion anaidémica y funcionai,

3. GANGLIOS BASALES

El termino “Ganglios basales”, es usado para denominar a un grupo de nicleos
relacionados anatémica y funcionalmente localizades en el telencéfalo, diencéfalo y
mesencefalo. Estudios anatomo-funcionales reportan que los ganglios basales, son un
sitto de convergencia e integracidon de multiples dreas sensonales, motoras y de

asociacion (Delong y Georgopoulos, 1981; Parent y Hazratl 1995; Chesselet y Delfs
1996, Wilson 1998)

3.1 ANATOMIA DE LGS GANGLIOS BASALES

Los ganglics basales son un grupo de nicleos locaiizados subcorticalmente que

estan intimamente relacionados en el contro! de los movimientos (Smith st al , 1998) Este
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grupo de nuciecs incluyen al: ndicleo estriado (NE), globo palido (GP), sustancia nigra {SN)
v i ndcieo subtalamico {NST) {Debong y Georgopeoulus, 1981; Albin et. al. 1988, Wilson,
1820; Alexander vy Cruicher, 1980; Coté v Cruicher, 1881; Wilson, 1988; Smith el. al,
1998).

Dentro de los primates, el NE se encuentra separado por la capsula inferna endos
regiones: una region dorsomedial (el ndcleo caudado) y unza regién veniromedial {e!
putamen}, a estos dos nudcleos se les considera como |la entrada hacia los ganglios
basales. Emorioldgicamente estos dos nucleos se desarrolian a partir de la misma
estructura telencefalica, por lo tanto presentan el mismo tipo de células {Carpenter, 18786,
1881}, Bl GP es una esfructura compuesta por dos segmentos, ef segmenio inierns (GP1)
y el externo (GPe), en mamiferos inferiores se presentan el globo palido vy el nucleo
entopeduncular (DelLong y Georgopeoulus, 1981). La SN se encuentra en el mesencéfalo
y se divide en dos regiones, una region ventral denominada pars reficulata (SNr) y una
regidn dorsal denominada pars compacfa (SMc), aqui se localizan las células
dopaminérgicas, cuyos cuerpos neuronales contienen el pigmento denominado

neuromelanina (Carpenier, 1976). Este pigmento obscuro {(gue le da nombre a esta

astructura), parece sar un polimero de la dopamina o bien de sus metabolitos. Se ha
correlacionado el grado de pigmentacién con ia concentracidn de dopaming, sin embargo
lafuncidn de este pigmento se desconoce (Coté y Crutcher, 1891), EI NST se encuentra

en ia regidén basai del diencéfaio, es decir en la unién con el mesencéfalo (Parent, 1890,
Parent y Hazrati 1995).

3.2 ORGANIZACION CELULAR

Utilizando la técrica de Niss! se ha reportado, gue el NE de los humanos esta
compuesto por alrededor de 111 millones de neuranas (Fox et. al 1975), ademas esté
constituido por diferentes tipos neuronales (Di Figlia et al 1976, Dimova et. af , 1980,
Changet. al 1882; Changy Kitai, 1982; Graveland et. al. 1985) Se ha reportado (Wilsen,
1998) que la mayor composicidon celular {aprox.95 %) en el estriadc esta dada por las
llamadas “neuronas espinosas medianas de proyeccion’, las cuaies tienen como

caracteristica principal la de presentar una gran densidad de espinas que cubren a las
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dendritas. Esias células tienen un cuerpo celular de entre 12-20 ym de démetro,
ultraestructuralmente presentan un nicleo relativamente grande con pocas indentaciones
y agregados de cromating en la membrana nuclear, también presentan poca cantidad de
citoplasma y pocos organelos (Fox et al. 1871), ademds presentan de 25-30
ramificaciones dendriticas que irradian en todas direccicnes, presentandoun radio de 300-
500um (Wilson. 1998). Estas dendritas no presentan espinas en las primeras 30 um. ya
que a partir de aqui se empiezan a ramificar y a presentar numerosas espinas dendriticas.
Ademas su axén colateral se distribuye enla misma area que su arbol dendritico (Grofova,
1975; Somogyi et. al. 1881, Bishop et. al. 1982, Chang et. al. 1982, Wilson y Groves,
1980) Aungue se ha reportado otro tipo de neurona espinosa menos comdn, que fiene
como caracteristica una menor densidad de espinas dendriticas, un soma mas largo y
pocas perc largas ramificaciones dendriticas (Bolam et al 1581, Graveland et ai. 1985)
El 5 % restante de {a poblacion total del estnado esta conformado por varios fipos
de neurcnas {llamadas interneuronas), en donde su principal caracieristica es la de
carecer de espinas en las dendnitas. Se han identificado entre 7-8 tipos de interneuronas
en base a su morfologia, sin embargo sdlo fres tipos se conocen en deialle. de acuerde
al tipo de neurofransmiser y neuromodulador que expresan, caracterizéndose estructural

y funcionaimente ccmo

1. interneurcnas gigantes colinérgicas, gue representan el 2 % de la poblacion total
en el estriado (Fox et. al. 1971, Braak y Braak, 1982, Chang y Kitai. 1982, Difiglia
el al. 1882; Bolam el. al. 1984; Wilson, 1998)

2. interneuronas en forma de canasta que contienen GABA/parvaibumina, que son
entre el 3-5% de! nimaero (otal de células, ademas se incluyen también, ¢
de interneuronas que contiene GABA/calretining, sin embargo ests tipo de
interneurana no esta caracterizada en detalle

3 inferneurcnas que contienen scmatostatina/dxido nitrico sintetaza, que representan

el 1-2 % de la poblacion total {Bi Figlia et al 1982; Kawaguchiet al, 1895 Wilson
1998) (figura 1)
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En especies como en ratas, ratones y gatos las neuronas espinosas medianas de
proyeccion representan el 85% de toda la poblacién neuronal del estniado. aungue en

oiras especies este porcenigje varia, como en el mono en donde estas neuronas

interneuronas (Wilscn, 1888).

2.3 ORGANIZACION FUNCIONAL

Como se mencionod anteriormente la enfermedad de Parkinson se caracteriza
clinicamente paor trastornos en la iniciacion de movimientos (acinesia), lentitud para llevar
a cabo movimientos voluntarios {bradicinesia), rigidez muscular y temblor {(Wichmann y
Delong, 1993). Ademas existen evidencias, de que los ganglios basales no sclamente se
imitan a aspectos sensoriomotores de programacidn de movimientos, sino que también
se encuentran relacionados con aspectos de planeacidn de movimientos, seleccién y
memoria motora (Del.ong vy Georgopoulus, 1981; Schneider, 1887, Albin et, al. 1989
Graybiel 1990; Alexander y Crutcher, 1890; Cotéy Crutcher, 1891, Parent y Hazrati, 1993,
1995).

Las complejas conexiones de l0s gangiios basales. se pueden simplificar en base
acircultos intrinsecos, los cuales estan organizados funcional y estructuralmente, ademas
aparentemente trabajan en paraielo y estan funcionalmente segregados, relacionandose
corteza-ganglios basales-talamo-corteza. A la fecha se conocen 5 circuitos principales
1. circuitc moter, que proyecta a regiones corticales motoras precentrales, tdlamo,
ndcleos ventral lateral pars orafis, ventral anternior pars parvoceflularis y veniral

anterior pars magnocellularns.

circuito oculomotor. gue proyecta a regiones corticales wvisuales frontal vy
suplementana y talamo.
circutto prefrontal, gue preyecta a la corteza prefrontal dorsclateral y talamo.

circuito orbitofrontal lateral, que proyecta hacia la corteza Srbitofrontal lateral v al
tatamo.
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5. circuitc iimbico, gue provecia a ia corteza cingulade anterior, a la corteza
Orbitofrontal medial v al talamo (Alexander y Crutcher, 1990, Hoover y Strick, 1883;
Parent v Hazrati. 19985; Smith ef. ai 1998)

El circuitc motor se basz en las llamadas "via directa” y “via indirecls’, para
progesar, integrar v transmitir (a través de fos ganglios basales) s fiujc de informacién
proveniente de la corteza cerebral, La via directa se inicia en el estriadc y proyecta
directamente hacia los nucleos de salida {GPi-SNr), asi mismo, dei estriado parte otra via
(indirecta), en ésta se hacen relevos en el GPe y NST, para finalmente dingirla hacia los
nucleos de salida {Chesseist y Graybiel, 1986; Gerfen y Young, 1988, Crossman. 1889,
Alexander y Crutcher, 1890; Crossman. 1890; Delong 1880; Gerfen at. al. 1980, Gerfen,
1992, Smith et. al. 1898). La integracion dentro del estriado se realiza a iraves de dos
subpoblaciones de neuronas espinosas de proyeccion (Graybiel, 1880; Smith y Bolam,
1890) Ambas subpoblaciones se caracierizan por presentsr receptores a
neurotransmiscres y neuropéptidos. De acuerdo a esto, las células de la via directa
axpresan receptores a GABA como su principal neurotransmisor , ademas receptores a
dopamina del subtipo B, y 1os neuropéptidos sustancia P y dinoriinas, mientras gue en
laviaindirecta expresan GABA, receptores a dopamina del subtipo D, ylos neuropeptidos
encefalinas (Gerfen y Young, 1983; Albin et al, 1589; Gerfen et al 19380, LeMoine et al
1990; LeMoine et al 1991; Gerfen, 1982; Missale ef al. 1988; Smith et ai 1998) {figura
2)

Funcionalmente, la activacion de ambas vias producen efectos opuestos. es decir,
al incrementar la actividad de las neuronas de la via directa, se inhiben tdnicamente a ias
neuronas de los nicleos de salida, disminuyendo la inhibicion o bien presentandose la
llamada "Desinhibicidén” de las neuronas del talamo Mientras gue al incremeniar la
actividad de las neurcnas de ia via indirecta, se inhibe tonicamente la actividad del GPe,
este decremento conlleva a la desinhibicidn de las neuronas del NST y éstas g su ver
incrementan la actividad de las neuronas de los ndcleos de salida, inhibiéndose ias

neuronas del talamo (Alexander y Crutcher, 1880, Delong, 1990, Smith et al. 1998)
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En base a este modelo se puede tener un mejor panorama de la patofisiclogia de
los desérdenss del movimiento asociados con las enfermedades de los ganglics basales
E! incremento en la actividad de ambas vias se ha relacionado, primero con la facilitacion
de! movimiento {via direct
anterior se sugiere, que la enfermedad de Parkinson es el resultado de un deshalance en
ia actividad de ambas vias, preseniandose una sobreactividad de ia via indirecta con
respecto a ia via directa (Bergman et al 1980; DelLong, 1980, Smith et al 1598).

Es importante sefialar gue la dopamina gue llega &l estriade, parece gue
desempefa funciones diferenciales sobre |la actividad de ambas vias, es decir, facilitando
la transmision de la via directa y decrementanda la actividad de ia via indirecta (Gerfen y
Young, 1998: Gerfen, 1892} Funcionalmente la depamina ejerce sus efectos. sobre la
actividad motora a fravés de 7 subtipos de receptores genélicamente diferentes, los cuales
se han distribuide en dos familias' D, (Dy. Dsjy D, (D5, D, Dy y Dyp)(Clark y White, 1987,
Waddingtony O Boyle. 1987; Gingrichy Caron, 1993, 0" Dowd, 1883, Jackson y Westlind-
Danielsson, 1994; Sugamori et. al 1894, Sidhu, 1298; Missale et al. 1898). Se ha
reportado, cue los neuropéptidos que se localizan en ambas vias, se encuentran
regulados diferenciaimente por ia dopamina. Cuando aumenta ia densidad de receptores
D, {via directa) se incrementan los niveles de expresién de la sustancia P y dinorfinas,
asimismo cuando aumenta la densidad de receptores D, (via indirecta), se incremenia la

expresion de encefalinas (Gerfen et al. 1880C; Missale el. al 1998}

3.4 ASPECTOS CONDUCTUALES

Los reportes que indican g} papel que desempenan los ganglios basales sobre e
control de las funciones motoras, parten de estudios clinicopatolégices desde hace mas
de un sigio. En estos reportes se establecen correlaciones entre las iesiones de los
genglics basaies y las alteracicnes motoras. Las evidencias clinicas y experimentales,
han confirmado la relacion e imperiancia que ejercen los ganglios basales sobre una gran
variedad de aspectos motores (Kornhuber, 1974, Del.ong y Georgopouius, 1981, Graybiel
et al 1994). Ademas se ha establecido &l papel que desempafian estos nicleos en otros

aspectos cognitivos y psicomotores (Divac, 1877, lversen, 1877; Nautay Domesick 1878,
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FIGURA 2. Modelo esquematico de ia anatomia funcional del circuito motor corteza-ganglios
basales-talamo-corteza, mostrando las vias paralelas directa e indirecta. l.as flechas blancas
representan las conexiones excitatorias, mientras que las flechas negras muestran las conexiones
inhibitorias. A: Circuito normal. La via directa incluye al Globo palido intemo (GPi) y Ia Substancia
nigra pars reticufata (SNr}, mientras que la via indirecta incluye al Globo péiido extemo (GPe) v
- alnicleo subtalamico (NST). Ladopamina (DA) proveniente de a substancia nigra pars compacta
(SNc) ejerce efectos diferenciales sobre las vias directa e indirecta, a través de [a activacion de
~ los receptores dopaminérgices D, y D, respectivamente. £1 GPi/SNr proyectan de regreso hacia
la corteza cerebral via Talamo {TAL) o es conyevada hacia ofras estructuras cerebrales. NPP-
niclec peduncule pontino; NHL- ndclec habenular tateral; TS- coliculo superior; FR- formacion
- reticular; GLU- glutamato; enc- encefalinas; 8P- substancia P.
B: Lesitn de la via nigroestriatai. Es el resultade de Ias alteraciones que se presentan después
de la pérdida dopaminérgica en todo el circuite. Se presenta una hiperactividad glutamatérgica
del NST y probablemente es la causa de ios sintomas parkinsdnicos, va que se incrementa la
actividad del GPISNr vy se sobreinhibe el circuito talamocortical. Modificado de Smith et. al. 1998.



Zigmond et. al 1890, Graybiel et al. 1384)

Como se menciond antariormentie el estriado se compone de dos porcionas, el
putamen y en nucleo caudado (Moore et al. 1971, Arpbuthnot. 1878; Delong y

Georgopoulus, 1981: Takada et. al. 1985 Kubotaet. ai 1987, Goldman-Rakicy Selemoen,

1990: Alexander v Crutcher, 1990) Las funciones motoras se realizan principalmente en
el putamen, mientras que las funciones cogniftvas se realizan en el nicleo caudado
(Kunzle, 1875; Jones et. al. 1977, Kunzle, 1978, Goldman-Rakic y Selemon, 1880, Coté
y Crutcher, 1681; Robbins y Everiit, 1992). Reportes electrofisiologicos, registrados
durante |2 gjecucion de tareas de movimiento han demostrade, que un grupe de neuronas
del Putamen se activan de manera sincronica, solamente cuando ef brazo esta en
movimiento, asimismo, la microestimulacién de este grupo de neuronas provoca el
movimiento del brazo (Delong, 1974, Crutcher y Delong, 1984). Qtros estudios indican
que la frecuencia de disparo de neuronas de la corteza precentral motora se altera,
cuando se presenta una tarea de movimienic de un miembro (Thach, 1978; Tan) et. al
1980). Conloguerespecta al nicleo caudady, lesicnes biiaterales de la corteza prefroniral

dorsolatera! de primates, produce déficit en la ejlecucion de tareas aiternadas ademas de

tareas que evalldan la capacidad de memona espacial, mientras qua lesiones delacorieza
orbitefrontal, provocan deficiencias en la ejecucién de tareas en donde hay que invertir

objetos (Johnscn v Rosvold, 1971; Goldman y Nauta, 1877 ).

3.5 CRGANIZACICN SINAPTICA

Una gran variedad de repories se han enfocado principalmente a describir la
organizacién sindptica de las neuronas espinosas medianas, ya gue son @l principal
blanco de las aferencias corticales ( Wiison y Groves, 1980, Somogyi et. al 1981, Bishop
et al. 1982; Gerfen et al. 1980, Smith et al., 1968) Se ha reperiado que ef soma de las
neurcnas espinesas medianas ylas porciones Iniciales de las dendritas, reciben al menos
dos tipos de sinapsis simétricas, un tipo contiens vesicuias sindpticas pleomorficas
peguenas y el ofre contiene vesiculas pleomdrficas grandes (Fox st al. 1971, Geren vy
Young 1988: Smith y Belam, 1980, Smith et. al. 1988). Las dendritas distales y proximales

recicen sinapsis simélricas y asimétricas, {Gerfen et al. 1990) Las espinas dendriticas
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se pueden dividir en dos porciones, |2 region cel cuells de la espina, la cual recibe
orincipaimente sinapsis simétricas con vesiculas pleomarficas grandes v ia regidnde la
cabeza, que recibe sinapsis asimétricas con vesiculas redondas pegquenas (Adinelfi y
Pappas, 1968; Kemp v Powell, 1871, Kocsis et al. 1877; Mensah, 1980, Tanaka, 1380:
DiFiglia et al. 1980, Tanaka et. al. 1980; Smith &t al. 1898).

Mediante estudios electrofisioldgicos, se ha sugeride ques los recepiores
dopaminérgicos B, regulan, la actividad sinaptica de las aferencias corticales que acliian

sobre las neuronas espinosas de proyeccion (Brown y Arbuthnott, 1983; Freund et al
1984; Arbuthnott et. al. 1987, Rutherford et ai 1988).

3.51 PROYECCIONES CORTICO-ESTRIATALES

En primates, las diferentes areas corticales (Kunzle, 1975; Goldman y Nauta, 1377,
Selemon y Goldman-Rackic, 1985, Flzherty y Gaybriel, 1991: 1883, Smith et. ai. 19S8)
forman sinapsis asimétricas con las espinas de las dendritas de las neuronas espinosas
madianas y contienen vesiculas sinapiicas redondas y pequenas (Kemp y Poweli, 1571,
1973; Somogyi et. al 1981; Smith y Bolam, 1980, Smith et al 1888).

3.5.2 PROYECCION NIGROESTRIATAL

Muchos reportes han tratadc de caracterizar el tipo de contacto v [a distribucidon de
las terminales sinaphicas de la via nigroestnatal (Fuxe et al. 1885; Haticr et. al. 1875,
Groves, 1880; Pickel e, al. 1981; Freund et. at 1884, Kubota et al. 1887, Gerfeny Young
1988, Tashiro ef. al 1989, Gerfen, 1982} Algunos estudios, en donde se emplea la
recaptura de dopamina marcada (Descarries et al, 1980), juntc con técnicas de
inmunocitoguimica parz localizar la enzima tiroxina hidroxilasa y dopamina han reportade
que en las neuronas de ia via nigroestriatal, cerca del 80 % de las sinapsis son de tipo

simétricoy lo establecen ensu gran mayoria con la espinas dendriticas (Pickel et. al. 1881,
Voorn y Buijis, 1987).

Estudios mas recientes han reportado que el 8 % de 10s contactos sinapticos se

realiza con el somay con ias dendritas proximales, el 35 % lo establecen con las dendntas
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distales y finaimente el 59 % de las sinapsis se |ocalizan en el cueilc de ias espinas
dendriticas {Gerfen v Young, 1988), ademaés ias sinapsis contienen vesiculas grandes
redondas o pleomorficas (Groves et. al 1994).

3.5.3 PROYECCIONES ESTRIATALES DE LA ViA DIRECTA

Lz subpoblacién de neuronas estriatales, que proyectan sobre la via directa,
establece contacios sinapticos con las neuronas del GPi-SNr, estimandose que et 12 %
de los contactos se realizan con las dendritas proximales o con los somas, el 48 % con ias
dendritas distales y el 40 % 1o establecen con el cuello de las espinas dendriticas, siendo

del tipo siméirico {Whison y Groves, 1880; Difigliaet al 1882, Bolamet al. 1883; Gerfen,
1987: Shink y Smuth, 1995, Smith et. al 1888)

3.5.4 PROYECCICNES ESTRIATALES DE LA VIA INDIRECTA

Laotra subpobliaciénde neuronas espincsas de proyeccion, inicialmente establece
contactos sin&pticos de tipo asimetrico con el GPe, estimandose que el 80 % lo realizan
con el soma y fas dendritas, ademas este nicleo emite una proyeccién a los nucieos de
salida (DiFighaet al 1582, Somogy et &t 1881, Totterdsli ef. al. 1984, Smith et. al. 1988)
Este nicieo forma contactos sindpiicos de tipo asimeétrico con el NST {Shink y Smith,
1995; Bevan et. al. 1987), estimandcse gue ef 31 % son con el soma, un 38 % con
dendritas largas y 30 % con dendritas cortas (Smith et ai, 1990, 1898). Cabe mencionar
gue muchas neuronas del NST proyectan de forma recurrente al GPe, estableciéndose
una relacidn reciproca entre estos dos nicieos (Shink et. al. 1996; Smith et. al 1298).
Finalmente se establece unz proyeccidn del MST a los nacleos de salida, formando

contactos de tipo asimétrico con el soma y las dendritas (Shink y Smith, 1885, Smith et
al. 1998).

3.5 5 PROYECCIONES INTRAESTRIATALES

las interneuronas colinérgicas (Fox et. al. 1871, Butcher y Butcher, 1874 Braak v
Brazk, 1982, Chang vy Kitaj, 1982, DiFigha et al 1882; Bolam et. al 1984: Cuello, 1987,

Wilson, 1998), establecen contactos sinapticos simélricos con el soma, dendritas
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proximales y con ias espinas dendriticas, asimismo se establecen contacios asimétricos
con las dendritas distales secundarias v terciarias de las neuronas espinosas medianas
de proyeccion (D1 Figlia et. al. 1982; Bolam et. at 1984; Bolam & izzo, 1987; Gerfen y
Young, 1988; Kawaguchi et. al. 1995}, .
contienen somatosiatinaloxido nitrice sinietaza, establecen contacios sindplcos
asimétricos v siméfricos, ta regidn distal forman contactos asimétricos con las neurcnas
espinosas medianas de proyeccién {Di Figlia et. al. 1882; Takagi et. al. 1983, Gerfen y
Young, 1988; Wilson, 1980; Kawaguchi et. al. 1995; Wilson, 1988) (figura 3).

A. INTERACCION ENTRE NEUROTRANSMISORES

Los ganglios basales scn un grupo de ndclecs que trabajan en estricta sinergiacon
la corteza cerebral, en donde se relacionan funciones motoras y motivacionzales. Estos
nacteos contienen una marcada diversidad de sustancias neuroactivas, que estan
organizadas en subsistemas funcionales que frabajan de manera balanceada Cualguier
alteracidn de este balance da como resultado importantes alieraciones, como las que se
observan en las enfermedades neurodegenerativas que afectan a los ganglics basales
{Graybiel, 1990, Albin, et. al 1689; Di Chiara et. al 1994).

Los modelos clasicos scbre la interaccidon enfre neurotransmisores parten
principalmente de observaciones clinicas, ya que tanto los agonistas a receplores
dopaminérgicos asi como los antagonistas de los receptores muscarinicos, inducen
algunas mejorias en los sintomas de la enfermedad de Parkinson. Se ha establecido que
ia depamina y |z acetiicolina convergen en las neuronas espinosas medianas estriatales
(Di Chiara y Morelli, 1993).

Evidencias experimentaies indican que ladopamina gierce efectos inhibitorios scbre
la liberacion de acetilcolina (Butcher y Buicher, 1974, Arbilla et. al 1887, Graybiel, 1890,
Wilson, 1€98). Asimismo la estimulacion de los receptores dopaminérgicos, expresados
por las interneuronas colinérgicas, inhiben la liberacién de acetilcolina {Calne, 1978;
Scatten, 1982, Bartholini, 1987; Kawaguchi et 2l 1995). La adminisiracion de farmacos

como la L-DOPA o 2 apomorfina inhiben la liberacion de acetiicolina en el estriado, sin
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proximales v con las espinas dendriticas, asimismo se establecen contactos asimétricos
con |as dendritas distales secundarias y terciarias de las neuronas espinosas medianas
de proyeccion (Di Figlia et. al. 1982; Bolam et. al. 1884; Bolam e lzzc, 1987, Gerfen y
Young, 1988, Kawaguchi et. al 1895). La regidn proximal de las interneuronas que
contienen  somaiostatina/oxido nitrico  sintetaza, establecen contactos sindpticos
asimélricos y simétricos, la region distal forman contactos asimétricos con las neuronas
espinosas medianas de proyzccidn (Di Figha et al. 1982; Takagi et. al. 1983; Gerfen y
Young, 1988; Wilscn, 1980; Kawaguchi et. al. 1995, Wilsan, 1998} {figura 3}.

4. INTERACCION ENTRE NEUROTRANSMISORES

Los ganglios basaies son un grupo de nicleos gue trabajan en estricta sinergia con
lz corteza cerebral, en donde se relacionan funciones motoras y metivacionales. Esfos
nlcleos contienen una marcada diversidad de sustancias neurcactivas, gue estan
organizadas en subsistemas funcionales que trabajan de manera balanceada Cualquier
alteracidon de este balance da como resultado importantes alteraciones, como las gue se
observan en las enfermedades neurcdegenerativas que afectan a los ganglios basales
(Graybiel, 1980; Albin, et. al. 1889, Di Chiara et. al 1894)

Los modelos clasicos sobre ia interaccion entre neurotransmisores parien
principalmente de observacicnes clinicas, ya que tanto los agonistas a receptores
dopaminérgicos asi como los antagonistas de los receptores muscarinicos, inducen
algunas mejorias en los sintomas de ta enfermedad de Parkinson Se ha establecido que
la dopamina y la acetilcolina convergen en las neuronas espinosas medianas estriatales
{Di Chiara y Morelli, 1993)

Evidencias experimentales indican que la dopamina gjerce efectos inhibitorics sobre
la liberacidon de acetilcolina (Butcher y Butcher, 1974, Arbilla et al 1887, Graybhiet, 1890,
Wilson, 1998) Asimismo la estimulacion de ios receptores dopaminérgicos, expresados
peor las interneuronas colinérgicas, inhiben la liberacidn de acetiicolina {Calne, 1978;
Scation, 1982, Bartholini, 1987; Kawaguchi et al. 1985) La administracién de farmacos

como la L-DOPA o ia apomorfina inhiben la liberacion de acetilcolina en el estniado, sin
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FIGURA 3 En esta figura se muestra esquematicamente los principales contacics
sinapticos establecidos con la neurona espinosa mediana de proyeccion. A} las dendritas
distales presentan principalmente contactos sinapticos de tipo asimeétrico, vy
ocasionaimente estabiecen contacio con ias dendritas. Las aferencias de la corieza,
talamo vy axones de la SNc (TH), ademas de las colaterales de otras neuronas espinosas
de proyeccion asi como de neurcnas espinesas de tipo i (neuronas sin espinas), forman
contactos sinapticos simétricos con las espinas dendriticas, especificamente en la region
de ia cabeza de la espina y ocasionalmente con las dendritas B) Las aferencias que
estabiecen contacto sinaptico con el soma y en {as regiones proximales de las neuronas
espinosas principalmente provienen de las internauronas y de ias arborizaciones axdnicas
colaterales de otras neuronas espinosas, estableciendo contactos sinapticos de tipo
simétrico, aungue son de baja densidad. Modificado de Wilson (1998).
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embargo este efecto puede ser blogueado cuando se apiican antagorustas Jopaminérgicos
{Graybiel, 1980; DeBoer et. al. 1893; Kawaguchi ef. al. 1895; Wilson, 1888) De acuerdo
a io anterior, se afirmé que la funcidn dopaminérgica depende en parte de la inhibicion de
ias interneuronas colinérgicas (D Chiara v Morelli, 1983). Se ha reportado que los
receptores depaminérgicos D, y D, sjercen efectos diferenciales (Smith y Bolam, 19880,
Gerfen l. al. 1980; Gerfen, 1932), estableciendose gue la estimulacion directa de ios
receptores D, facilita |a liberacién de acetilcolina de manera transinaptica, mientras que
la estimulacicn de [os receptores D, la inhibe (Sioof el. al 1992, Di Chiara y Morellj, 19€3;
Di Chiara el al. 1984).

i as proyecciones giutamatérgicas cortico-estriatales, ademas de las colaterales del
NST vy de algunas fibras talamicas, gjercen funcionas excitatonas dentro del estriado,
estableciendose una interaccién entre las ferminales dopaminérgicas, colinérgicas y
glutamatérgicas en las neuronas espinosas medianas (Smith y Bolam, 1990; Graybiel,
1990, Carlsson y Carlsson 1920; Wiison, 1898)

Por otro lade, 1as neuronas espinosas medianas de proyeccion, que contienan
GABA inhiben la actividad de las neurcnas dopaminérgicas de ia via nigro-esiratal
haciendo contactc en dos sitios principalmente en fos cuerpos celulares v en las
terminales axénicas (Bartholini, 1987, Smith y Bolam 1980). De acuerdo a reportes
fisiologicos, la microinyeccion de antagonistas GABAgrgicos en la sustancia nigray en el
astriado, provoca gue se incremente el recambic de dopamina. Sin embargo este efecto
g5 anuiado cuando se administra GABA, gs decir se inhibe ia liberacion de dopamina
{Bartholini, 1978) Este neurctransmisor tiene una influencia inhibitoria sobre las
Interneuronas colinérgicas (Scatton, 1987}

La activacion o inhibicion de los neurotransmisores eercen efectos funcionales
sobre los neurcpéptidos estriatales (Kubotz et al 1986; Remner v Anderson, 1950, Pickel
et. al. 1992; Kowalisky v Giraud, 1993, Anguic y McEwen, 1894). Como se menclond
anteriormente, los neuropépiidos se encuentran distnbuidos de manera diferencial en
ambas vias (Graybietl, 1990, Gerfen &) al. 1990, Gerfen, 19582). Se ha reporiado que la
interaccion entre la dopamina, GABA y encefalinas, estimulan la actividad locomatora en
larata (Kubola et al. 1986; Scheel-Kruger, 1986, Herrera-Marschitz et al. 19886; Voorn et
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al 1987 Li et al. 1988; Reid et, al 1890) Asimismo la sustancia P, neurogquininas y
dinorfinas también estimulan esta actividad (Weber el. al. 1982, Herrera-Marschuiz el. al
1886), sin emnbargo, cuando se adminisira naloxona {antagonista de ios receptores a
opidceos) esta actividad se suprime (Smith el. al. 1983; Anguic y McEwen, 1994},

Estos opidceos inhiben fa actividad de las neuronas estriatales GABAérgicas, por
consiguiente se presenta la inhibicion de las neuronas gque proyectan al glebao palido
{(Dewar el. al. 1987; Austin y Kalivas, 1890} Ademas esta inhibicidn de ias proyecciones
GABASrgicas del giobo palido, supnme la actividad de ias neuronas GABAérgicas de fa
SNr y finalmente el t&lamo es inhibido (Al-Shabibi v Davies, 1881; Herrera-Marschitz el
al 1986, Graybiel, 1690; Reiner y Anderson, 1850; Angulo y McEwen, 1994, White et. al,
1954),

B! efecio regulador de |a dopamina sobre e neuropéplido encefalina se ha
estudiado & través de invesiigaciones realizadas en ratas, donde ia dopamina es
depletada unilateralmente de la SNc con 8-CHDA, Junto con esfos estudics, se ha
reportade mediante técnicas inmunocitogquimicas, que hay un incremento ipsilateratenlos
niveles de ARNm de metionina-encefalina v preproencefalinas {Gravbiel, 1990, Pickel ef
al. 1992, Smith ef al 1993, Wilson, 1988). De acuerdo a estos resultados, ia dopaming
ejerce una nhipicion tonica sobre ios neuropéptidos dentro del estriado de ratas.

Forotro iado, se hareporiado que las neuronas espinosas estriatales que proyectan
en la via directa expresan dinorfinas. neuroguinina A, &c:do glutdmico descarboxilasa vy
sustancia P (Graybiel, 1980, Kawaguchi et. al 1995, Wilson, 1898) Se hareportade, que
la administracion diaria de apomoriing, induce incremento en los niveles de dinorfinas da
manera dosis-dependiente {Reu!l y deKloet, 1985, Herrera-Marschitz et. al 1986 Liet. &
1988). (figura 4).

Funcionalmente, !a administracton de sustancia P dentro de ia sustancia nigra,
produce despolarizacion de estas neuronas {Davies y Dray, 1975}, estos resultados
sugteran que esta despolarizacion se debe a la iberacion de susiancia P, por o gque se
propone que ias neuronas espingsas, que contienen GABA/sustancia P modulan ia
liberacion de dopamina en la via nigroestriatal (Kubota et. al 1986, Scheel-Kruger, 1985,
Herrera-Marschitz ef. al 1986; Reid et al 1880, Kawaguchi et al. 1895),
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FIGURA 4. En esta figura se muestra esquemdticamente las interacciones entre el
glutamatc (GLU), dopamina (DA}, acstiicolina (Ach) v GABA denfre de los ganglios
basaies. Las interneuronas colinérgicas son nauronas grandes y con una red colaterai tan
extensa, gue se considera que establecern contactos sindpticos con un gran numero de
neurcnas estristales. Las interneuronas colinérgicas reciben aferenclas corticales
glutamatérgicas que estimulan ia liberacidn de Ach, vy sus terminales axdnicas establecen
contacte sindptico con ag neuronas GABAérgicas de proveccidn, guienes inhiben la
liberacion o ef recambic de este neurotransmisor. Ademas, las interneuronas colinérgicas
establecen contacto sindptico con las terminales axénicas dopaminérgicas, a st vez, I3
DA inhibe la liberacién de Ach. Las terminales corticales convergen terminales
dopaminérgicas y colindrgicas en las neuronas GABAérgicas de proveccidn, dando al
estriadeo la mayor inervacion excitatoria. Por ofro lado, las neurcnas corlico-estriataies
facilitan ia liberacion de DA en el esiriade. Modificado de Carlsson v Carlsson {19803, v
Sato v cols. {2000).
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Se ha considerado al esinado como una estructura homogénes en base 4 su

localizar
neurotransmisocres, junto con métodos de autorradiografia paratalocalizacién de los sitios

citoarquitectura  Ei  empleo de técnicas inmunccifoquimicas para

de uhién de los receptores, ha revelado que dentro de este nuclen, las neuronas
espincsas medianas de proyeccidn, estén agrupadas en areas de alta densidad separadas
por éreas de menor densidad, es decir forman compartimentos, los cuaies pueden
distinguirse iniciaimente de acuerdo a la densidad de los neurciransmisores y a sus
receptores (Gerfen, 1987, Graybiel, 19290, Wilson, 1998) Otros esiudios, indican que esta
compartamentatizacion, puede ser caracterizada an base a la organizacién “entradas-
salidas” que presenta el estriado (Gerfen, 1992) Estos compartimientos sondenominados
“Parches” 0 “Estriosomas” y “Matriz” {Graybiel, 1990; Gerfen, 19592a) Losprimerosindicios
de esta organizacién, reportan gue ios parches presentan una alta concentracion de
receptores a opiaceos del subtipo u (Merkemmhan y Pert, 1981; Graybiel, 1980).
Posteriormente, a través de técnicas bioquimicas se detectd la presencia de
acetilcolinesterasa en los compartmentas llamados estriosomas, en este comparimerio
se presentd una baja actividad de acetilcolinsterasa y coincide con la presencia de ios

receptores a oplacens del sublipo i (Gerfen, 1887, Gerfen et, al. 1890, Graybiel, 1690,

Desban et. al. 1993; Martone et al 1993), En los estriosomas se encentraron altas
concentraciones de sustancia P y encefalinas, y altas concentraciones de receptores a
opiaceos (Graybiel et. at 1981; Bolam et. al, 1988; Herkenmhan v Peri, 1981; Graybie!,
1990; Gerfen, 1952) Mieniras qus en {a matriz se presentd, que ia acstilcolinesterasa se
encuentra de una forma muy activa, asi mismo & través de técnicas inmunocitoguimicas,
se detecto la prasencia de samatestatina y calbindina (Herkenmhan y Pert, 1981,Gerfen,
1985, Bolam et. at. 1988; Gerfen, 18582, Deshan et al 1893).

Otros reportes incican, gue ia segregacion que se presenta en el estnado, es
provectada hacia diferentes areas, como las Neuronas que se encuentran en los parches
proyectan preferencialmente a la SNc y al GPe (Goldman-Rackic y Selemon. 1980,
Gerfen, 1992a)}, v las neuronas de |la mainz proyectan principalmente a la SNr, al GPi y
NST (Goldman-Rackic y Seiemon, 1980, Smith y Bolam, 189C; Gerfen. 1992). Las

proyecciones dopaminérgicas gue vienen de {a SNc, también presentan una segregacion
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deniro del estriado, es decir las neuronas localizadas en la porcion dorsal de la SNc
(AB.A9), el dreaventraltegmental (A10} v |as células retrorrubrales (del peduncuto ponting)
del grupo (AB). proyectian g 'a matriz (Dahistrdm y Fuxe, 1964, Graybiel, 1890). Mientras
gue las neuronas de la porcidn ventral de la SNc (A9) proyecian a [os estricsomas (Gerfen,
1887, 1892). Esta segregacion implica una regulacidn diferencial, en base & los circuitos
parches-matriz, ademas se sugiere que las {erapias en base a drogas dopaminérgicas y
2 los tratamientos con transplantes, pueden iener efectos funcionales diferenies,
dependiende si el tratamiento esta enfocade principaimente a los parchas o g la matriz
{Graybiel, 1990; Anguio v McEwen, 1894).

Por ciro lado, la matriz estriatal recibe proyecciones de las capas superficiales
corticales (capa V) y de las capas supragranulares y de la corteza sensoriomctera (Gerfen
1984, Graybiel, 1990, Gerfen, 1882), mientras que los parches esfriatales reciben
proyecciones de las capas profundas (W v V1) de \a corteza, amigdala, corteza prelimbica
y de areas relacionadas con e! sistema limbico (Gerfen, 1984, Graybiel, 1990; Gerfen,
1982) Esta sagregacicnimplica, que probablemente existe una relacion entre el sistema
limbico-estriosomas, para reguiar la nervacion depaminérgica con la nformacidn
motivacional del sistema limbico, asi mismo puede haber una relacion entre la matriz

estnaial y funciones sonsoriales-motoras {Graybiel, 1980, Smith y Bolam, 1950)

5. MODELOS EAPERIMENTALES DE LA  ENFERMEDAD DE
PARKINSON.

Diversos quimicos neurotéxicos han sido utilizados como herramientas para
estudiar los mecanismos basicos gue regulan la funcidn neural tanto a nivel celular,
molecular y conductual de diferentes crganismos {ratas, ratones, menos enire otros). La
finalidad de generar estos modelos, es recrear algunos de los evenios que suceden en las
enfermedades neurodegenerativas gue se presentan y afectan a los humanos (Anaya,
1997). Entre ias neurotoxinas selaectivas, que han side ampliamente utiizadas en animales

experimentalas, y oue afectan & las neurcnas productoras de dopamina, se encuentran
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dentro del estriado, es decir Ias neuronas jocalizadas en la porcidn dorsal de la SNc
(AB.AS}, el Zrea ventral tegmental (A10) vias células retrorrubrales (del peduncula pontino)
del grupo (A8}, proyectan a la matriz (Dahistrom y Fuxe, 1964; Graybiei, 1880). Mientras

que las neuronas de la porcidn veniral de la SNc (A9) proyectan g los estriosomas (Gerfen,
1987, 1892). Esta segregacion implica una reguiacion diferencial, en base a los circuitos

parches-matriz, ademas se sugiere que las terapias en base a drogas dopaminérgicas y
a los tratamientos con transplantes. pueden tener efectos funcionales diferentes,
dependiendo si ef tratamiento esta enfocadoe principalmente a los parches o a la matriz
{Graybiel, 1990, Anguio y McEwen, 1954).

Por otro iado, ia matriz esiriatal recibe proyecciones de ias capas superficiales
corticales{capaV}yde las capas supragranulares y de la corfeza senscriomotora (Gerfen,
1684; Graybiel, 1990, Gerfen, 1992), mientras que los parches estriatales reciben
proyecciones de las capas profundas (V y Vi) de la corteza, amigdala, corteza prelimbica
y de &reas relacionadas con el sistema limbico (Gerfen, 1984, Graybiel, 1890, Gerfen,
1992). Esta segregacién implica, que probablemente existe una relacion entre el sistema
limbico-astriosomas, para regular la inervacion dopaminérgica cen la informacién
mctivacicnal del sistema limbice, as! mismo puedse haber una relacién entre la matriz

estriatal y funciones sonsoriales-motoras {Graybiel, 1990, Smith y Bolam, 1890)

5. MODELOS EXPERIMENTALES DE LA  ENFERMEDAD DE
PARKINSON.

Diversos quimicos neurotéxicos han sido utilizados como herramientas para
estudiar 1os mecanismos kasicos gue reguian fa funcidn neural tanto a nivei celuiar,
malecular y conductual de diferentes organismes {ratas, ratones, moncs entre otras). La
finalidad de generar estos modeios, es recrear algunes de los eventos que suceden en las
enfermedades neurodegenerativas gue se presentan y afectan a los humanos (Anaya,
1397). Entre las neurctoxinas selectivas, gue han sido ampliamente utilizadas en animales

expenmentales, vy gue afectan a las neuronas productoras de dopamina, se encuentran
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ia B-hidroxidopamina {(6-OHDA) y el 1-melii-4 fenil-1,2 3 B-tetrahidropindina (MPTP) {Winn,
1591).

L os modzalos animales de ia degeneracion nigral, han tenido gran imporiancia, va
ural, fisiclbgica, bioguimica y
conductual de esta degeneracion. La alteracidn dopaminérgica, gensraimente puede ser
evaluada de diversas maneras: cuantficando lareduccion de células de ia SNe, midiendo
la actividad de Tirosina hidroxilasa (TH) {enzima limitante en lz sintesis de catecolaminas),
y midiendc las concentracionss de dopamina dentro del estriado (Alexi et. al 2000} La
destruccion unilateral de las neuronas deta SNc, trae como consecuencia un deshalance
en &l funcionamiento de los receptores, tanto presindptcos (hemisferio no tesionade) come
postsinapticos (hemisferio lesionado). Este desbalance en la transmision dopaminérgica,
provoca gue los organismos presenten asimetrias motoras bilaterales, las cuales son mas
svidentes cuando se administran drogas que afectan el sistema dopaminérgico (Alexi et
al 2000), estableciendese correlaciones entre el grado de lesidn anatémicay la conducta
Conductualmente los animales lesicnados giran en circulos ipsiiaterales o contraiaterales,
cuando se administran farmacos que alteran el sistema doparninérgico (Alexi et al. 2000)

El primer modelo animal empleade, fue \a axciomia mecanica La transeccién de
la via nigroesiriatal, provoca la degeneracion progresiva de los cuerpos celulares
dopaminérgicas de la SNc (Knusel et ai 1932; Beck et al 1395; Alexi y Hefti, 19986,
Tseng et. al. 1997, Alexi et. al. 2000), aproximadamente entre el 40-60 % de las neuronas
degeneran 2 semanas después de la lesidn {Beck et al. 1995; Alexi y Hefti. 1996:
Brecknell et. al 1995, Alexi et al. 2000) Sin embargo es imporiante resaltar que el grado
de degeneracion depende de la extension y proximidad de la lesion a los cuerpos de las
neuronas (Leach et al. 1993; Venero et. al. 1987)

5.4 MODELO CCON 5-HIDROXIDOPARMINA (8-OHDA)
La admunistracién unilateral de la neurotoxina 8-OHDA, en el haz medial del cerebro
anterior o bien sobre la SNc, proveca gue |a aferencia dopaminargica esiriatal degenere,

induciendo cambios fisiolégicos, bioquimicos y morfoldgicos (Cohen y Heikkila, 1974
Witson, 1998, Alexi et. at 2000). La 5-CHDA es incorperada al interior de las neuronas
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a través de los sislemas de recaptura de dopamina de alta afinidad, esto provoca la
acumulacion intraneural de compuestos cifotaxicos, que producen la degeneracion de [as
terminsles axdnicasy de los cuerpos celulares (Ungerstedt 1968, 1974; Heikkila y Cahen,
1971, Zigmond et. al. 1890}. La muerte d& las células dopaminérgicas, presenta un patrén
bifasico, es decir, la pérdida de neuronas inicia durante las primeras 12 horas después de
la inyeccidn de la neurctoxina v la maxima degenerscion aparece enire los 4-6 dias
postlesion (Jeon etl. al. 1995; Alexi et. al. 2000). Después de la lesién. las ratas prasentan
una tendencia espentanea a girar {aungue disminuys con el ttempao) hacia ef lado de ta
jesion (ipsilateral), ademas disminuyen su canducta exploratoria espontdnea y presentan
adinsia y afagia {Ungerstedt, 15871b, Miiier y Beninger, 1881, Fornagueraet. al 1993} La
conducta de giwro puede ser grovocada con la administracion de algunas dregas

particularmente, aquelias que activan los sistemas depaminérgicos (Ungerstedt y
Arbuthnet, 1970; Uingerstedt, 1971c)

Dos drogas han sido empleadas de manera comun para inducir fa conducta de giro
y establecer una correlacion funcional de fa via nigroestriatal. Estas drogas son la
anfetamina v la apomorfina. La anfetamina actls sobre las terminales presinapticas,
provocanda la liberacién de grandes conceniraciones de dopamina en el lado no lesionado
(contralateral} induciendc sobreactividad, provocando que e organismo gire hacia el lado
ipsilateral g l& lesion, es decir, donde hay menos concentracién ds dopamina. La
apomorfina actUa sobre [as terminales postsinapiicas, produciéndose una mayoer actividad
en el lado ipsilateral a la tesién, por lo tanto el animal gira hacia el lade que tiene menos
dopamina (Ungerstedt, 1971c¢; Miller y Beninger, 1291; Alexi et, al, 2000), £l ndmero de
giros que el animal presenta después de! tratamiento, se pueden registrar sin dificultad vy
provee una estimacion confiable del grade de deplecién de dopamina (Schmit et. al. 1982).
De acuerdo a esto, si a un animal depletado unilateralmente de dopamina seie administra
apomorfina vy se registran 200 giros ¢ mas an 30 minutos, se puede afirmar gue la
denervacion de dopamina esiriaial es de un 95 % o mas (Ungerstedi. 1971, Hefti et al
1980, Dravid et. al. 1984).
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£.2 MODELQO CON 1-metil-4,fenii-1,2,3,8-tetrahidropiridina (MPTP)}

El MPTP es una toxina que afecta lag mitccondrias, causando la degensracion
seleciivade hewronas de la SNc (Alexi et al, 2000), En animales experimentiaies el MPTP
a5 convertido al ion MPP™. el cual es reconocide v tomado por el sistema de recaptura de
dopamina de alta afinidad de tas neuronas dopaminérgicas (Ballard et. al. 1885: Chiva et
al 1985; Alexi et. al, 2000). Una vez incorporadoe este {6n, dafia el complejo { de la cadena
respiratoria de las mitocondrias induciendo la muerie celular (Sonsallz et. &l 1992, Alex)
et al. 2000). La degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la SNc se hace mas
evidente entre 1-2 semanas después de fa inyeccién (Jackson-Lewis et. al. 1985, Tatton
y Kish, 1997; Alexi et al. 2000). La administracién sistémica de MPTP reduce entre el 80-
85 % el nimero de neuronas dopaminérgicas, asimisma de la concentracidén de donamina
y de sus metabolitos, provocando en alguncs mamiferes, un sindrome neurslégice con
sintornas parecidos a 105 presantados por personas con la enfermedad de Parkinson
(Heikkila et. aL.1984; Langsten et. al 1984; Hallman et al 1985). Entre los organismos
mas sensibies a esta neurotoxina se han reportado a los humanos, gatos, perrcs, roedores
y monos, La administracién periférica de MPTP ¢ al ion 1-metil-4-fenilpindina (MPP™), en
monos y roedores, produce soio la pérdida parcial de ia dopamina estriatal v no se
presentan déficits motores persistentes {Heikkila ef. al 1885; Johannessen et al 1985
Donnzan et. al. 1987; Nishi ef. al.1989)

Enmonos [a infusién unitateral de MPTP, a través de (as artenas carétidas produce
hemiparkinscenismo, el cual se caractertza por presentar rigidez de ios miambros, temblor
en reposo, bradiquinesia, dificuitad para iniciar movimientos y heminegiigencia (Burns et.
al. 1983), ademas de presentar giro espontaneo unilateral, gue puede ser revertido con
la aplicacion sistémica de agonistas dopaminérgicos (Davis et. ai 1979, Bankiewicz et al
1988). La acministracion bilateral y sistémica de MPTP en monos, pravoca severas
deficiencias motoras como la bradiquinesia, aguinesia, rigidez muscular, temblor y postura
encorvada, siniomas semejantes a 105 que presenian las personas afectadas por la
erfermedad de Parkinson (Langston et. ai. 1984; Carman et al. 1881).

Estudios bioguimicos en primates tratados con MPTP han demostrado, que sa

incrementa la actividad GABA&rgica de la via indirecta {Marsden, 1932}y las neuronas de
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la SNc disminuyen la exprasion de la enzima calbindina (Lavoie v Parent, 1281, German
et. al. 1892, Alexi at. al 2000). Existen ciros modelos que inducen la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas, sin embargo su empleo es menos frecuent
metanfetamina, 3-NP, MAy rotenane (Heikkila et al 1985; Sonsaliz et. al. 1892; Ditdonie
et. al 1986; Acikgoz etf. al. 1998; Stephans et. &' 1988; Alexi el al. 2000)

6. CONSECUENCIAS DE LA DEPLECION DOPAMINERGICA

La lesion unilaieral de ia via nigroestriatal con la neurotoxina selectiva 6-OHDA da
comao resultado [a deplecién permanenta de dopaming en el estriado ipsilateral a{a lesidn.
La integracion de respuesias moicras se 2lieran, se incrementa la densidad de los
receplores dopaminérgicos induciendo desequilibrio en los sistemas de neuratransmiscres

y neuromoduiadores (Ungerstedt, 1968; Ungerstedt y Arbuthnett, 1970).

5.1 FUNCIONALES

La denervacion dopamingrgica estriatal provoca gue aumenta la densidgad de los
receptores D, y disminuya la de los receptores B, (Joyce, 1551, Radja et. ai. 1993, Qinet.
al. 1994), estas alteraciones inducen cambios funcionales dentro de la circuiteria de los
ganglios basales (Albin et. al 1889; Alexandery Crutcher, 1990; Del.ong, 1890, Calabres:
et. al. 1893) Sehapropuesio que debido a gue la dopamina gjerce funciones diferenciales
sobre la frecuencia de disparo de ias neuronas espinosas de proyeccion, en la via direcia
se decrementa esta aclividad. mientras que en la via indirecta aumenta esta frecuencia
de disparo (Delong, 1990; Greenamyre, 1693; Calabresi et. al. 1993). Registros
exitracelulares de neurcnas espinosas de proyeccidn han mostrado gue ia deplecién
pravoca: 1) cambios en las propiedades intrinsecas de la membrana {como potencial de
reposo, resistencia de la membrana, reiacion cornente-voltaje), 2) pérdida de la influencia
inhibitoria ténica de la dopamina enddgena en las células estriatales, 3) incremento enla
liberacién de neurctransmisores excitatorios {glutamato) de las terminales estriatales, y 4)
alteracion de la sensibiidad de los recepiores posisinapticos a  diferentes

neurctransmisores (Calabresi et. al. 1993). En registros intraceluiares in vifro se induce
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la SNc disminuyen !a expresion de la enzima calbindima (Laveie y Parent, 1991: German
et. al. 1992; Alexi a1, al. 2000). Existen otros modelos gue inducen la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas, sin embargo su empleo es menos frecuente como la
metanfetamina, 3-NP MA vrotenona (Heikkila et al 1985; Sonsaliaet. al 1992; DiMente

el. al 1996; Acitkgoz et. al 1998; Stephans et. al. 1988; Alexi et al. 2000).

6. CONSECUENCIAS DE LA DEPLECION DOPAMINERGICA

La lesion unilateral de 1a via nigroestriatal con la neurotoxina selectiva 6-0HDA da
come resultade la deplecién permanente de dopamina en el estriado ipsilateral a la lesidn.
Lz integracidn de respuestas motoras se alteran, se incrementa ia densidad de los
receptores dopaminérgicos induciendo desaquilibrio enios sistemas de neurctransmisores

y neuromoduladores {Ungerstedt, 1968, Ungerstedt y Arbuthnott, 1970).

8.1 FUNCIONALES

La denervacion dopamunergica estriatal provoca que aumente |a densidad de los
receptores O, y disminuya la de los receptores D, (Joyce, 1951; Radjaet al. 1853; Qinet.
al. 1994), estas alteraciones incducen cambios funcionales dentro de {a circuiteria de ics
ganglios basales (Albin et. al 1889; Alexander y Crutcher, 1290, Delong, 1990, Calabres!
et. al. 1993). Se hapropuesto que debido a que la dopamina ejerce funcicnes diferenciales
sobre la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas de proyeccidn, en la via direcia
se decrementa esta actividad, mientras que en la via indirecta aumenta esta frecuencia
de digparc (Delong, 1990, Greenamyre, 1993, Calabresi ef al. 1993}, Registros
extracelulares de neuronas espinosas de proyeccion han mosirado gue la deplecién
pravoca 1) cambios e las propiedades intrinsecas de 1a membraina (coimo potencial de
reposo, resistencia de la membrana, relacidn corriente-voltgje), 2) pérdida de la influencia
inhibitoria tonica de la dopamina enddgena en las céiulas estriatales, 3) incremento en la
liveracitn de neurotransmisores excilatorios (glutamato) de las terminales estriatales, vy 4)
alteracion de la sensibilidad de los receplores postsindpticos a diferentes

naurotransmisores (Calabresi et. al. 1993). En registros intracelulares in vitro se induce
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descargatonica de las células asi como también rectificacion de la membrana, cuando se
inyecta cornente despolanizante, aparecen potenciales postsinapticos despolarizantes
espontdneons. aumenta ia actividad sindptica esponténea, iacual se asocia a cambios en
las propiedades intrinsecas de la membrana, se modifica la respuesta farmacologica de
los recepiores D, vy D,, reportandose alteraciones en e! sistema de segundos mensajeros
(Calabresi et. al 1987; Calabresi et al 1983, Galarraga et. al. 1887) Estos resultados
deben ser interpretados cuidadosamente, ya que repories relacionagos con lz

ultraestructura muestran que el estriado contralateral a ia denervacidn se encuentra
severamente alterado (Avila-Costa 1996).

5.2 NEURCQUIWMICAS

La deplecidn de dopaming altera |la expresién det ARNm de algunos neurcpéptidos
y neurciransmisores (Sivam et al. 1887), se incrementa Ia concentracion de ARNm de!
GABA. preproencefalina y serotonina (Vernier et al. 1988, Descarries et. al. 1882)
Asimismo aumentan, por un lado de ios niveles de ARNm de preproencefalina-A (FPE-A)
(via indirecta) y por otro lado disminuyen los niveles de expresion det ARNm de la
preprogncefaling-B (PPE-B) (via directa) {Henry et al. 1999) Mentras que la
conceniracion de ARNm de la sustancia P y dinorfinas se decrementa (Voo et al 1887,
Smith et al. 1683} También se ha cbservado, que se Incrementa la liberacion de
acetiicolina y aumento en los sitios de recaptura {DeBoer et. al. 1983, Joyce, 1991a),

asimismo se pierde el control inhibitorio que gjerce la serotoning sobre |a liberacion de
acetilcolina (Joyce, 1991; Descarries et. al. 1892},

Se ha encontrado que después de la lesidn, se incrementa la expresién de ia
proteina acidica fibrilar glial {GFAP) en ambos estriades, predominando esta expresiénen
el lado ipsilateral, por lo que se piensa, que los productos liberados por las neuronas

Iesionadas, son las responsables de la produccion de gliosis reactiva { Jedrzejewska et al
1920, Sheng et al. 1933).
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6.3 ULTRAESTRUCTURALES

La deplecién de dopamina, ademas deinducir alteraciones fisioidgicas, bioquimicas
y conductuales, produce alteracicnes ultaestructurales. Roberts v DiFiglia (1820)
lesionaron el estriado de ratas con 4cido quinoclinico y reportaron un decremente en el
numerc de sinapsis axoespinosas desde las dos semanas postlesion, asimismo,
sncontraron aumento en el tamano de los botones sinapticos. La lesion del haz medial del
cerebro anternior con 8-OHDA modifica los blancos postsindpticos y la especialidad
sinaptica {Avita-Costa et. al. 1998). Pickely cols {1992) lesionaron ratas neonatas vy las
analizaron a los 30-60 dias de edad, e Ingham y cols. (1891 y 1993), observaron ratas
adulias alos 12, 26 dias vy a los 13 meses después de la lesidn. Estos estudios reportaron
que el esfriado denervado presenta mayor numero de contactos axodendritices, ademas
los botones sinapticos son mas grandes, comparados con [as ratas control desde los doce
dias postlesion, Ingham y colaboradores (1983) reportaron gue en les animales control {sin
fesidn} de 13 meses de edad, que correspondian al tiempo postlesion de los animales
experimentales, presentaron el mismo Incremento en el amane de ios botones sindpticos
que los animales lesionados Estos autores indican que las alteraciones que encontraron
en los animales control, son inherentes a las alteraciones que se observan en la vejez
{Ingham et. &l 1883}. Por otra parte, Jedrzejewska y cols. (1890} reportaron gue con esta
lesién, se observan cuerpos multivesiculares, células obscuras, y alteraciones en los
organelos, principalmente las mitccondrias que se encontraron hinchadas y con lamatriz
obscura.

@

Ademas de los hallazgos anteriores, algunos autores han observado que después
de la iesidn uniiateral el estriado contralateral presenta cambios degenerativos
significativos en los blancos postsinapticos y ta presencia de células obscuras
{Jedrzejewska et al. 1880; ingham et. al. 1893, Avila-Costa, 19986).

Ahora bien, en estudios realizados en nuestro laboratoric se ha demostrado, que
muestras de niclec caudado de pacientes con enfermedad de Parkinson (Colin, 1994)
asi como de ratas con depiecion dopaminérgica {Avila-Costa, 1986, Avila-Costa et al
1998) a diferentes tlempos postiesion. presentan un incremento en el tamafic de los

botones presindpticos, cambios en los blancos posisindpticos, aumento en el nimero de
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contactos establecidos con la misma estructura, 2si como también degeneracion neuronal,
estableciéndose una correlacién enire el desarrolio natural de la enfermedad y 1o que se
observa cuando se inducen estas alteraciones dentro del ndciec caudade (Avila-Costa et
al., 1998). Mas atn, Avila-Costa (1996) reportd que después de Iz lesidn unilateral, no sdélo
se sbservan ias alieracicnes ipsilaterales anteriormente descritas es decir, despues de 40
dias el caudado contralaterai a ia lesion también presenta alteraciones uliraestructurales

importantes, llegando a la conclusion de que dicho caudade no puede tomarse Como
control,

7. TRATAMIENTOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Las diferentes ferapias que se han empleado para e! potencial tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, se han enfecado principalmente en tratar de promover el
desarrolle, sobrevivencia y funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas (Alexi et. al

2000) tanto en personas que presentan & enfermedad como en los modelos
experimentales.

7.1 FACTORES TROFICOS

Muchos de los factores neuroiréficos se encuentran loccalizados en el sistema
nigrossiriatal, apoyando [a diferenciacidn v la sobrevivencia ce las neuronas
mesencefalicas dopaminérgicas (Beck, 1894; Hefti, 1987). Enire los factores troficos que
se han identificado se encuentran los mitogénicos bFGF, EGF, c-TGF y IGF-, IGF-ll y las
neurotrofinas BDNF y NT4/5 {Alexi et al 2000). Ademas se han identificado miembros de
la superfamilia B-TGF, en los cuales se incluyen a los factores TGF-B2 y TGF-f3 La
subfamilia incluyen la GDNF (Poulsen et al. 1994), NTN y PSP (Horger et al 1998)
Varios de estos faclores tréficos, han demostrado que revierten los déficits
dopaminérgicos, en los diferentes modelos animales de 1a enfermedad de Parkinson. Se
ha reportado que los factores tréficos mas potentes son les miembros de la subfamilia [3-
TGF, es decir los factores GDNF y NTN, mientras que el de mas baja pofencia es el PSP
(Alexi et. al. 2000)
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contactos establecidos con ia mismaesiructura, asi como tambien degeneracion neurenal,
estableciéndose una correlacion entre el desarrolio natural de Iz enfermedad y o que se
observa cuando se inducen estas alieraciones dentre de!l nicleo caudado (Avila-Costa at.
al., 1988). Mas aln, Aviia-Costa (1996} reporid que después de ia tesidn unijaterai, no sélo
se observan las alieraciones ipsilaterales anteriormente descriias es decir, después de 40
dias el caudado contralaterai a la lesién también presenta alteraciones ultrasstructuraies

impertantes, llegando a la conclusion de que dicho caudado no puede tomarse coemo
contro}

7. TRATAMIENTOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Las diferentes terapias que se han empleado para el potencial tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, se han enfocade principalmente en tratar de promover el
desarrollo, sobrevivencia y funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas (Alexi et al

2000) tanto en personas que presentan la enfermedad como en los modelos
experimentales.

7.1 FACTORES TROFICOS

Muchos de los factores neurctréficos se encuentran localizades en el sistema
nigroestniatal, apoyande la diferenciacion ¥ la scbrevivencia de las neuronas
mesencefalicas dopaminérgicas (Beck, 1924; Heftl, 1897). Entre os factores tréficos gue
se han identificade se encuentran los mitogénicos bFGF, EGF, ¢-TGF vIGF-1, IGF-ll y ias
neurotrofinas BDNF y NT4/5 {Alexi et al 2000). Ademas se han identificado miembros de
la superfamilia B-TGF, en los cuales se incluyen a los factores TGF-B2 y TGF-83 La
subfamilia incluyen la GDNF (Poulsen et. al. 1994), NTN vy PSP {Horger et al 1998)
Varios de estos factores irdficos, han demostrado que revierien los déficits
dopaminérgices, en los diferentes modeles animales de la enfermedad de Parkinson. Se
ha reportado que los factores tréficos mas potentes son los miembros de la subfamihia -

TGF, es decir los factores GDNF v NTN. mientras gue el de mas baja potencia es el PSP
(Alexi et &l 2000)
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El TGF-(33 tiene fuertes efectos troficos, cuando se utiliza en cultivo de neuronas
(Poulsen et. af 1984}, sin embargo este factor | no presenta ningin efecto cuando se
emplez en raias lesionadas con 6-OHDA. Por ofro lado, ef factor GDNF, que pertenece a
ta superfamilia del B-TGF, sjerce efectos proteciores en nauron minérg
modelos de axotomia, 8-OHDA, MPTP y metanfetamina, tanto en reedores asi come en
primates (Alexi et. al. 2000). Los factores neuroiréficos son de gran impertancia, ya que

inducen el crecimiente v funcionalidad de ias células dopaminérgicas (Alexi et. al. 2000)

7.2 TRANSPLANTES

Por mucho tiempo €l tejido fetal ha sido empleado para &l tratamiento de algunos
desordenes en humanos, como el transplante de tejido fetal pancredtico para el
tratamtento de la diabetes meliitus, el transplante de teyido fetal del timo para el tratamiento
de la deficiencia infogénica inmunol¢gica (Alexi et.al. 2000}

Los diversos tejidos usados en la enfermedad de Parkinson, se enfocan
principalmente en promover la sintesis de dopamina, como las células de la SN del
mesencéfalo ventral, de 1a médula adrenal, lineas celulares dopaminérgicas, astrocitos v
fibroblastos, faciores neurotroficos, co-transplanies y méas recientementes células epiteliales
{Martinez-Serrano y Bjorklund, 1997).

El trar}spfanie de mesencéfalo ventral cofocado dentro del estriado, en animales
lesionados con 6-OHDA da como resuttado, que las células transplantadas sobrevivan
cerca de 2 afios, ademéas se forman conexiones sinapticas funcionales enire el tepdo
transplaniado y el tefido huésped, mejorando los niveles de dopamina y reduciendo fa
conducta de giro cuandc se administra metanfetamina y apomorfina (Nishino et al 1890,
Alexi et ai. 2000). Seharepcrtado que eitransplante de médula adrenai feta!, colocado
en el ventriculo lateral da como resultado, una mayor conservacién del volumen del tejido
transplantado, ademas se cbsearva un gran nimero de células sobrevivienies, los somas
de las ceélulas presentan una mayor area, en comparacion con los transplantes colocades
en el parénquima del nicleo caudado, en donde la conservacidn del tejids transplantado
y la sobrevivencia de ias células es muy pobre Sin embargo cabe sefalar, gue cuando se

administrd apomorfina para inducir 1a conducta de giro, ésta disminuyé de igual manera
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en ambos casos, es decir, no tiene sfecto funcional, ndependientemente de su
localizacion v el volumen transplantado {Anaya, 1997, Anaya-Martinez et. al en prensa!

7.3 ANTIEXCITQTOXICA

i LR LW F

IUn gran numero de estudios han reportado en modelos con MPTP v 8-0HDA, que
los antagonistas excitotoxicos, principalmente aguetlos que estén dirigidos a los receptores
glutamatérgicos de tipo NMDA vy glicina {como ef MK-801, CPP, y el anticonvulsionante
niuzode), interrumpen el exceso en fa neurotransmision que ejerce el glutamato sobre las
sferencias y eferencias (Difazio et al. 1892, Christofferson y Melizer, 1895, Kosinski et.
al. 1898; Blandin y Greenamyre, 1998, Rodriguez et. al 1988) induciéndose alguna
mejoria en ta akinesia y |a rigidez (Alexi et al. 2000). Ademés se ha reportado que la
toxicidad inducida por el MPTP sobre las neuronas dopaminérgicas, puede ser reducida
si se administran antagorustas excilotoxicos (Tursk ef. al. 1891; Cornop st al. 1895
Kanthasamy et. al. 1987, Miranda st. ai 1999).

El tratarmiento sistémico con MK-801, ha dado como resultado, cus se restituya ia

actividad estriatal de |la enzima tiroxina hidroxilasa, la cual se encontraba inhibida por la

infusion directa intranigral de &cido Matonico (toxina mitocondrial) (Connop et. ai 19986,
Chan et &l 1997). Se hareportado, gue los pacientes con enfermedad de Parkinson, se
presentan algunas mejorias sinfomaticas a partir de iz subtalomotomia, es decir, se
remusve ef exceso excitatorio Removiendo este ndcleo, se ayuda a restablecer ia
neurctransmisién normal dentre de |a circuiteria de |los ganglios basales (Bergman et at

1990, Chesselet v Deifs, 1996; Blandini y Greenamyre 1998, Rodrigusz et al 1988).

7.4 ANTIOXIDANTES

La neurcdegeneracién gue ocurrs an la enfermedad de Parkinson, puede involucrar
“esirés oxidative”, Inducido por la produccidn de radiales libres, generados duranie el
metabolismo de la dopamina (Lange, K 1984; Yamamoto, 1898; Shoulson, 1998,
Cassarinoy Bennst, 1898, liga et. al. 1999, Moalina-Arjona ef. al. 1999) Laproduccidn de
radicales libres puede seguir dos camines: la dopamina es metabolizada enzimaycamente

por la MAQ-8 o bien por aufooxidacion de la misma dopamina, esto genera especies
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reactivas al oxigeno {ROS por sus siglas en ingles), comoe el anidn superoxide (0,7}, &
peroxintrito {ONOQ") vy perdxido de hidrogenc {H,0,) (Cassarino y Bennet, 1989), los

cuzles reaccionan con los metales {como el Fe #*) produciendo radicales hidroxilos (OH)
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Burke, 1999, Kienz! et. al. 1293),

8e ha reportado gue las enzimas encargadas de neutraiizar (a generacion de los
radicales libres (antioxidantes), como el glutation, glutation-peroxidasa, superéxido-
dismutasa (S0D) y la catalasa disminuyen, asimismo se incrementa de manera anormal
la concentracién de Fe ®, en pacientes que presentan ia enfermedad de Parkinson (Lange,
K 1994; Yamamoto, 1998, Shoulson, 1998; Jiménez-Jiménez et. al. 1999)

Los indicadores del dafio celular provocados por radicales libres, son la
peroxidacion de lipidos, bajos niveles de concentracion de las enzimas antioxidantes,
oxidacion del ADN vy finalmente la muerie neuronal (Dexter et. al. 1989; Lange, K. 1894,
Alamet. al. 1997). Se ha reportadoe gue la probable perdida de neuronas dopaminérgicas
en la substancia nigra, se debe a gue estas células son particularmente vulnerables al
ROS vy a la acumulacion del pigmento obscuro denominado neuromelanina (péptide que
contiene altas concentraciones de metaies como ei Fe?* y zing) el cual incremenia su
concentracion con ja edad (Gonzéles-Fraguela et. al 1998; Weiner, 1899; Soto-Otero et.
al. 2000; Zecca et. al. 2000). Reportes recientes indican que existe una relacion enfre el
MT-llI (factor inhibidor del crecimiento celular) y Ia enfermedad de Parkinson, es decir,
cuande disminuyen los niveles de ARNm del MT-li v se incrementan jos ROS inducen ia
muerte celular, por lo tanto el MT-Ili probablemente apoya Ia sobrevivencia de |las células.
eliminando las ROS ejerciendo la funcién de neuroprotector (Sogawa et al. 2000)

Eltratamiento confarmacos antioxidantes, en animales lesionados conMPTP & con
MPP* atenda la degeneracion de las células de la SN e incrementa los niveles de
dopamina dentro dei estriado. En animales lesionados con 6-OHDA. los antioxidantes
come el quelador de fierro “desferrioxiamina” y la vitamina E, provocan figeras mejorias en
los déficits motores (Kienzl et. al. 1998). En ratones fransgérucos que presentan
sobreexpresion de la SOD, se observa cierta resistencia a la foxicidad producida por el

MPTP yB8-OHDA (Asanumay Cadet, 1998, Sziraki et al. 1998). Estudios bioguimices nan
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reportado, que las concentraciones séricas de factores procxidantes (como ¢! hierro} y de
antioxidantes (como la vitamina E, Ay carotenos), no se alieran tanto en sujetos normales

como en sujstos que presentan la enfermedad de Parkinson {Molina-Ariona et. al. 1999)

7.5 FARMACOLOGICA

El tratamiento de la enfermedad de Parkinson sigue siends un problema de dificil
soiucidén. Desde que se entendid que la enfermedad se debia & una deficiencia en &l
suministro de dopaming, se han establecido diversas estrategias farmacoldgicas con el

objetiva de minimizar los sintomas de esta enfermedad y mejorar la funcién
dopaminérgica

7.5.11-DGPA

La L-DOPA se forma a partir del aminoacido L-tiroxina, come uno de los pasos
intermedics en la sintesis de catecolaminas, la dopaming se sinteliza por ia
descarbox|lacién de este aminoacido.

A partir de 1967 se inicia la infroduccion de la L-DOPA como farmacoterapia
Cotzias {1967) reporta que 'a administracion cral de L-DOPA provoca efecios benéficos
sostenidos y dramaticos en i0s pacientes con ta enfermedad de Parkinson Posteriormente
se establece que produce efecios anti-rigidez Investigaciones mas recientes reportan que
este farmaco tiene efectos transitorios cuande es administrada a bajas dosis, sin embargo
aparecen algunas contradicciones de ios efectos benéficos de la L-DOPA cuando se
administra a targo plazo (Tolosa e, al. 1998).

En administraciones a corto plazo, la L-DOPA revierte algunos de los déficits
moteres de dicha enfermedad, a través de su conversion a dopamina. Sin embargo,
cuando se administra a largo plazo o se Incrementa la dosis, este farmaco pierde eficacia
y frecuentemente aparecen senos efectos colaterales como las oscilaciongs motoras on-
off y discinesias, sin que los pacientes presenten algun tipo de mejoria. Recientemeante se
ha reportade que la administracion a largo plaze de L-DOPA, puede acelerar la
degeneracion de las neuronas depaminérgicas, debido probablements a que este farmaco

incrementa ia produccion de radicales Libres, provocando en as células estrés oxdativo



& induciendo su muerte (Wollers et al. 1995 Jenner et. ai. 1895},

7 5.2 Anticolinérgicos

alcalcides que se exiraen de la planta belladona (Atrgpa belladenal, funcionaimente son

antagenistas competitivos de la accidn de la Acelilcolina {Ach)} v de ofros agentes
agonistas muscarinicos. Se ha reportado gue los agentes anticolonérgices tienen su
accion antagdnica sobre el sistema neuromuscular, estableciéndose gue dichos agentes
reducirian los efectos excitatorios de las nsuronas colinérgicas estritales. a travésde la
inhibicion de {a captacion de depamina en ios sinaptosomas estriatales, o bien pueden
actuar directamente sobre las neuronas entriatales (Duvoisin 1967; Beker y Joynt, 1990).
Repories recienies indican que los agentes anticolinérgicos tienen eficaciaen larigidez y
el temblor (Varon y Jacabs, 1991).

7.5 3 Amantadina

La amantadina es una sal dcida hidrosoluble triciclica que tiene la capacidad de
penefrar todas las membranas celulares En modelos animales se ha demostrade que
actia scbre la liberacién de dopamina, en las terminales dopaminérgicas gue no presentan
ningun tipo de degeneracion dentre del cuerpo estriado (Schwab et. al 1888). Asimismo

se ha reportado que este farmaco retarda ia recaptura de dopamina {Glanutsos et al.
1985; Allen, 1983).

7.5.4 Selegilina (Deprenyl)

Laselegilinaesun |nhib|dor’de la enzima monc-aming-oxidasa tipo B (MAQO-B). Se
ha sugeride que este farmacc inhibe al receptor presinaptico de la dopamina, de esta
forma se incrementa la sintesis de dopamina aumentando 1a fransmision dopaminérgica.
Este farmaco ha sido empleado en combinacién con la L-DOPA, ya que la selegilina
aumenta la accion de la L-DOPA a través de la conversion a dopamina inhibiendo ia
enzima MAQ-B. Ademas se hz observado que |z selegilina prolonga y potencia la eficacia

de la L-DOPA cuando se administra en pacientes con enfermedad de Parkinson {l_ees,
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1691, Yahr et al. 1883).

7.5.5 Bromoceniptina

La bromocriptina es un derivado det &cido lisérgico, s decir 5 un alcalode, que
funcionalmente es agonista de los receptores dopaminérgicos D, y antagonista de los
receptores . La bromocriptina se introdujo en 1874, como el primer agonista
dopaminérgico Gt clinicamente, ya que tiene accion farmacoiégica sobre los sintomas
iniciales de la enfermedad de Parkinson (Jackson et al. 1988, Weiner, 1992, Ramaker et
al 2000). Este farmaco tiene una vida media de alrededor de 6-8 hrs, y su maxima
concentracion en el plasma es de 70-100 minutos { Be Yébenes et. al. 1997; Ogawa, N
1698; Henry et. al. 1999). Ademés este farmaco parece que actiia sobre los receptores O,
presinapticamente (a nivel del autorreceptor) suprimiendo el recambio de dopamina
{Lange, K 1994; Kulisevsky, 1997}.

Se ha repcrtade gue la bromogripting, tiene efectos bifasicos sobre la actividad
locomotora en medeios de ratas y ratones cuando es administrada directamente scbre el
nuclec acumbens {Jackson et. al. 1988) Bajas concentraciones producen deprasion,
mientras que altas dos:s, producen una mayor aclividad locomotora que perdura varnas
horas, seguida de depresidon motora Esta depresion probablemente se deba a ia
estimulacion de los autorrecepiores dopaminergicos, reduciendo la concentracion sinaptica
de dopamina (Kiraly y Van Ree, 1984, Jackson ef al. 1988) En modeios animales de
primates no humanos lesionados con MPTP, el tratamientc con bromocriptina no induce
la aparicion de discinecias (Henry et. al 1899)

Funcicnalmente |os receptores [, parecen mediar ia depresidon inducida per la
bromocriptina, ademés su estimulacion probablemente moduia la expresion de el ARNm
de la PPE-A {Preprcencefalina-A) v reduce la actividad excitatoria de las aferencias
corticales (Korczyn et. ai 1998; Henry et al 1989). Ademas moduia la frecuencia de

disparo de {as células nigre-estriatales vy de las células del tegmento-acumbens (Jackson
et, al 1988)
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Estudios bioguimicos han reportado gue ia bromocriptina inhibe el incremento y
acumulacion de matebolitos dopaminérgicos como ef DOPAC  (Jackson et. al 1988,
Corrod et. al. 1873; Bannon et. al. 1988). Ademas dosis bajas de este farmaco

presidn ARNm para ia PPE-A, mientras gue dosis altas no
alteran la expresion del ARNm para la PPE-B (Henry et. al. 1988). DiChiaray cols. {1977)
ha reperiado en ratones, que el decramento en los niveles de DOPAC ocurren cuando se
presentan los efecios depresivos locomotores,

Reportes clinicos han mencionado gue la bromocriptina induce algunos efectos
colaterales transitorios como nausea y vomito (Agid et al 1999; Goelz et. &, 19%8;
Ramaker et. af 2000). En algunos cascs, cuando se admirustra repetidamente, induce
efectos como confusidn, alucinaciones visuales y parancia {Henry et. al. 1999; Korczyn
et al 1998).

La adminisiracion de bromocriptina atenda las complicaciones motoras inducidas
por la administracién a largo plazo de la L-dopa (Ramaker et. al. 20C0). Cuando ée
administra como monoterapia en etapas iniciales de la enfermedad de Parkinson, induce
efectos mas determinantes y duraderos, reduciendo ia frecusncia de gparicién de las
discinecias {Ogawa, N 1988, Korczyn et al 1988, Agid et al. 1988; Henry et. al 188%8).

Se ha reportado gue la bromocriptina posee propledades antioxidantes (Yoshikawa
et. al. 1894; Jenner, 1995), demostrandose que funciona como “barredor” de radicales
iibres (Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998), va que cuando se adminisira en
homogenados de cerebro de rata, elimina a los radicales 0,, ONOO v K,C,, inhibiendo
significativamente la peroxidacion de lipidos, ademas se le atribuyen fuertes efectos de
“neuroprotector” y antloxidante (Lange, K 1984, Yoshikawa et al. 1984, Kondo et al.
1994, Tanaka et. al. 1985, Ogawa, N. 1888, Yamamoto, 1998, lida et al. 1993). En
preparaciones in vitro e in vivo de [a SNc de ratones tratados con MPTP, la bromocriptina
bloguea ia formacion de radicales OH' incrementandc fa actividad de las enzimas
antioxidantes {(Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998). Ademas se ha reportado que la
bromocripting, inhibe la frecuencia de recambio en la recaptura de dopamina {Ogawa et,
al. 1984) a través de la activacidn de los autorreceptares {Kondo et al 1584), Por lo tanto

se ha establecido que 1a bromocriptina pusde tener la posibilidad de mejorar algunos de



jos sintomas en la enfermedad de Parkinson (Yoshikawa et. al 1984)

8. JUSTIFICACION

Ahora bien, de acuerdo a lo expuesto antenormente, nos interesa describir si la
bromceriptina (la cual posee caracteristicas de antioxidantes y que es un agente
antiparkinsonico de uso comdn en ef mercado) es capaz de prevenir las alteraciones

ultraestructurales causadas por ia denervacién de dopamina en el nicleo caudado.
9. OBJETIVO

Anglizar s el firatamienio con Bromocriptina atenla las alteracicnes

ultraestructurales del neuropilo del ndcleo caudado que se observandespués de ja lesidn
unilaterat con 6-OHDA.

10. METODO

i

Los experimentos se llevaron a cabo en 18 ratas macho de la cepa Wistar, las
cuales pesaban entre 180-200 g al inicio del experimento, y que fueron mantenidas en un
ciclo fuz-obscuridad 12 12 con libre acceso al agua v al alimento

Las ratas fueron lesionadas guirdrgicamente de la siguiente manera: Los animales
fueron anestesiados con una dosis de 35 mg/Kg de pentobarbital sédico por via
intraperitoneal (1.p.). Una vez anastesiadas, fueron fijadas en un aparato estereotaxico
Las coordenadas estereotaxicas empleadas fueron las siguientes a partr de bregma AP=
“4mm, L=1.4mm, V= -7.7mm a pariir de la duramadre (de acuerdo a Paxinos y Watsan,
1986). El primer grupo consistio en 12 ratas, [as cuales fueron lesionadas unilateralmente
en el haz medial del cerebro anterior (iadec izguierdo) con 4 il de solucion salina que
contenia 8Ug de 6-OHDA y 0.2 mg de acido ascorbice. El segundo grupo consistid en 6
ratas que fueron lesionadas en el mismo sitio con 4 Ul de vehiculo -sclucidn salina y

acido ascorbico- (grupo control). Ambas scluciones fueron inyectadas con una jeringa
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los sintomas en ta enfermedad de Parkingon {(Yoshikawa et al 1994)

&, JUSTIFICACION

Ahera bien, de acuerdo a 0 expuesto anteriormente, nos interesa describir si la
bromocriptina (la cual posee caracteristicas de anfioxidanies y gue es un agente
antiparkinsonice de uso comdn en e mercade) es capaz de prevenir ias alteraciones

ultraestructurales causadas por la denervacion de dopamina en el niclec caudado.
2. OBJETIVO

Analzar si el fratamienio con Bromocriptina atenda ias alteraciones

ultraestructurales del neuropilo del nlclea caudadeo que se observan después de la lesion
unilateral con 6-OHDA.

10. METCDO

Los experimentos se [levaron a cabo en 18 ratas macho de la cepa Wistar, ias
cuales pesaban entre 180-200 g al inicio del experimento, v que fueron mantenidasenun
ciclo luz-obscuridad 12.12 con libre accesc al agua y &! alimento.

Las ratas fueron lesionadas quirtrgicamente de la siguiente manera: Lcs animales
fueron anestesiados con una dosis de 35 mg/Kg de pentobarbital sadice por via

intraperitoneal {1 p.). Una vez anestesiadas, fueron fijadas en un aparato estereotaxico
Las coordenadas estereotaxicas empleadas fusron las siguientes a partir de bregma AP=
-4mmy; L=1.4mm, V= -7 7mm a partir de |g duramadre {de acuerdc g Paxinos y Watson,
1986) Elprimer grupo consistid en 12 ratas, las cuales fueron lesionadas unilateraimente
en el haz medial del cerebre anterior (lado izquierdo) con 4 Wi de solucién salina gue
contenia 8Lig de 8-OHDA y 0 2 mg de acido ascorbico. El segundo grupo consistit en 6
ratas que fueron lesionadas en el mismo sitio con 4 |4l de vehicule -saolucion salina vy

acido ascorbico- (grupo controt). Ambas soluciones fueron inyectadas con una jeringa
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los sintomas en la enfermedad de Parkinson (Yoshikawa et al 1924)

8. JUSTIFICACION

Ahora bien, de acuerdo a lo expuesio antenormente, nos interesa describir si la
bromocrigtina (la cual posee caracteristicas de antioxidantes y que es un agernte
antiparkinsorico de uso comdn en el mercado) es capaz de prevenir las alteraciones

ultraestructurales causadas per la denervacion de dopamina en el nuclec caudado.

9. OF

WJETIVO

Analizar si el fratamiento con Bromocriptina atenta las alteraciones

ultraestructurales de! neuropilo del nicleo caudado que se observan después de |a lesin
anilateral con 6-OHDA

10. METODO

Los experimentos se llevarcn a cabo en 18 ratas macho de la cepa Wistar, las
cuales pesaban entre 180-200 g al inicio del experimente, y que fueron mantenidas en un
ciclo luz-obscuridad 12:12 con libre acceso af agua v al alimente

L as ratas fueron lesionadas quirirgicamente de la siguiente manera Los arnimales
fusron anestesiados con una dosis de 35 mg/Kg de pentebarbital sodico por via
intraperitoneal {1.p.). Una vez anestesiadas, fueron filadas en un aparato estereotaxico
i 2s coordenadas esterectaxicas empleadas {ueron ias siguientes a partir de bregma: AP=
-4mm; L=1.4mm; V= -7.7mm a partir de {a duramadre (de acuerdo a Paxinos y Watson,
1986). El primer grupao consistid &n 12 ratas, las cuales fueron lesionadas unilateraimente
en el haz medial dei cerebro antericr (lado izauierdo) con 4 [l de solucion salina gue
contenia 8ig de 6-0OHDA y 0.2 mg de Acido ascérbico. El segundo grupo consistid en 6
ratas gue fueron lesionadas en el mismo sitic con 4 Yl de vehiculo -solucidn salina v

acido ascorbico- (grugo confrol). Ambas soluciones fueron inyectadas con una jeringa



Hamilton aceplada a una micropipeta de vidrio con un didametro de entre 50 y 100Um
Con el propésito de evaluar ia conducta de giro de los animales de ambaos grupos,
se es administro apemorfina a una dosis de 0.25 mg/Kg i.p. 2 los des dias después de

ién. Se utilizaren s¢lo aguelics animales lesionados con 8-CHDA

gue mostraron mas
de 200 giros en un periodo de 30 minutos asi comoe las ratas invectadas con vehiculo {(que
ne muestren conducta de giro). Dos dias daspués de esla evaluacidn, seis ratas
lesionadas fueron tratadas con 0.3 mg/Kg de bromocriptina por via oral durante 30 dias,
seis ratas lesionadas no recibieron bromocriptina y las ratas del grupo control fueron
mantenidas durante el mismao tiempo.

Los animales de [os tres grupos fueron entonces sacrificados bajo anestesia
profunda con Pentobarbital sodico dosis letal i.p. a los 30 dias de tratamiento, se realizd
la perfusidn intracardiaca por via adrtica inicialmente con una solucion salina 1soténica
para posteriormente aplicar el fijador, que contenia glutaraldelndo al 02% vy
paraformaldehido al 2% en buffer de fosfates (PBS) al 0.1M. Una vez perfundidos, se
extraleron los cerebros y se colocaron en {ijativo durante una hora. Posteriormente se
tomaron fragmentos del cuadrante dorsomedial de la cabeza del nicleo caudado ipst y
contralateral a la lesidn. Asimismo se realizaron cortes histoidgicos del mesencéfaio
ventral (esta region contenia la SNc) de los animales de los tres grupos para esiablecer
el grado de deplecion inducida por [a lesion, se realizo una prueba de Inmunocitoquimica
paratiroxinz hidroxilasa {apéndice 1), para corroborar que la sustancia nigra se encontraba
con un 95 % de perdida de neuronas dopaminérgicas.

Después de favar los fragmentos en PBS, fueron colocades durante una hera en
tetradxido de Osmic al 1% preparado con PBS para la postfijacion; posteriormente los
fragmentos fueron lavados con PBS en tres cambios de 10 minutos cada uno. El siguiente
paso consistia en la deshidratacion delte)ido con aicoholes en concentracionas crecientes
(del 50% al 96%) durante lapsos de 10 minutos cada uno Finalmente. el tejido fue puesto
en alcohal af 100% por tres ocasiones de 10 minutos cada una Posteriormente, el tejido
fue cologado en folueno durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Los fragmentos
fueroninfilirados enunamezcladeresinai 1 araldi{a-tolueno a80°C. Se mantuviercn por

12 horas en una mezcla 3:1 de araidita-tolueno a temperatura ambiente y los fragmentos
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ya infilirados se incluyeron en araldita pura a 60°C durante 24 horas

Una vez qua se polimenz& la resina, se procedid a realizar los cortes finos de 900A
en un uliramicrotomo Reicheri-Jung ctilizande cuchillas de diamante. Se mentaron los
cortes en refillas de cobre v se contrasiaron con acetato de uraniio al 5% durants 20
minutos y con citrato de plomo al 0.4% por 5 minutos. Los cortes fueron observados enun
micrescopio electronico Jeol Jem 100 CX Hl y se ilevd a cabo el andlisis ultraestructural,
reaiizando Jas mediciones directamente de la pantalla.

Elanalisis ultraestructural consistio en ia medicion de 50 botones presinaptices de
ambos caudados considerandose los siguientes parametros:
o Diametro det eje mayor y del eje menor
° Estructura postsinaptica (espina o dendnita).

Ndmero de sinapsis establecidas con la misma estructura (simple o deble).

Las pruebas estadisticas que se utilizaron para el analisis de resultados fueron.
Para el didmetro de los botones sinapticos se utilizd |a prueba t, para muestras pareadas
{cuando se llevd a cabo la comparacion intrasu)etos) v no pareadas (para la comparacién
intersujetos). Para las caracteristicas del botdn sindptico (tipo de contacte sindptico,
estructura postsindptica y nimero de coentactos sindpticos), se utlizd ia prueba de
Wilcoxan.

11. RESULTADOCS

Comao ya se describid anteriormente, ia lesidn con 6-OHDA produce alteraciones
ultraestructurales significativas en el neuropiio del nlclec caudado cuando los datos son
comparados con los animaies inyectados con solucion salina (grupo control)  Ahora bien,
en el presente experimento encontramos que el iratamiento con bromocrictina después

de la lesion, atenda las alteraciones provocadas por dicha lesion
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ya infilirados se inciuyeron en araldita pura a 60°C durante 24 horas

Una vez que se polimenzod laresina, se procedio a realizar los cortes finos de 900A

(]

n un ultramicrotome Reichert-dung utitizando cuchillas de diamante Se montaron los
bre y s& conrastaron con acetato de uraniio ai 3% durante 20
minutos y con cifrato de plome at 0.4% por 5 minutos Los cortes fueron observados enun
microscopio electronico Jeol Jem 100 CX i v se llevo a cabo el anélisis ultrasstructural.
reahizando las mediciones directamente de la pantalla.

Elanalisis ultraestructural consistid en la medicién de 50 botones presinapticos de
ambos caudados considerandose los siguientes parametros:
° Digdmetro del eje mayor y dai eje menor
@ Estructura postsinaptica (espina o dendrita)

Numers de sinapsis establecidas con la misma estruciura {simple o doble).
B J9]

Las pruebas estadisticas que se utilizaron para el analisis de resultados fueron.
Para el didmetro de los botones sinépticos se utilizd la prueba t, para muesiras pareadas
(cuando se llevd a cabo la comparacion intrasujetos) y no pareadas (para la comparacion
intersujetos) Para ias caracteristicas del botén sinplico (lipo de contacto sindptico,

estructura postsindptica y numero de contactos sindpticos), se utihzd la prueba de
Wilcoxon

1. RESULTADOS

Como ya se describié antericrmente, la tesidn con 6-OHDA produce alteraciones
ultrsestructurales significativas en el neuropiio del nldcieo caudado cuande los datos son
comparados con ios animales inyectados con solucion salina {grupo control)  Ahora bien.
en el presente experimento enconframos gue el tratamiento con bromocriptina después

de |2 iesion, atenia las siteraciones provocadas por dicha lesion



APENDICE DE FOTOGRAFIAS

FIGURA 5. Microfotografia donde se muesira el diametro del botdn presinaptico en
donde.

A Botén sinaptico de una rata centrol estableciendo contacte con una espina
dendritica.

B Botén sinaptico del lado lesionado (ipsilateral) estableciendo contasto con una
espina dendritica.

C Botdn sindptico de unz rata tratada con bromocriptina estableciendo contacto con
una dendrita.

FIGURA 8. Microfolografia donde se muestra ei blance postsinaptico donde

A Boton sinaptico de una rata contrel estableciendo contacto con una espina
dendritica.

B Botdn sinaptico del lade [esionado (ipsilateral) estableciendo contacto con ung
espina dendritica (=$).

C Botdn sindptico de una rata tratada con bromacriptina estableciendo contacto con
una espina dendritica,

FIGURA 7. Microfotografia en la cual se muestra el nimero de contactos sinapticos
establecidos con la misma estiuciura en donde:

A Botén sinaptico de una rata control estableciendo contacto con una espina
dendritica.

B Botdn sinaptico estableciendo contacto doble (&) con una espina dendritica del lado
ipsilateral a fa lesion.

C Botdn sinaptico de una rata tratada con bromaocriptina en donde establece contacto
doble {4} con una dendrita.

Abreviaturas: B= Botdn sinaptico, E= espina dendritica, D= Dendrita, V= Vacuolas,

b=hatén sinptico, e= espinz dendritica
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GRAFICA 1 En esta grafica se muestra la media del tamafio de los botones sinapticos, tanto del gje mayor

como del sje menor de los caudados ipsi {[) y contratateral (C) 2 12 fesidn de los tres grupos.
Endonde * = P< 0.001 entre los caudados ipsilaterales a ia lesidn de ios grupos 8-OHDA y 6-
OHDA+bromocriptina vs los caudados del grupo control, y + = P< 0.001 entre el caudado
ipsitateral de! grupo 6-OHDA vs i caudado ipsilaterat det grupo tratado con bromocriptina.
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411 DIAMETRO DEL BOTON SINAPTICO

Como se puede observar en la gréfica 1 ia lesidn con B-OHDA (lesidn} produje

aumento en ! famafio de ios botones sindplicos en comparacion con el grugpe control, sin
embargo, los animales lesionados con 8-OHDA y tratados durante 30 aias con
bromocriptina {lesién + bromocriptina), presentaron una disminucién estadisticamente
significativa en el tamafio de los botones presinapiicos con respecto a los animales

lesionados, no obsiante, dicha disminucion adn fue estadisticamenie diferente con
respecte al grupo control {figura 5).

11.2 BLANCO POSTSINAPTICO

Con respecto a la estructura que recibia el contacto singptico {dendrita o espina),
encontramos gue {os botones presindgticos del grupo lesionado con 8-OHDA presentaron
una disminucién estadisticamente significativa en los contactos sinépticos conlas espinas
dendriticas con respecto al grupo control, presentando los restantes contacios sinapticos
con dendritas. En contrasie, el grupo lesionade v tratado con bromocripting, presento
valores muy similares al grupo control, es decir. mayor nimero de contactos con espinas

gue con dendriias (figura 8), siendc estadisticamente significativos con respecic al grupo
iesionado (ver grafica 2),

11.3 NUMERO DE CONTACTOS SINAPTICOS
El Gltimo pardmetro sinaptoldgico evaluado en nuestro estudio fue el nimero de
sinapsis que morfoldgicamente podian ser distinguidas en un $6lc boton sinaptice
En la grafica 3 se muestra el nimerc de contactos sindpticos que establecia el
botdn presinaptico con la misma estructura postsinaptica (simples o dobles). Como se
puede observar, el grupo controi, presenté mayor nimero de contactcs simples, este as,
el hotdn presinaptico establecia un solo contacto con la estructura pestsinaptica, Sin
embargo, tanto el grupe lesionado con 6-OHDA come el lesionado v tratado con
romocriptina presentaron aumento significativo en e! nimero de contactos dobles, es

decir, el botdn presinaptico establecia dos contactos con la misma estructura, siendo las
diferencias estadisticamente significativas (figura 7).
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GRAFICA 2 En esta grafica se muesira ia media del nimero total de botones sinapticos
que establecieron contacto con espina dendritica o con dendrifa de los cau-
dados ipsi () y contralaterai {C} a {a lesién de los {res grupos.

En donde * = P < 0.001 entre el caudado ipsilateral a |z lesidn del grupo 8-
CHDA vs los caudados del grupo contrel ¥ & grupo tratado con bromocrip-
tina
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GRAFICA 3 En esta grafica se muestra {a media del nimero tofal de botones sinapficos
gue establecieron contacto simple o doble conia misma estruciura post-
sinaptica en los caudados ipsi (1) y contralaterat {(C) a la lesion de los tres
grupss. En donde * = P < 0.001, entre los caudados ipsi vy condralateral a la
lesidn de ios grupes 6-OHDA v 8-OHDA+broemocriptinag vs los caudados
del grupo conirol.
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12. DISCUSION

Nuestros resultados ne mostraren alieraciones entre los caudados ipst y
contralateral de los animales gue recibieron solucion salina {grupo control), enninguno de
los pardmetros analizados. E£sto sugiere que no existe aigin lipo de lesidn cuando se
introdyujo la micropipeta v se inyectd la solucién salina.

12.1 INCREMENTO EN EL DIAMETRO DE LOS BOTONES SINAPTICOS

Nuestros resultados confirman que la fesion unilateral de la via nigroestriatal con
6-OHDA provoca que se aumentie el didmetre de los boiones sinapiicos de manera
significativa en el caudado ipsiiateral, como los que reportan Avila-Costa (1996), Ingham
y cois. (1991}, donde al lesionar la via nigroestriatal con 6-OHDA el diametro de los
botones sinapiicos se incremente significativamente Asimismo  Picke! y cols (1982)
lesionaron ratas neconatas con la misma neurotoxing, y encoptraron incremento en el
digmetro de los botones sinapticos inmuncrreactivos a tiroxina hidroxilasa, Ademas el
analisis ultraestructural de biopsias del nlicleo caudado de pacientes con enfermedad de
Parkinson reahizados por Colin-Barengue {1894) refiere alteraciones en este mismo
parametio, 8s decir, 10s botones singpticos de los pacientes con enfermedad de Farkinson
presentaron aumento en su diametro estadisticamente significativo con respecto a los
sujetos control Mas aun, se encentré una alta correlacion entre las alteraciones que
presentan los pacientes con los animales lesiocnados con 6-OHDA, ilegando a la
conclusion de que Iz neurodegeneracion en ambos casos es muy similar, validando de
manera importanie la utilizacion def modelc expenimenta!l {Avila-Costa et al. 1998)

Ahora bien, se ha reportado que la 6-OHDA provoca |a generacion y acumulacion
de compuestos citotdxicos que inducen “estrés oxidativo” en las terminales presinapticas
de las neuronas dopaminérgicas, lo cuai induce la degeneracidn en primera instancia de
las terminales postsinépticas y finaimente de los cuerpos celuiares (Ungerstedt, 1968,
1971; Helkkila y Cohen 1971; Zigmond et. al. 1990, Scto-Ofero et. al. 2000) En nuestro
expenmento, los animales lesionados v iratedos con bromocriptina presentaron una

disminucion estadisticamenie significativa en el didmetro de los botones presindpticos, con
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raspacto al grupo de anmimales lesionados con 6-OHDA. Es decr, este farmaco
posiblemente esta reduciendo el edema porque, como se ha reportade, inhibe la
peroxidacion de lipidos (Ogawa et al. 1994, Yoshikawa et. al. 1994} lo que estaria
indicando alguna proteccidn contra ia neurodegeneracidn, porlotanio

&{ pape! de neuroprotector (Poli et. al. 2000)

12.2 ALTERACIONES EN LOS BLANCOS POSTSINAPTICOS

De acuerdo a nuestros resultados, se observa que la tesidn del caudado ipsilateral
provoca la pérdida de contactos sinaplicos establecidos con ias espinas dendriticas,
caracteristicos de los contactos dopaminérgices (Fickel et. al. 1981; Voorn y Bugs, 1887),
nor lo tanto gumentan los contactos sinapticos establecidos con las dendritas conrespecio
al grupc control. Estos datos concuerdan con o5 que son reportades por Aviia-Costa y
colaboradores (1998), en donde se observd que la enfermedad de Parkinson vy la lesién
con 6-OHDA en la via nigroestriatal provoca cambios en el blanco postsinaptico en el
nicleo caudado. Asimismo Ingham y cols. (1989,1981,1883) vy Picke! y cols (1992) can
el método de Golgi, reportan gue las neuronas espinosas medianas de proyeccidn del
nicleo caudado presentan gran pérdida de espinas dandriticas despuss de ia lesion.

£n contraste en el caudado ipsilaieral de los animales lesionados y iratados con
bromocriptina se cbservd un numero mayor de confactos estabiecidos con las espinas
dendriticas --valores muy similares a 108 observados en los animales control—, gue con
ias dendritas con respecto al grupo iesionado. De acuerdo a esto Ogawa vy cols. {1994),
Jenner (18985), Yoshikawa y cols (1998), Muralikrishnan y Mcohanakumer {1998), Poli y
cols. (2000) proponen gue la bromocriptina ejerce funciones de antioxidante come
“barredor de radicales libres”. Estos autores argumentan que este farmaco barre radicales
OH’. oxide nitrico v superdxido en preparaciones in vifro e 1n vivo, ademas inhibe la
autcoxidacion de la dopamina en homogenados de cerebro in vitro, coniribuyendo a la
reduccion de los ROS. Por lo que se puede establecer que posiblemente este farmaco
evita ia pérdida de los contactos dopaminérgicos, o bien como desempefia el papel de

agonisia, ai unirse a los receptores D, enla espina dendritica (Poli et. al 2000) evitaria asi
que ésta se pierda .



12.3 NUMERO DE CONTACTOS SINAPTICOS

Nuestrosresultados muestran que la lesién con 6-OHDA provoca gue aumenten ios
contactos dobles establecidos con la misma estructura postsindptica. Estos resultados
Y - LT A
produce que aumenten los contactos sindplicos dobles establecidos con la misma
estructura con respecto al grupo control. Asimismo Colin-Barengque ({1584) observd
aumento en el numero de contactos dobles establecidos con la misma estructura, en
muestras de nicleo caudado de pacientes con la enfermedad de Parkinsen. Asimisme,
ios animales lesionados y tratados con bromocriptina, aumentaron este tipo de contactos

Una probable explicacion de por qué se incrementaron este tipo de contactoes, es
que con el edema aumenta la zona activa (el contacto), por lo que probablemente esta
area sefractura, similar a lo reportado por See y colaboradores (1982) quienes observaron
aumento en el ndmero de “sinapsis parforadas” {sinapsis dobles), estc es, que la zona
gctiva es discontinua entences se observan varios contactos sindpticos establecidos con
{a misma estructura postsinaptica donde antes habia sclo ung, este explicaria el por qué
el grupo lesionado, y el lesionado y tratado con bromocriptina presentaron un numero
mayor de contactos singpticos dobles establecidos con ia misma estructura postsinaptica

Otra posible explicacién del aumento de contactos dobles establecidos con la
misma esfructura postsinéptica, es que el botdn sinaptico trata de compensar la pérdida
de otras terminales, estableciendc o aumentande &l nimero de contacios con la misma

estruciura postsinaptica, observandose posibles mecanismos de plasticidad cerebral
(Colin-Barengue et. al. 2000).
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13. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados anteriores podemos establecer que la administracion

de bromocripiinag atendo algunas alteracionss ultraestructurales producidas por Iz lesidn
con 6-0HDA, probablemente porgue:

& {3 bromocriptina es capaz de inhibir directamente la peroxidacion de iipidos por lo

tanto estaria evitando e| edema (Ogawa et al. 1994, Yoshikawa et. al. 1994)

icicn de aulorreceptores  sinapticos
dopaminérgicos reduciendoc el recambio {recaptura} de la dopamina {Jackson et.
al 1988; Ogawa et. al. 1994, Muralikrishan and Mohanakumar, 1998).

& La bromocriptina promusve y/o estimula Ia formacién de proteinas antioxidantes
(come la glutation peroxidasa, catalasa y SOD, entre olres}, confribuyendo al

restablecimiento de los sistemas antioxidantes {Muralikrishan and Mohanakumar,
1988; Sawada et. al. 1898)

4 La bremecriptina presenta una accidn de “Barredor” o tnhibidor de radicales

citotoxicos OH' y O, (Jackson et, al 1988; Kondo et. al. 1994; Ogawa et. al. 1584,
Yoshikawa et al. 1984, Muraliknshan and Mohanakumar, 1998), v al igual que la
vitamina E (¢-tocoferol} convierte los radicales libres en compuestos mencs

dafinos para la celula {Kondo et al. 19%4; Poli et. al. 2000).

@ La bromocriptina inactiva los canales de Ca™ vy sus alios niveles intracelulares, asi
como también los radicaies cilotdxicos O, inducidos por ef glutamato, por lo que

posiblemente estd protegiendo a la célula de la muerte por excitotoxicidad {Sawada
el al. 1998)
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APENDICE 1

INMUNOCITOQUIMICA PARA TIROMINA HIDROX!LASA PARA MICROSCOPIA DE
LUZ.

1.- Una vez fijado el ceredro se toma el mesencéfalo veniral y se hacen cortes de 50
micras en el vibratémo v se ponen en buffer PBS

2 - Se pasan los cortes por 3 veces en buffer PBS durante 10 minutos cada vez, con
agitacién.

3.- Se pasan los cortes 3 veces en buffer TRIS durante 1¢ minutos cada vez, con
agitacion.

4 - Se preparan S mililitros de buffer TRIS con 3 % de SUERO NORMAL DE CABRAy
0.3 % de Tritdn, se sumergen los cortes 1 hora con agitacién

5.- Se incubg el tejido en una alicuota {1:1} de anticuerpo primaric ANTI-TH en buffar
TRIS {1.1000) y 1 % de SUERO NORMAL DE CABRA por tres dias a 4 grados
centigrados. Utilizar camara humeda.

5.- Se lavan los cortes tras veces en dbuffer TRIS con 1 % de SUERO NORMAL DE
CABRA durante 10 minutos con agitacién.

7.- Se incuba el tejido por una hora a temperatura ambiente en el anticuerpo
secundario ANTIH-IGg de CONEJQ {1:1000), en buffer TRIS con 1 % de SUEROC
NORMAL DE CABRA, cen agitacion.

8.~ Lavar tres veces por diez minutos en buffer TRIS con 1 % de SUERO NORMAL DE
CABRA, con agitacion.

2.~ Incubar el tejido en ABIDINA-BICTINA (1:200) por una hora a temperatura ambiente
en buffer TRIS con agitacidn. En 5 mililitros de TRIS se agrega una gota de Ay una
gota de B.

10.- Lavar tres veces por diez minuios en buffer TRIS con agitacion

11.- Incubar el tejido en 3-3 DIAMINOBENZIDINA (DAB) al 0.05 % y 0.003 % de agua

oxigenada.

Preparacion’ 5 mg de DAB se disuelven en 10 ml de buffer TRIS, agitar muy
bien

1

Q)

uande aste disuslta la DAB agregar 100 ul de agua oxgenada Incubar



los cortes hasta gue se tornen un poce obscures (aprox 5 minutos)
IMPORTANTE: USAR BATA, GUANTES Y CUBREBOCA {Todo e| matenal que
tenga contacto con is diamincbenzidina se debe sumergir en agua con cloro)
12.~ L.avar tres veces por 10 minutos el tgjido en buffer TRIS
13.- 5 montan los cortes en portaobietos previamente gelatinizados y se dejign secar
un dia.
DESHIDRATACION.
14.- Se prepara una bateria y se pasan los portaobjetos con gl tejido durante un minuto
en cada vaso de Coplin.
Alcohol 70 % 2 recipientes
Alcohol 86 % 2 recipientes
Alcohol 100 % 2 recipientes
Xilol 2 recipientes

15 - Se pone resina y se coloca el cubreobjetos sin dejar burbujas
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