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RESUMEN

El ndcleo tegmental peddnculo pontino (NTPP) ha sido involucrado en
desincronizacion cortical; su activacion produce un incremento en vigilia y suefio
MOR a través de la activacion colinérgica del sistema talamocortical. La
desinhibicion de los blancos de los ganglios basales como resultado de una lesién
estriatal, puede resultar en una desincronizacion cortical debido a la
sobreactivacion de las neuronas del NTPP. Para probar esta hipotesis, en un
primer experimento se midio la expresion de c-Fos en las células del NTPP en tres
diferentes grupos de ratas Sprague-Dawley. Dos de ellos, recibieron inyecciones
intraestriatales de acido kainico (5.0 nm/ul), y fueron sacrificadas ya sea en el dia
7 postlesibn o en el dia 30 postlesion; el tercer grupo recibié solamente el
vehiculo. Los animales de cada grupo fueron perfundidos a una de tres diferentes
horas del ciclo de 24 horas: al inicio o al final de la fase de luz, o a la quinta hora
del comienzo de la fase de luz. Los cortes de cerebro fueron procesados para
inmunohistoquimica contra c-Fos, ChAT, GAD y glutamato. Para realizar el conteo
se utilizd un procedimiento estereoldgico para contar el nimero de células
positivas, y se realizd una recontruccibn para determinar el grado de
colocalizacion de los anticuerpos. Los resultados muestran in incremento
importante en el nUmero de células positivas a c-Fos en el NTPP en los animales
experimentales perfundidos al dia 30 postlesibn en comparacién con el grupo
control, particularmente a la quinta hora de comenzar la fase de luz y al inicio de la
fase de luz. Estos resultados sugieren que los cambios en el ciclo suefio vigilia
observados después de las lesiones estriatales, pueden ser el resultado de la
desinhibicion del NTPP. En un segundo experimento se realiz6 una estimulacién
dopaminérgica con anfetamina aplicada intraestriatalmente y se observé un
incremento en la expresion de c-Fos en el NTPP. Asimismo, mediante el uso de
registros motores y electrocorticograficos, se observé un incremento en vigilia
independiente de la activacion motora. Estos resultados apoyan la hipotesis de
una relacion funcional entre los ganglios basales y el NTPP en términos del ciclo



suefo-vigilia, y sugieren una participacion activa del estriado en la regulacion de la
actividad de las estructuras relacionadas con la activacién cortical.
SUMMARY

The pedunculopontine tegmental nucleus (PPt) has been involved in cortical
desynchronization; its activation produces an increase in REM sleep and
wakefulness by means of cholinergic activation of the thalamocortical system.
Disinhibition of basal ganglia targets as a result of a striatal lesion, could result in
increased cortical desynchronization through overactivation of the PPt neurons. To
test this hypothesis, c-Fos immunorreactive cells in the PPt were quantified in three
groups of male Sprague-Dawley rats. Two of them, received intrastriatal injections
of kainic acid (5.0 nm/ul), and were sacrificed either on the 7" day postlesion or on
the 30™ day postlesion; the third group received sham lesions. Animals in each
group were intracardially perfused at one of three different hours of the 24-hour
cycle: at the beginning or the end of the light phase of the cycle, or 5 hours from
the start of the light phase. Brain sections were processed for ChAT, GAD and
glutamate immunorreactivity. A stereological procedure was used to count the
number of positive cells, and a reconstruction made to determine the degree of
colocalization of the antibodies. Results showed an important increase in the
number of cells positive for c-Fos in the area near the PPt in the experimental
animals perfused on the 30" day postlesion in comparison with the sham group,
particularly at the 5™ hour of the light phase. These results suggest that changes in
the sleep-wake cycle observed after striatal lesions, could be the result of PPt
disinhibition, however, further confirmation of the exact location of the c-Fos
response is underway. In a second experiment, to test the hypothesis that the
dopaminergic stimulation could also produce PPT disinhibition and non-specific
cortical activation, amphetamine was infused both into the striatum of freely moving
rats for motor and electrocorticographic recordings, and into the striatum of animals
under deep anesthesia for c-Fos immunohistochemistry. The results show that
intrastriatal amphetamine increases wakefulness independent of motor activity,

and it increases c-Fos expression in the PPT and adjacent areas. They also



suggest that the striatum participates in non-specific cortical activation probably as

a result of its relationship with the PPT.

INTRODUCCION

Los ganglios basales han sido considerados desde principios del siglo
pasado como un conjunto de nucleos involucrados principalmente en la regulacion
de la conducta motora. A lo largo de los afios consuetudinarios, la concepcién de
su funcionalidad se fue modificando y fue adoptando una serie de nuevas
variantes conforme se llegaba a conocer mejor la complejidad de su
funcionamiento. De esta manera, este conjunto de nucleos subcorticales, pronto
se vieron involucrados en diferentes funciones principalmente de tipo congitivas,
tales como la memoria y el aprendizaje, la planeacion de secuencias para el
movimiento con la determinaciéon previa de un meta, la regulacion de la
temporalidad entre distintas estructuras, e incluso la concepcion del tiempo.

Una de las fuentes importantes de conocimiento al respecto es, sin lugar a
dudas, el estudio de las enfermedades degenerativas del sistema nervioso que
afectan de manera particular a los ganglios basales. Derivado de este estudio,
diversas anomalias se han hecho presentes sin necesariamente quedar dentro del
terreno de la conducta motora. Uno de estos aspectos de particular interés para el
presente trabajo es la afectacion que se observa en el ciclo suefo vigilia de los
pacientes aquejados por este tipo de enfermedades. La evidencia recogida hasta
el momento muestra que no existe algun dafio mas alla del que sufren los ganglios
basales, por lo que surge la interrogante de si acaso éstas estructuras puedan
estar desempefiando un papel en el funciomiento del ciclo del suefio. Evidencias
experimentales apoyan estos datos. Multiples estudios han logrado reproducir total
o parcialmente las alteraciones de suefio previamente reportadas por la medicina
clinica, incluyendo el realizado en nuestro laboratorio, el cual dio pié al trabajo que
aqui se presenta.

Teniendo en mano toda esta evidencia, el problema que surgié fue hacer

una conexion entre los ganglios basales que, hasta entonces no se tenia ninguna



explicacion del porqué podria estar desempefiando esa participacion en el suefio,
y las estructuras que regulaban dicho ciclo. Haciendo una revision bibliografica
acerca de la anatomia de los ndcleos en cuestidon, obtuvimos una primera
evidencia acerca de la posibilidad de interaccion funcional con un nucleo aiun poco
descrito que se encuentra en el tallo cerebral y tiene relacion con los diferentes
estados de activacion cortical. Asi, nuestra hipotesis de trabajo se bas6 en esta
relacion anatémica poco correlacionada aun con el grado en el cual un sistema
puede afectar la actividad del segundo.

Mucha de la informacion obtenida apuntaba en una direccién contraria,
principalmente hacia la funcidn motora de éste nucleo ubicado en el tallo cerebral,
pero que, afortunadamente para el presente trabajo, se basaban Unicamente en
especulaciones con poco fundamento. Asi, los datos que se presentan en este
trabajo, se apoyan en la evidencia consistente en cuanto a la funcionalidad de
cada sistema asi como en las caracteristicas de sus conexiones, lo cual se tratara
en los primeros dos capitulos. Posteriormente, hacia el tercer capitulo, se
abordara toda la evidencia que apoya la participacion de los ganglios basales en el
ciclo de suefio vigilia.

En los capitulos experimentales, se tratara detalladamente la metodologia y
se expondran los resultados acomodados en dos experimentos para mejor
referencia. Ambos experimentos se basan en la modificacién de la actividad del
primer sistema para observar los cambios que se produzcan en el segundo
sistema, empleando las técnicas de lesion y modificaciones farmacoldgicas.
Finalmente se discutirdn los resultados, sustentandolos con evidencia
experimental ya publicada, y especulando acerca de las posibles necesidades de
los ganglios basales para regular el sistema de suefio, concluyendo asi en las

dltimas paginas de esta tesis.



CAPITULO |

RELACION ANATOMICA ENTRE LOS GANGLIOS BASALES Y EL NUCLEO
TEGMENTAL PEDUNCULO PONTINO

Anatomia de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nudcleos subcorticales
conformados por el estriado, el globo palido porciones interna y externa, la
substancia nigra porciones compacta y reticulata, asi como el ndcleo subtalamico
(NST) (Heimer et al., 1995). Su principal aferencia proviene de la corteza cerebral, la
cual mantiene una proyeccion glutamatérgica al estriado y en segundo término al
NST. El estriado mantiene proyecciones principalmente GABAérgicas con los demas
nacleos de los GB a través de sus células de proyeccion, las neuronas espinosas
medianas, las cuales ademas de GABA pueden expresar péptidos tales como
encefalina, dinorfina y sustancia P (Graybiel & Ragsdale, 1983). El globo palido
externo (GPE) ha sido descrito como un elemento de regulacion interna dentro de
este grupo de nucleos debido a que mantiene un control inhibitorio sobre el NST, el
globo palido interno (GPI) y la substancia nigra reticulata (SNR), estos dos ultimos
considerados como los nucleos de salida de informacién de los GB (Parent &
Hazrati, 1995b). EI NST es la Unica estructura de estos ndcleos con proyecciones de
tipo glutamatérgicas y que regula la actividad del GPI y la SNR. Finalmente, los GB
proyectan a diferentes blancos a través del complejo GPI/SNR de proyeccion
igualmente GABAérgica (Alexander & Crutcher, 1990). Dentro de las proyecciones
mejor descritas se encuentra en primer lugar la eferencia talamica que hace
conexion con los nucleos ventral anterior (VA), ventrolateral (VL) y dorsomedial (DM)
del talamo, cuya proyeccion, a su vez, sera hacia la corteza cerebral (Deniau &
Chevalier, 1985; Parent & Hazrati, 1995a). Esta via ha sido relacionada con el control
del movimiento, particularmente con la planeacion temporal y espacial del
movimiento, de las metas motoras por alcanzar y de la seleccion del siguiente

movimiento (Graybiel, 1998). Una segunda via de salida casi tan importante de los
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GB, debido a la densidad sinaptica de sus proyecciones, es la eferencia hacia el
nacleo tegmental pedunculo pontino (NTPP) en el tallo cerebral (Inglis & Winn,
1995). Esta proyeccidén, que se ha intentado relacionar con las vias motoras
descendentes, no presenta aun una clara nocién acerca de su funcionalidad. Otras
proyecciones de menor relevancia de los GB se dirigen hacia el coliculo superior (Di
Chiara et al., 1979) (Fig. 1).

El flujo de informacion en los GB a partir de su aferencia cortical hasta las
eferencias hacia el tadlamo y tallo cerebral permite situar elementos clave de control
sobre algunos nucleos en particular. De esta manera, el estriado juega un papel
elemental en la regulacion de la actividad de los GB y por consiguiente esto se
traduce en la actividad de los nucleos blanco que reciben las proyecciones de estos.
Dentro del estriado existen diferentes elementos de regulacidon que interactian para
determinar la activacion de sus proyecciones. Asi, ademas de las neuronas de
proyeccion, existen interneuronas tanto GABAérgicas como colinérgicas, eéstas
tltimas denominadas neuronas ténicamente activas (TAN) (Kawaguchi et al., 1995).
Las TAN han sido de particular interés en el estudio de la fisiologia estriatal debido a
las caracteristicas de su patrén de disparo, el cual puede ser modificado después de
determinado entrenamiento de forma gradual, razon por la cual han sido
relacionadas con la organizacidon motora (Graybiel, 1998). Las neuronas espinosas
medianas, que pueden variar su respuesta en relacién con la actividad de las TAN,
poseen principalmente receptores tanto glutamatérgicos como dopaminérgicos, estos
ultimos debido a la aferencia de la substancia nigra reticulata (SNR). En ambos
casos, la respuesta dependera del tipo de receptor que se esté activando (Hauber,
1998). En cuanto a los receptores glutamatérgicos se ha descrito la presencia
relativamente homogénea de receptores ionotropicos y metabotropicos, mientras que
la presencia de receptores dopaminérgicos se encuentra de manera diferencial,
encontrando asi receptores de tipo D1 con efecto excitatorio en las neuronas que
proyectan hacia la SNR y receptores D2 con efecto inhibitorio en las proyecciones
hacia el GPE. Los efectos inhibitorio y excitatorio, resultado de la activacion de los
receptores dopaminérgicos, dependen de la activacion de diferentes cascadas de

segundos mensajeros que alteran la entrada de calcio a la célula (Hernandez-Lopez
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et al., 1997; Hernandez-Lopez et al., 2000). Por esta razon, se han definido dos vias
estriatofugales con efectos opuestos que se han denominado via directa y via
indirecta (Alexander & Crutcher, 1990). La estimulacion dopaminérgica del estriado
resultaria en efectos opuestos en cada una de estas vias. La activacion de los
receptores D1 resultaria en la activacion de las proyecciones GABAérgicas
estriatonigrales, que a su vez inhibirian a la SNR, lo que daria como resultado la
deshinibicién de sus nucleos blanco de proyeccion. La activacion de los receptors D2
de la via indirecta, por su parte, resultaria en la desinhibicion del GPE. De esta
manera, habria una mayor inhibicién del NST y este no podria estimular a la SNR y
el GPI, traduciéndose, de igual manera, en desinhibicion de los nudcleos blanco
(Gerfen, 2000).

Anatomia del nucleo tegmental pedunculo pontino (NTPP)

El NTPP es un nudcleo pequefio que se encuentra ubicado en la region
superior del tallo cerebral. Guarda relacion anatémica rostralmente con la SNR y el
area retrorrubral, medialmente con el pedunculo cerebeloso superior, lateralmente
con el lemnisco lateral, dorsalmente con el nucleo cuneiforme, ventralmente con el
area tegmental pontina y caudalmente con el nucleo parabraquial (Rye et al., 1987).
A éste nucleo se le ha relacionado con muy diversas funciones, tales como el
despertamiento tdlamocortical, implicado en la regulacion de la vigilia y el suefio de
movimientos oculares rapidos (MOR) (Steriade, 1992), la locomocion (Garcia-Rill et
al., 1987), la cognicion y la conducta de recompensa (Steininger et al., 1997b).

Se ha descrito una gran variedad de proyecciones en este ndcleo, muchas de
las cuales poseen un cierto grado de colateralizacion (Takakusaki et al., 1996).
Dentro de las conexiones aferentes, la mas importante proviene de los GB; ésta sera
revisada mas adelante. Diversas estructuras de la formacion reticular mantienen una
relacion eferente con el NTPP, tales como el nucleo del rafé dorsal (RD) y el locus
coeruleus (LC), entre otras estructuras (Steininger et al., 1997a; Steininger et al.,
1997b). Existen ademas proyecciones a partir del nucleo laterodorsal tegmental
(LDT) y del NTPP contralateral (Semba & Fibiger, 1992).

12



Las conexiones eferentes del NTPP se dividen en ascendentes vy
descendentes. Las proyecciones ascendentes se dirigen hacia el talamo,
particularmente hacia los nucleos intralaminares y de la linea media, asi como al
nucleo reticular y otros nucleos de relevo taldmicos, tanto motores como sensoriales;
hacia los GB, principalmente hacia la SNC aunque también hay proyecciones hacia
el globo palido, palido ventral y NST (ver mas adelante); y hacia varias estructuras
prosencefélicas, tales como el nacleo basal de Meynert, el septum lateral, el brazo
vertical de la banda diagonal de Broca, la amigdala, el hipotalamo lateral, el coliculo
superior y la zona incierta (Hallanger et al., 1987; Sugimoto & Hattori, 1984).

En cuanto a las proyecciones descendentes, estas se dirigen hacia la
protuberancia, el bulbo y la médula espinal. Mantiene una proyeccion hacia el bulbo
mediolateral, una zona que se caracteriza como inductora de la locomocion (Spann &
Grofova, 1989).

Citologia y neuroquimica

Se distinguen dos porciones en el NTPP de acuerdo con su densidad celular,
una porcién compacta y una porcion dissipata. Por otro lado, se han diferenciado dos
poblaciones de acuerdo a su naturaleza neuroquimica, el area colinérgica (Sugimoto
et al., 1984) y la no colinérgica, ésta ultima también llamada area mesencefalica
extrapiramidal (AME) (Rye et al., 1987). Estas &reas difieren, ademas de en su
neuroquimica y su morfologia, en su conectividad, teniendo las células no
colinérgicas una relacion mas directa con los nucleos de salida de los GB, la SNR, el
GPl y el GPE. Segun Rye y cols., las proyecciones a estos nucleos coinciden con el
AME, la cual corresponde al nucleo tegmental subpeduncular, descrito por Paxinos
(Paxinos & Watson, 1986).

Las células colinérgicas se caracterizan por ser de tamafio mediano a grande,
de forma fusiforme a triangular, tienden acumularse en grupos de 3 a 4 y poseen
sinapsis tanto simétricas como no simétricas. Se ha descrito la presencia de
vesiculas pleomorficas en algunas terminales haciendo sinapsis de forma simétrica,

lo cual es sugestivo de inervacion GABAérgica (Steininger et al., 1997b). Las
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neuronas del NTPP no tienen una orientacion uniforme y sus dendritas irradian en
todas direcciones; de hecho, ha sido descrita una sobreposicion dendritica
caracteristica (Rye et al., 1987). Existe una colocalizacién para sustancia P en
aproximadamente el 20% de estas células, asi como para NADPH diaforasa.
Posteriormente fue descrita una poblacion glutamatérgica como parte de las
células no colinérgicas (Lavoie & Parent, 1994) que ha sido considerada de gran
importancia funcional por el control que puede ejercer sobre las células colinérgicas.
Estas existen principalmente en la pars dissipata del ndcleo. Ademas de la células
glutamatérgicas dentro de la estirpe no colinérgica existen también otras
poblaciones: la dopaminérgica (mas evidente en el humano), la noradrenérgica (en el
felino) y un pequefo grupo de interneuronas GABAérgicas (Steininger et al., 1997b).
Algunos trabajos reportan la existencia de otras neuronas peptidérgicas dentro de los
limites del nucleo, siendo estas inmunorreactivas para galanina, dinorfina, factor
liberador de corticostatina, factor atrial natriurético, péptido relacionado al gen de la

calcitonina, neurotensina y péptido intestinal vasoactivo (Sutin & Jacobowitz, 1988).

Conectividad entre los ganglios basales y el NTPP

El NTPP mantiene una relacién reciproca con los GB, particularmente con la
SNR (Nakamura et al., 1989; Scarnati et al., 1987; Noda & Oka, 1986; Kang & Kitai,
1990; Granata & Kitai, 1991) y el globo palido (Shink et al., 1997) de tipo aferente y
con la SNC (Rohrbacher et al., 2000; Scarnati et al., 1986; Clarke et al., 1987; Gould
et al., 1989) y el NST (Lavoie & Parent, 1994; Nomura et al., 1980) de tipo eferente.

En cuanto a las proyecciones aferentes, diversos autores han coincidido en
que las células no colinérgicas son el blanco principal de la substancia nigra y el
globo palido; sin embargo, existen evidencias de que las células colinérgicas son
también reguladas por las proyecciones inhibitorias de estos nucleos aunque en
menor grado. En este sentido, se ha comprobado la existencia de terminales
GABAérgicas provenientes de la SNR tanto en células de naturaleza glutamatérgica
como en células colinérgicas mediante el empleo de microscopia electronica

(Grofova & Zhou, 1998). Por otro lado, en un experimento realizado en rebanadas
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longitudinales de cerebro de rata, se registr6 intracelularmente la actividad
espontanea de las células colinérgicas para posteriormente inhibirlas mediante la
estimulacién de la SNR. En dicho trabajo se concluye que la inhibicion producida por
la estimulacién de la SNR pudo inhibir directamente la respuesta colinérgica, lo cual
fue comprobado mediante el uso de inmunohistoquimica para marcar las células
registradas, previamente marcadas con biocitina (Kang & Kitai, 1990). Este
experimento se replicd posteriormente con el propdsito de identificar las
caracteristicas electrofisiolégicas de las células del NTPP y clasificarlas asi en dos
diferentes grupos, tipo | y tipo I, de las cuales sélo en el tipo Il fueron identificadas
neuronas colinérgicas (Granata & Kitai, 1991). Esto mismo sirvio para identificar
tiempo después que las células glutamatérgicas del mismo nucleo comparten ciertas
caracteristicas electrofisiolégicas asi como de conexién con las neuronas

colinérgicas (Takakusaki et al., 1996).

Por otro lado, la relacién eferente que guarda el NTPP con la SNC ha sido
extensamente estudiada; el NTPP manda una proyeccién colinérgica que es capaz
de estimular la liberacién de dopamina en el estriado. En un estudio realizado en
ratas se observo que la administracion sistémica o in situ de escopolamina produce
un aumento en la oxidacion de dopamina en el estriado, implicando una mayor
liberacion, que incluso puede ser aumentada por la estimulacién no especifica del
NTPP (Chapman et al., 1997).

Finalmente, se habla también de una relacién reciproca con el estriado que no
ha sido estudiada a fondo. Se ha reportado que el estriado manda proyecciones de
la regidén ventrolateral hacia el NTPP, sin especificar alguna regién en particular de
este. Se cree que estas proyecciones funcionan como una interfase entre el estriado
y el sistema limbico (Groenewegen et al., 1993; Berendse et al., 1992; Inglis & Winn,
1995).
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CAPITULO I

EL PAPEL DEL NTPP DENTRO DEL CICLO SUENO VIGILIA

Regulacion del ciclo suefio vigilia

El inicio del suefio a partir de la vigilia esta determinado por una serie de
factores que conllevan la sincronizacion de la actividad eléctrica cerebral.
Diferentes estructuras nerviosas superiores entran en un modo oscilatorio
funcional, producido por potenciales ritmicos inhibitorios y excitatorios dentro de
amplios conjuntos neuronales que se unen en ondas cerebrales con grandes
amplitudes y bajas frecuencias. El cerebro pasa de un estado alerta, capaz de
integrar sefales externas, a un estado en el cual permanece relativamente aislado
del ambiente exterior (Hobson et al., 1986).

Las células taldmicas, siendo las intermediarias entre la llegada de las
entradas sensoriales y la corteza cerebral, sufren influencias inhibitorias,
permaneciendo en un estado de baja respuesta y por lo tanto queda reducida su
funcidn de transferencia hacia las células piramidales de la corteza, que adoptan
el patron de actividad de las células tdlamocorticales (Steriade & McCarley, 1990).

Existen muchas hipotesis acerca de la generacion del suefio de ondas
lentas. Estas se basan principalmente en la argumentacién de la existencia de
algun sistema que aumenta su actividad e inhibe las estructuras encargadas de
mantener el estado de vigilancia (teoria activa), o en que el suefio es producto de
la sincronizacion de las ondas cerebrales (teoria pasiva). La primera se sustenta
en la evidencia de la implicacion del hipotdlamo anterior y posterior en la
generacion de SOL. Recientemente se ha demostrado que un nucleo en el area
ventrolateral preodptica (VLPO) aumenta su actividad metabdlica durante el suefio
no MOR (evidenciado por la expresion del gen temprano c-Fos). El VLPO contiene
neuronas GABAérgicas que inhiben al ndcleo tuberomamilar del hipotdlamo
posterior, cuya proyeccion es principalmente histaminérgica hacia la corteza y el

talamo (Hobson, 1999). Algunos grupos celulares dentro del area preoptica, la
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banda diagonal de Broca, la sustancia innominata y el globo palido descargan con
mayor frecuencia durante el SOL, y se han relacionado principalmente con la
sincronizacion electroencefalografica (Prospero-Garcia et al., 1999).

El circuito talamocortical ha sido identificado como blanco de muchos
sistemas relacionados con los diferentes estados de activacion. Durante la vigilia,
las células talamocorticales son moduladas por aferencias noradrenérgicas,
serotonérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas (estas ultimas también presentes
durante el suefio MOR). En las fases tempranas del suefio, sufren una inhibicién
GABAérgica a partir de las neuronas del nudcleo reticular del tdlamo, lo que
ocasionara en ellas una hiperpolarizacion por potenciales postsinapticos
inhibitorios. La actividad de disparo en rafaga por parte de las células
reticulotalamicas producird despolarizaciones mediadas por calcio en las
talamocorticales, lo que se traducird en husos de suefio. La inhibicibn mayor sobre
ellas produce su inactivacién, por lo que las células piramidales de la corteza
oscilan de manera espontanea en un ritmo de 1 a 4 cps (Hobson, 1999). Las
mismas neuronas talamocorticales son las que posteriormente modificaran su
patron de descarga, aumentando progresivamente su frecuencia de disparo hasta

llegar a su maxima actividad durante el suefio MOR (Prospero-Garcia et al., 1999).

En el suefio MOR la actividad neuronal produce una excitabilidad cerebral
tan alta como en la vigilia, lo cual ha sido demostrado por los registros de la
actividad de las neuronas del tallo cerebral que proyectan al talamo, las
talamocorticales y otras neuronas corticales de axon largo. Los sistemas
monoaminérgicos y colinérgicos del tallo cerebral han sido identificados como los
responsables de los cambios en estas células durante la vigilia y el suefio MOR
(Steriade, 1992). La proyeccion noradrenérgica del locus coeruleus (LC) esta
intimamente relacionada con la activacion durante la vigilia: disminuye su actividad
durante el SOL e incluso desaparece en MOR (Steriade, 1992; Prospero-Garcia et
al., 1999).
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Papel del sistema colinérgico del tallo cerebral en la regulacién del suefio

El sistema colinérgico del tallo cerebral esta formado principalmente por los
nacleos tegmental pedunculo pontino (NTPP) y lateral dorsal (LDT). Estos
nacleos, mediante su proyeccién a talamo, inducen y mantienen el suefio MOR.
Sus conexiones excitan de manera directa a las células talamocorticales en las
cuales producen despolarizaciones de corta y larga duracion (mediados por
receptores nicotinicos y muscarinicos, respectivamente). Posteriormente, las
células talamocorticales estimulan a las células corticales mediante sus
proyecciones glutamatérgicas (Steriade, 1992).

Estos nucleos colinérgicos también incrementan su patrén de disparo
durante la vigilia. Su actividad suele preceder por 20 a 60 segundos a los primeros
signos electroencefalograficos de desincronizacion. El nivel de activacion y de
excitabilidad en el cerebro es muy similar en ambos estados, e incluso la
posibilidad de respuesta de las células colinérgicas del tallo y de las
talamocorticales es mayor durante suefio MOR. La diferencia radica en la
imposibilidad de procesar estimulos sensoriales durante este tipo de suefio
(Steriade, 1992).

El suefio MOR es generado a partir de la interaccion de diversas
estructuras del tallo cerebral. Los nucleos monoaminérgicos reducen su actividad
de manera importante, y esto da lugar a la desinhibicibn de las neuronas
colinérgicas del NTTP y el tegmento laterodorsal. Estas, involucradas en la
generacion, transduccion y mantenimiento de las ondas ponto-geniculo-occipitales
(PGO), actuan sobre las neuronas talamocorticales de los ndcleos centrolateral y
ventromedial (Steriade, 1992). El grupo de las neuronas colinérgicas del tallo
cerebral constituye un sistema que induce y mantiene el sueiio MOR. La
proyeccién colinérgica puede también tener un papel importante en la elevacién
rapida y transitoria del nivel de vigilancia por su respuesta fasica a un estimulo
nuevo y desconocido (Kayama & Koyama, 1998). Se ha observado que tanto la
liberacién de acetilcolina como de glutamato a partir de las células del NTPP

aumentan durante la vigilia, mientras que durante el SOL la liberacién esta
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significativamente reducida (Kodama & Honda, 1999). Finalmente, la poblacion
colinérgica también estd involucrada en la generacion de la atonia muscular,
funcionando en conjunto con la formacion reticular pontina y ventral medular (Rye,
1997). La modulacion de estos procesos, principalmente sobre el NTPP, est4 dada
por su relacion con algunas estructuras, como el nacleo del rafé dorsalis a través
de sus proyecciones serotonérgicas y de los ganglios basales, antes descrita, de

tipo GABAérgicas.

Participacion del NTPP en la activacién cortical

Por otra parte, existe cierta evidencia de que la actividad del NTPP, y por lo
tanto de la modulacion del suefio, depende de neuronas glutamatérgicas y la
alternancia de distintos neurotransmisores aferentes (Rye, 1997). Experimentos
recientes han mostrado que las microinyecciones de glutamato en NTPP son
capaces de estimular el suefio MOR a expensas de suefio de ondas lentas (SOL),
pero no de vigilia (Datta & Siwek, 1997). Esto, por un lado, confirma la hipotesis de
que la estimulacion de las neuronas colinérgicas del NTPP causa la generacion de
vigilia y suefio MOR. De la misma manera, las células colinérgicas mesopontinas
que liberan acetilcolina en sus estructuras blanco para controlar el ciclo suefio
vigilia también sintetizan éxido nitrico al espacio extracelular, el cual actia como
mensajero neuronal. Algunos estudios han demostrado que los donadores de
oxido nitrico generan un incremento en SOL y MOR, mientras que los inhibidores
los disminuyen (Datta & Siwek, 1997; Hars, 1999). Las neuronas colinérgicas del
NTPP son moduladas por células aminérgicas, colinérgicas, nitroxérgicas,
GABAérgicas y glicinérgicas del tallo cerebral (Datta & Siwek, 1997). Existe
ademas la posibilidad de que las neuronas peptidérgicas desempefien también un

papel de modulacion (Sutin & Jacobowitz, 1988).
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CAPITULO IlI

EVIDENCIAS DE LA PARTICIPACION DE LOS GANGLIOS BASALES EN LA
REGULACION DEL SUENO

Efectos de las lesiones estriatales sobre el ciclo suefio vigilia

Existen pocos trabajos que describan la relacion entre los ganglios basales
y el suefio. Entre estos pueden mencionarse los trabajos de Villablanca
(Villablanca, 1972) y Corsi y cols. ((Corsi-Cabrera et al., 1975), en los cuales
producen lesiones en el estriado y observan como se modifica el ciclo de suefio,
encontrando una disminucion en SOL y suefio MOR en el caso del primero, y un
aumento en el suefio MOR en el caso del segundo. Posteriormente se publicé otro
trabajo en el cual se realizan lesiones en el estriado con agentes excitotoxicos y se
observan a partir del primer dia postlesion los cambios en el ciclo suefio vigilia
(Vataev & Oganesian, 2000). Estos autores encuentran aumento en la vigilia y lo
explican como un posible efecto excitatorio tardio del mismo agente con el cual fue

causada la lesion.

Enfermedades neurodegenerativas y transtornos del suefio

Por otro lado, ha sido descrito que diversas enfermedades
neurodegenerativas que afectan a los GB producen alteraciones en el patron de
suefo vigilia (Fish et al., 1991). La enfermedad de Huntington (EH), cuya patologia
se centra en la degeneracion del estriado afectando sus proyecciones
GABAérgicas hacia los nucleos de salida de los GB, involucra como parte de su
sintomatologia, ademas de las alteraciones psiquiatricas, el deterioro en el
intelecto con disminucion de la atencién y la concentracion y las anormalidades en
el movimiento (coreoatetosis), cambios en el ciclo de suefio vigilia. Estos cambios
incluyen el aumento significativo de husos de suefio asi como una disminucién en

el suefo de ondas lentas .
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Existe toda una serie de patologias caracterizadas por una salida anormal
de los sistemas motores que se traduce finalmente en movimientos anormales que
Unicamente ceden durante las fases de suefio profundas (Silvestri et al., 1990;
Fish et al., 1991; Autret et al., 1994; Silvestri et al., 1995). En el caso de la EH, la
salida inhibitoria del estriado estd alterada, lo cual puede producir una
desinhibicion del talamo para responder a cualquier estimulo y generar una
entrada excitatoria aumentada en corteza, la cual dar4 mayor respuesta motora de
salida (Reiner et al., 1988).

Las alteraciones del suefio observadas en la enfermedad de Parkinson
comparten algunas caracteristicas con aquellas observadas en la EH, tales como
problemas para iniciar el suefio y mantenerlo, presencia de temblores durante las
primeras fases del suefio y desaparicion de estos en el SOL (Fish et al., 1991;
Chokroverty, 1996), asi como otras alteraciones particulares como un aumento en
la latencia de suefio MOR y reduccion en los husos de suefio y en la cantidad de
suefio MOR (Wiegand et al., 1991). Otras enfermedades que afectan a los GB y
tienen efectos sobre el suefio son: el sindrome de Gilles de la Tourette, la distonia
de torsién (Fish et al., 1991; Autret et al.,, 1994), sindrome de Meige, el
blefaroespasmo, la coreoacantocitosis amiotrofica, el sindrome de Marinesco-
Sjogren, el hemibalismo vascular, el sindrome del pie tonico, la disquinesia familiar
orobucal idiopatica, la distonia nocturna paroxistica, el mioclonus nocturno, el
sindrome de las piernas inquietas (Silvestri et al., 1990) y la neuroacantocitosis
(Silvestri et al., 1995).

Activacion del sistema dopaminérgico mesoestriatal y su relacion con los

procesos de despertamiento

Dentro de la fisiologia de los ganglios basales, el sistema dopaminérgico
mesoestriatal ha mostrado desempefiar un papel determinante en la modulacién
de la salida estriatal. La segregacion de los receptores dopaminérgicos ha
establecido dos vias funcionales de salida, una dependiente de receptores D1, con

efecto exctitatorio, y otra dependiente de receptores D2, con efecto inhibitorio
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(Gerfen et al., 1990). La liberacion de dopamina a partir de las terminales
presinapticas de la SNC produce efectos complementarios en ambas vias que se
traducen en la inhibicién de los ndcleos de salida de los ganglios basales, la SNR
y el GPl (Wooten, 1997). Asi, mientras que los receptores D1 producen la
activacion de las células estriatonigrales y por consiguiente la inhibicion de la
SNR, los receptores D2 producen la inhibicion de las células estriatopalidales, por
lo que el GPE mantiene una inhibicidn tonica sobre el NST, el cual es incapaz de
estimular a la SNR.

Los cambios en la actividad estriatal inducidos a partir de la manipulacion
dopaminérgica producen diferentes respuestas conductuales, particularmente
reflejadas en cambios en la conducta motora (Canales & Iversen, 1998; Smith et
al., 1997). Diferentes estudios han mostrado que la afectacién de la funcion
dopaminérgica produce también cambios en procesos de tipo despertamiento,
radicalmente distintos a aquellos producidos por la proyeccion noradrenérgica a
partir del locus coeruleus hacia la corteza cerebral. Algunos de estos trabajos han
propuesto la participacibn de este sistema en la activacibn conductual en
respuesta a claves que muestran la disponibilidad de incentivos o reforzadores
(Robbins, 1997).

A nivel sistémico, la dopamina ha mostrado tener efectos sobre la
activacion inespecifica de la corteza cerebral. Diferentes experimentos utilizando
agonistas especificos para los receptores D1 han mostrado que la administracién
intraperitoneal de dicho agente produce desincronizacion del EEG vy
despertamiento conductual (Ongini et al., 1985; Ongini & Caporali, 1987; Kropf &
Kuschinsky, 1993), mientras que el bloqueo de los mismos receptores produce
sedacion e induccion de suefio (Gessa et al.,, 1985). Apoyando estos datos, los
reportes clinicos de pacientes que reciben tratamientos antipsicoticos, farmacos
gue bloquean la funcion dopaminérgica, han mostrado que existe una correlacion
entre la dosis y el nivel de alerta. Asi, las dosis mas altas provocaron disminucién
en el nivel diurno de alerta asi como un mayor nivel de somnolencia. Incluso ha
sido posible correlacionar con el uso de estos farmacos la disminucion de los

sintomas extrapiramidales (Martin et al., 2001).
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De forma complementaria al uso experimental de agonistas dopaminérgicos
especificos, han sido utilizados diversos estimulantes del sistema nervioso central
gue producen efectos sobre la vigilia, y se ha determinado que su efecto es
producido a través de los sistemas dopaminérgicos (Nishino et al., 1998;
Kanbayashi et al., 2000). Este es el caso de la anfetamina, la cual ha sido
relacionada con la induccién de la vigilia: trabajos recientes han mostrado que la
administracion de anfetamina con el propdsito de inducir vigilia produce activacion
neuronal (medida por el numero de células inmunorreactivas a c-Fos) en distintas
estructuras del cerebro; entre estas estructuras se encuentra el estriado (Lin et al.,
1996).

Finalmente, ha sido reportada también la participacion directa de los
receptores D1 estriatales en la activacibn de la corteza cerebral, utilizando
igualmente c-Fos, y zif 268, como marcadores de actividad neuronal. Este trabajo,
sin embargo, esta orientado al funcionamiento de las conexiones del circuito motor
que involucra al tadlamo y la corteza cerebral (Steiner & Kitai, 2000). Por otro lado,
mas recientemente ha sido publicado un articulo realizado en ratones en los
cuales se ha suprimido el gen del transportador de dopamina (cuya funcion es la
recaptura de la dopamina liberada), y se ha observado que estos animales tienen
menor cantidad de suefio lento y mayor vigilia, sin observar ningun efecto sobre la
conducta locomotora (Wisor et al., 2001). De esta manera, este trabajo establece
una clara independencia entre la locomocion y los efectos de vigilia inducida

producidos por los cambios en la fisiologia dopaminérgica.

En conclusién, diversos estudios apoyan la teoria de la implicacion de los
sistemas dopaminérgicos en los procesos de activacion cortical y desincronizacion
del EEG, dando como resultado la induccion de vigilia. Uno de estos sistemas, el
mesoestriatal, que ha sido identificado como responsable de la activacion
conductual, parece estar involucrado en la respuesta a farmacos estimuladores del

sistema nervioso central que producen efectos sobre el nivel de alerta y vigilancia.
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Experimentos que apoyan la importancia de la aferencia GABAérgica al
NTPP

Existe evidencia experimental, aunque en ocasiones llegue a ser
contradictoria, que apoya la hipdtesis de que el estriado de alguna manera esta
relacionado con las estructuras generadoras del suefio. Como ya se ha descrito,
los ganglios basales estan anatdbmicamente relacionados con el NTPP, el cual
podria ser el eslabdn entre el estriado y las estructuas que regulan el suefio. Es
posible también que la relacion aferente que guarda el NTPP con los ganglios
basales mediante proyecciones GABAérgicas (Parent & Hazrati, 1995a; Rye,
1997) comparta ciertas caracteristicas funcionales con aquélla entre los ganglios
basales y el talamo.

La evidencia acerca de la relacion funcional entre los ganglios basales y el
NTPP se basa en estudios como el de Kang y cols. (Kang & Kitai, 1990), y
posteriormente Takakusaki y cols. (Takakusaki et al., 1996), quienes describieron
gue las proyecciones GABAérgicas del GPl y la SNR al NTPP tienen la capacidad
de inhibir la respuesta colinérgica. Otros trabajos han mostrado que la
administracion tanto de agonistas como de antagonistas GABAérgicos en el
NTPP tiene consecuencias funcionales en términos de cambios en la actividad
locomotora (Garcia-Rill et al., 1990; Steckler et al., 1994). Mas adelante, Streckery
cols. (Strecker et al., 1998) realizaron un trabajo en el cual observaron que las
neuronas colinérgicas del NTPP aumentan su patron de disparo después de la
administracion de un antagonista GABAérgico y que esto resulta en la inhibicién
de SOL y el aumento de vigilia. Tomando en consideracion estos resultados, asi
como las relaciones anatomicas y funcionales entre el estriado, la SNR y el NTPP,
una lesion en el estriado podria alterar la entrada GABAérgica al NTPP y resultar
en alteraciones en su patron de actividad, lo que a su vez redundaria en cambios
en el ciclo suefio vigilia.

Asi como la proyeccion eferente GABAérgica de la via indirecta de los GB
podria determinar la actividad del NTPP, este nucleo a través de su eferente

colinérgica hacia la SNC puede estimular la liberacion de dopamina en el estriado
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(Chapman et al., 1997). De manera semejante, la privacion de suefio MOR
incrementa los niveles de dopamina en el estriado (Farooqui et al., 1996),
condicion bajo la cual se ha reportado una actividad incrementada de las células
colinérgicas del NTPP (Maloney et al., 1999). Asimismo, en una enfermedad
neurodegenerativa en la cual existe una afectacion en el suefio MOR (transtorno
conductual del suefio MOR), ha sido reportada una disminucion en la inervacion

dopaminérgica estriatal (Albin et al., 2000).)

La dopamina en el estriado reduce el disparo de las células de la SNR a
través de la activacion de los receptores D1, entre otros mecanismos (Murer et al.,
1997), lo que puede resultar en la desinhibicion de las células del NTPP y permitir
su activacion aumentando asi la vigilia. Como ya se describié en el apartado
anterior, existe la hipotesis acerca de la participacion de la dopamina en la
regulacion de la vigilia, mas alla de sus efectos sobre la actividad locomotora
(Wisor et al., 2001). Esta hipotesis se fundamenta en los efectos descritos sobre la
disminuciéon en la alerta durante el dia, asi como la somnolencia y la mayor
cantidad de suefio con el uso de antipsicoticos (Martin et al., 2001). Esta evidencia
indica que la interaccién entre los GB y el NTPP puede darse a través de estos
dos sistemas de neurotransmisores, el colinérgico y el dopaminérgico, e incidir en

la regulacién del ciclo suefio-vigilia.
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CAPITULO IV

SECCION EXPERIMENTAL

IV.1. Hipotesis

La lesion y las manipulaciones farmacoldgicas en el estriado modificaran la

actividad del NTPP; esto traerd como consecuencia un cambio en los patrones de

suefo vigilia.

IV.2. Objetivos

IV.2.1. Objetivo General

Describir la interaccion funcional entre el NTPP y el estriado, asi como el papel de

este Ultimo en la regulacion del ciclo suefio vigilia.

IV.3. Metodologia.

IV.3.1. Experimento |.

Hipotesis |
La lesion estriatal excitotoxica producird un incremento en la expresiéon de c-Fos
en el NTPP.

Objetivos particulares |

Describir la actividad de c-Fos en el NTPP a lo largo del ciclo circadico, asi
como el efecto que produzca sobre dicha actividad una lesion en el estriado.

Definir qué tipo de poblacion en el NTPP expresa c-Fos.
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IV.3.1.1. Animales.

Se utilizaron 60 ratas macho Sprague-Dawley (de 250 a 300 g de peso), con
comida y bebida de acceso libre, en ciclo luz oscuridad 12:12 (la luz permanecio

encendida de las 8:00 a las 20:00hs), alojados en cajas individuales.

IV.3.1.2. Grupos.

Se formaron tres grupos de animales, un grupo control (grupo A) y dos grupos
experimentales (grupos B y C) que recibieron una inyeccion intraestriatal de acido
kainico (AK). El grupo control (n=20) sigui6é el mismo procedimiento quirurgico que
los grupos B y C, a diferencia que fue inyectado solamente con el vehiculo del
agente excitotoxico, buffer de fosfatos (PBS). Los grupos B y C fueron lesionados
bajo el mismo procedimiento; sin embargo, el grupo B (n=20) fue estudiado al
séptimo dia después de la lesidbn mientras que el grupo C (n=20) fue estudiado hasta
haber cumplido 30 dias a partir del dia de la lesion.

IV.3.1.3. Cirugias.

Todos los animales fueron colocados en el aparato estereotaxico previa
anestesia (mezcla de 70mg/kg de ketamina y 6mg/kg de xilazina) y antisepsia del
area quirdrgica. Una vez localizada la sutura de bregma, se procedié a trepanar el
créaneo e introducir una canula de acero inoxidable en las coordenadas AP +1.5mm,
ML +/- 2.6mm y DV -4.5mm, que corresponden con el estriado anterodorsal de
acuerdo al atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 1986). Una vez ubicada la canula
en el sitio correcto, se administraron 5 nmols en 0.5ul de AK durante 5 minutos en
los grupos B y C mediante una bomba de infusiéon (Kd Scientific), mientras que al
grupo A se le administraron 0.5ul de PBS (0.1 M pH 7.4) de la misma manera que a
los otros dos grupos. La canula permanecié en el mismo sitio un minuto adicional

para permitir la difusion de la soluciéon administrada.

27



IV.3.1.4. Evaluacion motora.

El dia anterior a ser perfundidos, los animales fueron evaluados en conducta
motora utilizando esta variable como indicadora de la lesion estriatal (Fibiger, 1978).
Con tal proposito, los animales fueron habituados a las cajas de registro en tres
ocasiones en dias no consecutivos. El sistema utilizado para la evaluacion motora
fue el sistema DigiScan (AccuScan Electronics, Columbus, OH) que consta de cuatro
cajas de acrilico (40 x 40 x 30 cm) rodeadas por dos niveles de celdas de rayos
infrarrojos. Las celdas detectan las interrupciones de dichos rayos ocasionadas por
el movimiento del animal dentro de la caja de acrilico y mandan la informacién a una
computadora que captura los datos (Sanberg et al., 1985).

El parametro de medicion fue la distancia total recorrida, la cual se refiere al
namero total de centimetros recorridos durante las 25 horas que durd el registro.
Todos los registros comenzaron al inicio de la fase de oscuridad y se capturaron los
datos en segmentos de 15 minutos. En todos los registros se descartd la primera
hora de registro para desechar los datos de la hiperactividad ocasionada por la

exploracion de la caja.

IV.3.1.5. Perfusiones.

En todos los animales se realizaron las perfusiones con PBS (0.1M pH 7.4) y
una mezcla de paraformaldehido al 4% con glutaraldehido al 0.25% a 4 grados
centigrados de temperatura. Las perfusiones se llevaron a cabo a tres diferentes
tiempos del ciclo luz oscuridad: las 8 horas (correspondiente al inicio de la fase de
luz), las 13 horas (correspondientes a la quinta hora a partir del inicio de la fase de
luz) y las 20 horas (correspondientes al inicio de la fase de oscuridad). Los animales
se asignaron a cada horario de manera aleatoria, de tal manera que en cada uno
guedaran por lo menos 6 animales de cada grupo. Aproximadamente 15 minutos
antes de la hora de perfusion, los animales fueron inyectados con una sobredosis de

pentobarbital sédico intraperitoneal. Una vez que los animales estuvieron
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profundamente anestesiados, se les realizO una toracotomia y se les insertd0 una
aguja a través del ventriculo izquierdo hasta la aorta ascendente. Una vez ahi se
comenzO a pasar el PBS a temperatura ambiente por medio de una bomba de
perfusion (Masterflex, Cole Parmer Instrument Co.) hasta que el higado, los
pulmones y los miembros inferiores se hubiesen blanqueado, para posteriormente
dar paso a la perfusion del fijador. La cantidad de fijador utilizada fue de 250 a

300ml, dependiendo de la calidad de la fijacion.

Una vez extraidos los cerebros del craneo, permanecieron en un frasco con
paraformaldehido al 4% sélo durante una hora y finalmente en sacarosa al 25% en
PBS hasta que el cerebro tocara el fondo del frasco. Posteriormente se congelo el
cerebro y se hicieron cortes de 35 um a nivel de estriado y del NTPP. De cada
cerebro salieron 5 series completas de cortes para quedar repartidos entre las

distintas técnicas histolégicas que a continuacion se describen.

IV.3.1.6. Histoquimica enzimatica para Acetilcolinesterasa.

Con el objeto de ubicar anatomicamente al nucleo tegmental pedudnculo
pontino en una fase preliminar al presente trabajo, se desarroll6 esta técnica con
cerebros de animales intactos que fueron perfundidos de la misma manera que se ha
sefialado. Una vez obtenidos los cortes, estos fueron incubados por flotacién en una
solucion base con 0.1g de sulfato de cobre, 0.1525g de glicina, 1.36g de acetato de
sodio y 200ml de agua destilada, a la cual se afiadié 0.0144g de etopropazina como
inhibidor de colinesterasas no especificas y 1.24g de acetiltiocolina iodada, el
sustrato de la enzima degradadora de acetilcolina. Esta solucion se ajusté a un pH
de 5.25 con &cido acético. Después de una noche de incubacién a temperatura
ambiente (o en su defecto 2 horas a 37°C), los cortes presentaron un precipitado
blanco en las zonas en donde se encontraba la enzima. Dicho precipitado se forma a
partir de la tiocolina liberada en unién al cobre con el que contaba la solucién base.
Los cortes se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada para posteriormente
inducir una reaccién con sulfito de sodio (6.9g en 200ml de agua destilada, con pH

de 7.8), con lo cual se hicieron visibles los precipitados. Esta reaccion tarda de 30
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segundos a un minuto y se debe cuidar de no sobreexponer los tejidos, ya que se
pueden oscurecer en exceso (deben quedar color café ocre). Inmediatamente
después se retiraron los restos del sulfito mediante al menos tres lavados con agua
destilada para finalmente montarlos en portaobjetos, dejarlos secar, deshidratarlos

mediante alcoholes a diferentes concentraciones y xilol y cubrirlos con resina.

IV.3.1.7. Inmunohistoquimica para c-Fos.

Al realizar este procedimiento inmunohistoquimico (IHQ), al igual que en los
gue se describen posteriormente, se procesaron simultdneamente cerebros de cada
uno de los grupos incluidos en este experimento, al igual que cortes control
negativos, los cuales no fueron expuestos al anticuerpo primario o secundario.

Para la IHQ contra c-Fos, se lavaron los cortes en PBS (0.1M pH 7.4) en dos
ocasiones antes de comenzar la técnica. El siguiente paso fue un lavado en una
solucion de H,0; al 1% en PBS en la que permanecieron durante 30 minutos, para
posteriormente ser lavados con PBS en cuatro ocasiones durante 60 minutos en
total. Una vez concluida esta fase, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario
(c-Fos IgG Rabbit, Santa Cruz Biotechnology) en una solucion de PBS con Tritdn
X100 al 0.52%, y permanecieron a 4°C en agitacion constante durante 48 horas. La
dilucion empleada para el anticuerpo primario fue de 1:5000. Al terminar el periodo
de incubacion los tejidos se lavaron en PBS con Tritdbn X100 al 0.02% cuatro veces
en una hora, y posteriormente fueron incubados con el anticuerpo secundario (Anti-
Rabbit IgG biotilylated, Vector) en una solucién de PBS con Tritdbn X100 al 0.52%
durante dos horas, a temperatura ambiente y en agitacion constante. De la misma
manera se deben lavar los tejidos una vez concluida la incubacion, para pasarlos
ahora a una soluciéon con el complejo avidina-biotina (ABC) (Vector) en PBS con
Triton X100 al 0.52%. Esta solucion debe ser preparada 30 minutos antes para
permitir la formacién del complejo. En ella permanecieron los tejidos durante 90
minutos, también a temperatura ambiente y en agitacion constante, para volver a
lavarlos concluido el tiempo requerido, pero ahora Unicamente en PBS (cuatro

ocasiones en 60 minutos). Finalmente, se genero la reaccion con diaminobencidina
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(DAB), la cual fue disuelta en agua destilada y puesta en contacto con los tejidos en
un tiempo que oscild entre los 10 y 15 minutos, dependiendo de la coloracién que
fueron adquiriendo los tejidos; cuando estos hubieron adquirido un tono marrén,
fueron lavados en PBS por lo menos 3 veces en 30 minutos para detener la reaccion.
Los cortes fueron montados entonces sobre los portaobjetos y fueron cubiertos con

resina previa deshidratacion.

IV.3.1.8. Inmunohistoquimica para ChAT.

Con el objeto de localizar las células colinérgicas dentro del NTPP de una
manera mas especifica que la tincion para colinesterasas, se realizd esta técnica
IHQ para la enzima colin acetiltransferasa utilizando una de las series de tejidos de
cada cerebro incluido en este estudio. De la misma manera que en la técnica
anterior, los cortes deben lavarse en PBS (0.1M pH 7.4) en dos ocasiones
previamente. Posteriormente, los tejidos deben incubarse con PBS + tritbn X 100 al
0.4% durante 30 minutos y con H,O, al 1% en PBS en otros 30 minutos. Una vez
realizado esto, se lavan con PBS y se incuban con diluyente ( PBS + 0.1% de triton
X100 + 3% suero normal) a 4°C en agitacion constante por una hora. (modificado de
(Kimura et al., 1981)). Se deben lavar los cortes con PBS al igual que al final de cada
incubacién. Posteriormente se incuban con el anticuerpo primario (Goat anti-Choline
Acetyltransferase, Chemicon AB144P) diluido con el diluyente a 4°C en agitacion
constante por 24 a 36 horas. Concluida dicha incubacion, los cortes permanecen con
el anticuerpo secundario (Rabbit anti-Goat IgG, Stemberger 502) en diluyente a 4°C
por dos horas y finalmente con el complejo peroxidasa antiperoxidasa (Goat PAP,
Stemberger 402) en las mismas condiciones que con la incubacion anterior. Los
tejidos entonces se incuban con la solucion de DAB y se sigue el mismo protocolo

gue en la técnica arriba descrita.

IV.3.1.9. Inmunocitoquimica para GABA.
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Otra de las series de tejidos de cada animal fueron utilizados para IHQ contra
el neurotransmisor GABA, con el proposito de observar si la aferencia de dicho
transmisor se encontraba disminuida en la region del NTPP. Con tal propésito, los
tejidos fueron lavados y expuestos a peroxido de hidrogeno como en las técnicas
anteriores y a borohidrato de sodio al 0.5%. Una vez que los tejidos estuvieron bien
lavados, se incubaron con el anticuerpo primario (Mouse anti-GABA, Chemicon
MAB316) en una dilucion 1:200 durante 24 a 36 horas, y con el anticuerpo
secundario (Anti-Mouse 1gG biotilylated, Vector) y el complejo ABC (Vector) por dos
horas cada uno, lavando los tejidos al menos 4 veces entre cada incubacion.
Finalmente, al igual que con las técnicas anteriores, los tejidos se incubaron con
DAB para revelar el sitio de union de los anticuerpos. En otra serie de tejidos, el
anticuerpo secundario utilizado estuvo unido a un fluoréforo (rodamina). De esta
manera, una vez concluida la incubacion del anticuerpo secundario, los cortes fueron

analizados por microscopia de fluorescencia.

IV.3.1.10. Inmunohistoquimica para GAD.

En algunos animales una serie mas fue utilizada para realizar IHQ contra la
descarboxilasa de acido glutdmico (GAD), la enzima sintetizadora de GABA. Los
tejidos se lavaron con TBS y se incubaron con peréxido de hidrégeno al 1% por 30
minutos, con dimetilsulfoxido al 1% por 10 minutos y con suero de caballo al 30% por
30 minutos, cada uno de ellos en TBS. Posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario anti-GAD 67 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una dilucion de
1:1000 durante 48 horas vy, al salir, fueron lavados nuevamente para ser incubados
con el anticuerpo secundario biotinilado (antirabbit 1gG, Jackson Immunoresearch;
dilucion 1:200) por 2 horas. Finalmente los cortes fueron lavados nuevamente,
incubados con el complejo ABC por 90 minutos y expuestos a la reaccion con DAB.

Los cortes se montaron en portaobjetos y fueron deshidratados antes de cubrirlos.

IV.3.1.11. Inmunohistoquimica para glutamato.
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Finalmente, en otros animales fue empleada la técnica IHQ para glutamato.
Con tal propodsito los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario (anti-
glutamate IgG, Chemicon) en dilucion 1:1000 durante 48 horas después de haber
sido sometidos a la inhibicibn de reacciones inespecificas. La incubacion con el
anticuerpo secundario (Anti-Rabbit IgG biotilylated, Vector; dilucién 1:200) se llevé a
cabo durante dos horas, se lavaron los tejidos y se incubaron durante 90 minutos con
el complejo ABC, para finalizar la reaccion exponiendo los tejidos a DAB (Liu et al.,
1997).

IV.3.1.12. Doble inmunohistoquimica para c-Fos y ChAT

Algunos tejidos fueron seleccionados para realizar en ellos un doble marcaje
con anticuerpos para c-Fos y ChAT, con el objeto de observar si las células que
expresan c-Fos en el NTPP son colinérgicas. Para realizar esta técnica se siguio el
mismo procedimiento de incubacién de los anticuerpos primarios, pero ahora los
anticuerpos secundarios se encontraban unidos a fluoresceina en el caso de ChAT,
0 a rodamina en el caso de c-Fos. Los cortes fueron montados mientras
permanecian en una camara humeda y fueron cubiertos con una resina a base de

glicerol. Finalmente fueron observados en el microscopio de fluorescencia.

IV.3.1.13. Conteo de células.

El conteo de las células que resultaron positivas para c-Fos se llevé a cabo
con un microscopio de luz utilizando los objetivos de 10x y 40x. El criterio para el
conteo de células residié en la localizacion del sitio anatomico correspondiente al
NTPP, basado en los datos reportado por diversos autores (Jones, 1995; Maloney et
al., 1999; Paxinos & Watson, 1986). Una vez hecha la localizacion del nudcleo, ésta
se traz6 en un esquema que representaba todos los niveles de los cortes coronales
en los cuales se realizé el conteo. En dichos esquemas se marcaron los puntos

correspondientes a cada una de las células que mostraron inmunorreactividad
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positiva para c-Fos, para finalmente realizar un conteo corte por corte y sacar el total
de células positivas por cada nucleo, obteniendo un total de dos conteos por cada
cerebro. Adicionalmente se correlaciond el sitio de expresién de c-Fos con el area
colinérgica obtenida a partir de la técnica de IHQ para ChAT; sin embargo, el hecho
de que el area de expresion de las células positivas a c-Fos no se encontrara dentro
del area de expresion para ChAT, no fue un criterio para descartar el conteo. Ya con
el numero total de células positivas en cada corte, se aplicé la férmula de
Abercrombie para analisis estereologico (Mukhida et al., 2001): P=(1/f)AM/(D+M),
donde P es el numero total de células por ndcleo de células, f es la frecuencia de las
secciones seleccionadas para IHQ, A es el conteo celular crudo, M es el grosor de
los cortes en micrometros, y D es el promedio del didmetro de los nucleos celulares

en micrémetros.

IV.3.1.14. Evaluacion del area de la lesion.

Para evaluar el grado de lesion estriatal se midieron las areas ventriculares y
el &rea total cerebral para obtener una relacion que seria considerada como el grado
de dilatacion ventricular debida a la retraccion del tejido estriatal y su consecuencia
sobre el area ventricular (Giordano et al., 1988). Con éste propésito, se capturaron
las imagenes en un microscopio Nikon E600 utilizando un objetivo 2x y una camara
Photometrix CoolPix. Cada rebanada fue capturada en varias tomas (de dos a
cuatro, dependiendo de su tamafo). Estas partes se unieron manualmente formando
un mosaico que representa a la rebanada completa, utilizando Adobe Photoshop 6.5
. La mezcla de colores se hizo colocando en distintas capas cada una de las partes
del mosaico y seleccionando el pixel mas claro de todos. Las imagenes fueron
analizadas en IPLAB 3.5 . La segmentacion se hizo mediante seleccion de los
pixeles mas oscuros, realizando manualmente correcciones en caso de ser
necesario. Primero se midié el area total (sin incluir los ventriculos), después los
ventriculos (cada uno por separado) y finalmente el hemisferio izquierdo (el derecho
se obtuvo restando el izquierdo del total). Se tomé un posible aumento en la relaciéon

ventriculo/area cerebral como indicador de dafo cerebral.



IV.3.1.15. Andlisis estadistico.

Los datos de actividad motora se analizaron utilizando un analisis de varianza
(ANDEVA) de tres vias (grupo, dia y hora) con medidas repetidas en los factores dia

y hora.

Para el analisis estadistico de los conteos de células inmunorreactivas para c-
Fos, se realizd una prueba ANDEVA de tres vias (grupo, hora del dia y lado) con
medidas repetidas en el factor lado, seguido de una prueba de dos vias (grupo y
hora del dia). Con el propésito de evaluar qué grupos mostraban las mayores

diferencias, se utilizé una prueba post hoc de Tukey.

Para la dilatacion ventricular, se aplic6 un ANDEVA de una via a los datos.
Posteriormente se aplico la prueba de Tukey para averiguar entre qué grupos existia

diferencia.

Se realiz6 finalmente una prueba de correlaciéon entre el namero total de
células positivas para c-Fos a determinada hora con el grado de dilatacion ventricular

observada en el estriado de los mismos animales.

En todos los casos que fue utilizada la prueba ANDEVA, se consideré6 como

significativo un valor de una p menor a 0.05.
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IV.3.2. Experimento |l.

Hipotesis I
La via nigroestriatal dopaminérgica modula la salida GABAérgica del estriado
hacia SNR, por lo que su activacion se manifiesta en desinhibicion de los ndcleos

blanco de proyeccién de los ganglios basales, en particular el NTPP.

Objetivo particular 1l
Describir los cambios producidos en la expresion de c-Fos en el NTPP
ipsilateral al sitio de estimulacién dopaminérgica en el estriado, asi como los cambios

producidos en la actividad motora y los estados de vigilancia.

IV.3.2.1. Animales.

Se utilizaron 18 ratas macho Sprague-Dawley (de 250 a 300 g de peso), con
comida y bebida de acceso libre, en ciclo luz oscuridad 12:12 (la luz permanecié
encendida de las 8:00 a las 20:00hs), alojados en cajas individuales.

IV.3.2.2. Grupos.

Para los experimentos de IHQ se formaron tres grupos de animales: un grupo
control (n=6), un grupo testigo (n=6) y un grupo experimental (n=6). Tanto el grupo
testigo como el grupo experimental fueron sometidos a una cirugia estereotaxica en
la cual recibieron la administracion ya sea de anfetamina o de solucion salina; el
grupo control no se sometié a ningun tipo de procedimiento quirdrgico. Los tres

grupos fueron sometidos al procedimiento IHQ para evaluar la expresion de c-Fos.

Para los experimentos de actividad motora y registro ECoG se utilizé un grupo
de 8 animales implantados con canulas al estriado y con electrodos de registro
cortical y muscular. Cada sujeto de este grupo fue rotando en un disefio de cuadro
latino con el objeto de que cada animal recibiera cada uno de los tres tratamientos

empleados, esto es, la administracion por medio de canulas ya sea de anfetamina,

36



de lidocaina o de solucién salina. Posteriormente a la administracion, fueron

evaluados los cambios en actividad motora 'y ECoG.

IV.3.2.3. Valoracién inmunohistogquimica.

IV.3.2.3.1. Inyeccion intraestriatal de farmacos.

Cada uno de los animales en este experimento fue anestesiado con una
mezcla de 70mg/kg de ketamina y 6mg/kg de xilazina intraperitoneal y mantenidos
en ese estado con dosis menores intramusculares durante una hora a partir de haber
concluido el procedimiento quirdrgico o, en el caso del grupo control, durante el
tiempo equivalente en que los otros grupos se mantuvieron bajo anestesia. El grupo
experimental recibié una inyeccion intraestriatal unilateral de 15ug de anfetamina
disueltos en 1ul de solucion salina, lo cual fue administrado en un periodo de cinco
minutos. Las coordenadas estereotaxicas para la administracién en el estriado
fueron: AP +1.5mm, ML +2.6mm y DV -4.5mm. En el lado contralateral a la
estimulacion fue administrada la misma cantidad del vehiculo. El grupo testigo recibi6
una inyeccion intraestriatal unilateral del vehiculo en el mismo lado en que el grupo
experimental recibié la estimulacién, mientras que el otro lado permanecio intacto. El
grupo intacto no fue sometido a ningun procedimiento quirdrgico. Una vez concluido
el tiempo postestimulacion de una hora, los animales recibieron una sobredosis de
pentobarbital soédico intraperitoneal y fueron perfundidos para someterlos al

procedimiento IHQ.

IV.3.2.3.2. Inmunohistoquimica para c-Fos y doble inmunohistoquimica para c-Fos y
ChAT.
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El procedimiento empleado para procesar los cortes de este experimento
mediante IHQ fue el mismo que el descrito en el experimento anterior. Brevemente,
se perfundieron los animales con una mezcla de fijadores (paraformaldehido 4% y
glutaraldehido 0.25%), se extrajo el cerebro y fue postfijado con paraformaldehido a
la misma concentracion por una hora después de la perfusion, para finalmente ser
sumergido en una solucion a base de PBS con sacarosa al 25%. Una vez que los
cerebros tocaran el fondo del frasco, éstos fueron rebanados con un microtomo por
congelacion en cortes de 35 um. Los cortes fueron procesados posteriormente para
inhibir reacciones inespecificas que pudieran alterar la interpretacion de los
resultados. Los cortes fueron incubados con los anticuerpos primarios
correspondientes a las técnicas empleadas anteriormente (ver apartados 1V.3.1.7,
IV.3.1.8 y IV.3.1.12), al igual que los anticuerpos secundarios, ya sea biotinilados o
unidos a fluoréforos, asi como el complejo ABC vy la reaccion con DAB. Los cortes
fueron observados al microscopio una vez que estuvieron montados y cubiertos con
resina, y se realiz0 el conteo de células inmunorreactivas a c-Fos en los cortes

revelados con DAB, tal como esta descrito en el apartado 1V.3.1.13.

IV.3.2.4. Valoracién motora y electrofisioldgica.

IV.3.2.4.1. Implantacion de los electrodos y las canulas.

En otro grupo de animales distintos a los utilizados para realizar la IHQ (n=8),
se implantaron canulas dirigidas al estriado asi como un electrodo de registro para
actividad cortical y dos electrodos para actividad muscular. Bajo anestesia a base de
una mezcla de ketamina (70mg/kg) y xilazina (6mg/kg), se realizaron trepanaciones
para la implantacion bilateral de canulas en las mismas coordenadas que se
describen en el apartado anterior (AP= +1.5mm a partir de bregma, ML= +/- 2.6mm,
DV= -4.5mm), utilizando un microscopio estereoscopico para evitar dafar la corteza

cerebral . Las canulas de metal inoxidable se fijaron al craneo con acrilico dental.
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Para la implantacion de electrodos bipolares se trepand el hueso occipital en las
coordenadas: AP 0 a partir de lambda y ML +3.0mm. Ademas se colocaron
electrodos bipolares flexibles en los musculos dorsales del cuello y otro electrodo en
el craneo como tierra. Adicionalmente a éste ultimo, fueron fijados otros tres tornillos
para asegurar el casco de acrilico. A todos los animales se les permitié por lo menos
una semana de recuperacion después de la cirugia antes de comenzar el primer

registro.

IV.3.2.4.2. Procedimiento.

El dia anterior a cada experimento, los animales fueron introducidos a las
camaras de registro con agua y alimento a libre demanda y temperatura controlada.
En ese momento se conectd un cable proveniente del poligrafo a los electrodos
previamente implantados en el craneo de los animales. Todos los registros se
llevaron a cabo tres horas después del inicio de la fase de luz. Cinco minutos antes
del inicio del registro se conectaron los inyectores a través de los cuales se
administraron los farmacos, que a su vez estaban conectados a una bomba de
infusion mediante sondas de bajo calibre. El volumen en cada administracion fue de
1ul durante 1 minuto, dejando posteriormente 3 minutos de reposo para permitir que
los farmacos difundieran en el estriado antes de sacar los inyectores. Cada animal
recibié una administracion bilateral de un farmaco por registro, nunca se combinaron
dos farmacos en un sélo animal. La dosis de anfetamina fue la misma que en los
animales utilizados para IHQ (15ug), mientras que en los otros grupos se empleé ya
sea 1ul de lidocaina al 2% o 1ul de solucion salina. Una vez que concluyé el tiempo
de difusién, se retiraron los inyectores y comenzaron los registros tanto de actividad

motora como ECoG.

IV.3.2.4.2. Evaluacién motora.
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Los animales fueron habituados previamente a las cajas de registro y los
electrodes implantados se mantuvieron conectados al poligrafo desde un dia antes y
durante el desarrollo del experimento. La evaluacion de la actividad motora se llevo a
cabo en el sistema DigiScan descrito en el apartado IV.3.1.4. Los parametros
empleados para tal evaluacion fueron los de distancia total recorrida (previamente
descrito) y el tiempo total de movimiento, el cual evalla la cantidad de tiempo que los
animales se encuentran en movimiento en cada uno de los segmentos capturados

de 15 minutos.

IV.3.2.4.3. Registros electrofisiologicos.

Se registraron tres animales de forma simultanea dentro de cajas de acrilico
de 40 x 40 x 30 cm, con iluminacion general del cuarto de registro. Los cables del
poligrafo se conectaron a los electrodos de cada animal desde el dia anterior al
registro. El agua y alimento se proporcion6 ad libitum, con temperatura ambiente de
22-24°C. Los registros tuvieron una duracion de 4 horas a partir del final de la
administracion de los farmacos. Se utilizé6 un poligrafo GRASS Modelo 7D de 8
canales, conectado a un selector de electrodos (GRASS, modelo 78ES36-16). Cada
animal se conecté mediante los electrodos implantados a un dispositivo SlipRing
(Plastic One, Inc.), que permitié su libre giro, y de ahi al selector de electrodos. Los
registros se obtuvieron en hojas de papel poligrafico que avanzaba a una velocidad
de 2.5 mm por segundo.

IV.3.2.4.4. Evaluacién de los estados de vigilancia.

El criterio para calificar los estados de vigilancia fue el siguiente: se considerd
como vigilia a la actividad electroencefalografica desincronizada, de alta frecuencia y
baja amplitud, con la presencia de actividad ténica muscular en el EMG; se considerd

como suefo de ondas lentas la actividad predominantemente de baja frecuencia y
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mayor amplitud, con una disminucion de la actividad tonica muscular; y se califico
como suefio MOR aquella actividad de alta frecuencia y baja amplitud, acompafiado
por la supresion de la actividad EMG. De esta manera, se contabilizé el nimero de
épocas resultantes en cada estado (cada época tuvo 12 segundos de duracién) y
con dichos datos se hicieron las comparaciones entre los tratamientos y entre los
distintos estados, tomando como parametros el tiempo invertido en cada etapa
expresado en minutos y el porcentaje de tiempo de cada una con respecto al 100%
del registro. Una vez obtenidos estos datos, también se analizaron por segmentos
de 15 minutos a lo largo de todo el registro. Posteriormente, se realizé el conteo del
namero de episodios totales de cada estado de vigilancia, la duracion promedio de
los episodios (expresada en segundos) y la latencia para el inicio de cada estado de

vigilancia.

IV.3.2.5. Analisis estadistico.

Se utilizé la prueba ANDEVA de una via para el total de minutos en cada
estado de vigilancia, asi como para el nimero de episodios, la duracion promedio de

los episodios y la latencia para el inicio de cada estado de vigilancia.

Para las pruebas motoras, se aplico un ANDEVA de medidas repetidas de dos
vias (farmaco y segmento de tiempo). En todos los casos se consider6 como

significativo un valor de una p menor a 0.05.

Para el conteo de células positivas para c-Fos, se llevé a cabo un ANDEVA de
dos vias (grupo x hemisferios) con medidas repetidas en un factor (hemisferio),

seguido de comparaciones planeadas para cada factor por separado.
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CAPITULO V

RESULTADOS

V.1. Localizacién del NTPP por medio de la técnica de acetilcolinesterasa.

Previamente al inicio de estos experimentos, se realizaron pruebas de las
tinciones y técnicas histoldgicas para delimitar el sitio anatébmico en donde se
encuentra ubicado el NTPP. Para tal efecto, fue necesario hacer un mapeo del tallo
cerebral con la técnica de acetilcolinesterasa al mismo tiempo que las primeras
pruebas de IHQ para c-Fos. Con los datos obtenidos fue posible delimitar el area
de corte por microtomo para asi localizar al NTPP en toda su extension y llevar un
control preciso del numero de rebanadas que se podian extraer de cada cerebro
para el posterior conteo de células. En la figura 2 se muestran los resultados de esta
técnica comparados con las figuras del atlas estereotaxico (Paxinos & Watson,
1986).

V.2. Inmunohistoguimica.

Todos los cerebros fueron procesados para las diferentes técnicas antes
descritas. En los experimentos preliminares para el marcaje contra c-Fos, se
corrieron diferentes pruebas para establecer las diluciones del anticuerpo asi como
las variables dentro del procesos IHQ. Adicionalmente, se procesaron cortes
utilizados como controles positivos y controles negativos. Los controles positivos
fueron producidos mediante la inyeccién intraperitoneal de 1.5mg de anfetamina, lo
cual produce una induccion de c-Fos generalizada en todo el cerebro, principalmente
en corteza cerebral. Los controles negativos fueron cortes en los cuales no se incubé

el anticuerpo primario.

Con la técnica inmuncitoquimica para ChAT se marcé el citoplasma de las
células colinérgicas en el sitio de interés observandose la morfologia caracteristica

de estas neuronas ya descrita en el primer capitulo. Con esta técnica especifica es
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posible asegurar con un bajo margen de error que las células observadas son de
naturaleza colinérgica. Al realizar la técnica para c-Fos en cortes seriados del mismo
cerebro y conociendo la distancia entre cada corte fue posible verificar si la marca de
c-Fos se encontraba dentro de los limites del nucleo colinérgico; sin embargo, no fue
posible asegurar si correspondia a la misma célula. Este fue el proposito de realizar

un doble marcaje de dicha sefial.

Por otro lado, en cuanto a la técnica de inmunohistoquimica para GABA, fue
dificil la identificacion de una sefial positiva siguiendo el procedimiento de revelado
para DAB; por esta razon, se decidio completar el marcaje mediante un anticuerpo
secundario unido a rodamina y analizarlo mediante microscopia de fluorescencia.
Los resultados entonces mostraron una amplia sefial para GABA, incluido el area
correspondiente al NTPP. De esta manera, mediante esta modificacion técnica, se
pudo observar la presencia de GABA dentro de los limites del NTPP.
Adicionalmente, decidimos hacer un marcaje contra la enzima GAD, empleando
anticuerpos tanto anti-GAD 67 como anti-GAD 65, los cuales marcan cuerpos
celulares y fibras nerviosas respectivamente, con el proposito de observar también la

situacion anatomica de las interneuronas GABAérgicas dentro del NTPP.

Finalmente, el marcaje para las células glutamatérgicas fue el ultimo en
incorporarse al protocolo. La hipoétesis inicial del presente trabajo consideraba la
posibilidad de la participacion de las células colinérgicas en los procesos de
desinhibicion producida por los GB. Después de haber descartado su participacion
como unicos responsables de ésta activacion neuronal evidente por la expresion de

c-Fos, fue necesario considerar a las demas poblaciones celulares dentro del nucleo.

V.3. Experimento |.

V.3.1. Evaluacién motora ante la lesiéon estriatal.

Los registros motores mostraron un efecto significativo de grupo
(F(2,47)=9.58, p<0.001), de hora de prueba (F(23,1081)=16.6, p<0.001) y de
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interaccion grupo/hora (F(46,1081)=2.72, p<0.001). Como ha sido reportado en
trabajos previos, se encontré un aumento en la actividad motora en los animales
lesionados en el estriado con AK 7 dias después de la cirugia cuando éstos fueron
comparados con el grupo control, usando una prueba de Tukey (p<0.001). La
actividad, como se muestra en la figura 3, es significativamente mayor durante la
fase de oscuridad, periodo de actividad de la rata, que durante la fase de luz, en la
cual no muestra diferencias con los demdas grupos. Sin embargo, al dia 30
postlesion, esta hiperactividad ha disminuido, tendiendo a regresar a los valores
basales. Se observa en la grafica que si bien la curva de actividad de este grupo
durante la fase de oscuridad no llega a ser como la del grupo control, ésta si tiende a
disminuir en comparacion con los valores observados al dia 7 postlesion (p<0.051).
Al dia 30 postlesion la actividad de estos animales no resulta ser significativamente
diferente de la actividad de los animales control.

La relevancia de estos datos recae en el poco o nulo efecto que tiene la lesion
sobre la actividad motora en los momentos del ciclo circadico en los cuales se
realizan las perfusiones. Es posible interpretar a partir de estos datos que la actividad
motora es similar tanto en los animales del grupo control como en los animales de
ambos grupos experimentales, y que cualquier efecto observado en torno a la

actividad del NTPP no estaria relacionado con la locomocion.

V.3.2. Conteo de células positivas para c-Fos en relacidon con la lesion estriatal y

sucaracterizacion IHQ.

Con el proposito de definir el sitio anatémico en el cual se realizo el conteo de
células inmunorreactivas a c-Fos, se utiliz6 como referencia un mapa publicado por
el grupo de Maloney y cols. en 1999 en un experimento con fines similares, para
definir la situacién de los nucleos tegmentales mesopontinos. En la figura 4 se puede
observar el sitio del conteo en relacion con el mapa publicado y los limites
anatomicos del NTPP. Adicionalmente, se realiz6 una IHQ contra ChAT en cada
cerebro incluido en el etudio con el propésito de ubicar la poblacion colinérgica del

NTPP y asi elegir el sito de conteo para cada animal.



Los resultados del conteo de células positivas a c-Fos en el NTPP se
muestran en las graficas 5A y 5B. En la primera grafica se presenta la variacion en
la expresion de c-Fos a lo largo del ciclo, en cada grupo. Los datos que se muestran
en esta grafica obtenidos a las 13, 20 y 8 horas, fueron duplicados con el propésito
de mostrar la variacion periddica en la actividad del NTPP. La figura 5B representa
el numero promedio de células positivas a c-Fos en el NTPP en cada uno de los
grupos, a las tres diferentes horas del dia. Se presentan los conteos en cada uno de
los lados del ndcleo, el izquierdo en las baras negras y el derecho en las barras

blancas.

El analisis estadistico de los datos que se inicié con un ANDEVA de tres vias
(grupo, hora y lado) con medidas repetidas en el factor lado, mostr6 un efecto
significativo de la interaccién entre grupo x hora (F(4,41)=2.88, p<0.05) y un efecto
significativo de grupo (F(2,41)=9.05, p<0.001). Dado que no hubo un efecto
significativo de lado, se procedié a un analisis de dos vias (grupo y hora) usando
solamente los datos de uno de los lados. La tabla 1 muestra la estadistica

descriptiva de todos los datos.

El andlisis de dos vias mostré un efecto significativo de la interaccidén grupo x
hora (F(4,41)=5.20, p<0.01), un efecto significativo de grupo (F(2,44)=13.99,
p<0.001) y un efecto significtivo de hora (F(2, 44)=5.29, p<0.01). EIl grupo con mayor
numero de células positivas fue el grupo 30 dias (150+8), seguido del grupo 7 dias
(82+13) y del grupo control (52+8). La mayor expresion se observo a las 8 horas
(138+26), pero ese efecto se debid principalmente al grupo 30 dias como es evidente
en la gréfica. El andlisis post hoc (prueba de Tukey) mostré que hubo un aumento
significativo (p<0.05) en la expresién de c-Fos en el grupo 30 dias, en particular a
las 8 horas del dia, pero también a las 13 horas en comparacion con el grupo control
respectivo. Asimismo mostré que el nimero de células positivas es mayor a las 8
horas que a las 13 o a las 20 horas, en este grupo de 30 dias. En los otros grupos,
aungue hay una variacién a lo largo del ciclo, no hay variaciones estadisticamente

significativas.
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Estos datos muestran que la lesion estriatal modifica la expresion basal de c-
Fos en el NTPP y que estos cambios se dan predominantemente en el grupo 30 dias
postlesion, particularmente a las 8 y 13 horas. En contraste, es particularmente
notable el hecho de que la expresion de c-Fos en el NTPP en el grupo 7 dias
postlesion no sea significativamente mayor que la del grupo control, dada la

implicacién de este nucleo en la conducta motora.

El andlisis del conteo de células positivas a c-Fos en las tres diferentes
condiciones experimentales y a las tres diferentes horas del ciclo circadico no
aseguran que se trata de la poblacion colinérgica del NTPP, aunque por su situacion
anatomica, la cual ha sido comparada con otros trabajos antes mencionados, sugiere
gue el conteo de células para c-Fos si se encuentra dentro de los limites anatomicos
del mencionado nucleo. En la figura 6 es posible apreciar la reconstruccion
tridimensional del NTPP a partir de los cortes seriales intercalados tanto de c-Fos
como de ChAT en un cerebro representativo del grupo de 30 dias sacrificado a la
quinta hora del inicio de la fase de luz. Es posible observar en este grafico que la
poblacion celular positiva a c-Fos se encuentra en un nivel mas dorsal y medial con

respecto a la poblacion colinérgica perteneciente al NTPP.

Adicionalmente a la tincion colinérgica, se realizO la caracterizacion
neuroquimica de la region mesopontina en la cual se ubica el NTPP y en la cual se
localizan las células positivas a c-Fos incluidas en el analisis estadistico. Inicialmente
se realiz6 una tincidn con violeta de Cresilo para tefir los ndcleos de las neuronas
del NTPP, con el propdsito de ubicar al conjunto de sus poblaciones sin importar su
naturaleza neuroquimica (Fig. 7A). Se realiz6 también una tincién histoquimica
contra la enzima NADPH-diaforasa, la cual se sabe que coexpresa con las células
colinérgicas del NTPP (Fig. 7B). De igual forma se realizaron pruebas IHQ contra las
dos isoformas de la enzima sintetizadora de GABA, GAD-65 y GAD-67 las cuales
tiferon tanto terminales sinapticas y fibras nerviosas (Fig. 7C) como cuerpos

celulares GABAérgicos (Fig. 7D), respectivamente.

En la figura 8 se muestran cuatro cortes subsecuentes del NTPP procesados

con distintas técnicas IHQ. Asi, en los recuadros 8A y 8D, encerrando a las otras dos
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técnicas, se muestran los cortes procesados contra ChAT, definiendo los limites
colinérgicos del nacleo. En la figura 8B se muestra el area de inmunorreactividad
positiva para c-Fos, la cual se encuentra en el limite dorsal de la poblacion
colinérgica. Finalmente, en la figura 8C, se muestran las células positivas para
glutamato en toda la regibn mesopontina. Basandose en la posicion de las células
con respecto a la muesca en el tejido, es posible afirmar que, por un lado, existen
células glutamatérgicas dentro de los limites colinérgicos del NTPP, y por otro, que
en el sitio de mayor expresion de c-Fos también existe inmunorreactividad para

glutamato.

Finalmente, en la figura 9 se muestra un corte del tallo cerebral a nivel del
NTPP procesado con las técnicas IHQ contra c-Fos y contra ChAT con el propdsito
de observar el marcaje de ambos anticuerpos en el mismo corte. Asi, es posible
observar tal como anticipé la reconstruccion tridimensional, que la poblacion
inmunorreactiva a c-Fos se encuentra dorsal a la poblacion colinérgica, aunque es
evidente que aun se encuentra dentro de sus limites debido a la presencia de las
fibras colinérgicas. De hecho, es posible identificar doble marcaje en algunas de las

células de este nucleo.

Del analisis de estas figuras es posible concluir que, a) los limites del ndcleo
establecidos por la morfologia de las células tefiidas con violeta de Cresilo no
coincide exactamente con los limites de la poblacién colinérgica; b) la poblacién que
expresa NADPH corresponde con la poblacion colinérgica en la cual la expresion de
c-Fos es minima; c) es posible ubicar tanto células GABAérgicas como fibras del
mismo tipo dentro del NTPP; d) la poblacién inmunorreactiva a c-Fos permanece, de
manera consistente, dorsal a la poblacion colinérgica de dicho nucleo; y e) se
encuentran células positivas a c-Fos dentro de areas glutamatérgicas del NTPP.

V.3.3. Evaluacion de la lesion estriatal utilizando la relacibn  cerebro-

ventricular.
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En todos los animales incluidos en el conteo de células positivas a c-Fos se
recolectaron los cortes correspondientes al estriado anterior, adyacente al sitio de la
lesion. Las mediciones de la relacién entre el area de los ventriculos laterales y el
area total cerebral mostraron diferencias significativas entre grupos (ANDEVA
F(2,111)=42.12, p<0.05); cualquier aumento de esta relacion observado en los
grupos experimentales, en comparacion con el grupo control, fue considerado como
un indice de dilatacion ventricular. EI nimero total de animales evaluados fue de 60,
20 en cada grupo; en cada cerebro se midieron los ventriculos de cada hemisferio
por separado, dando asi un total de 120 mediciones. De esta manera, en la figura 10
se puede observar que la dilatacion ventricular tiende a aumentar con el paso del
tiempo posterior a la lesion. Los animales perfundidos al dia 7 postlesion muestran
una dilatacion ventricular significativamente mayor que los animales del grupo
control. En el caso de los animales del grupo 30 dias postlesion, existe una mayor
dilatacion incluso que el grupo 7 dias postlesion, siendo ésta significativamente
diferente de los otros dos grupos. Con esto se demuestra que aun después de los 7
dias, ya cuando se pensaba que todos los efectos de una lesion estriatal con acido
kainico se habian establecido, sigue habiendo cambios tisulares evidentes a los 30

dias postlesion.

Adicionalmente, los cortes estriatales sirvieron para obtener la localizacién del
sitio de entrada de los inyectores mediante los cuales se realizé la administracion de
AK. En todos los animales incluidos en este experimento se ubico a la punta de los

inyectores dentro de la region anterodorsal del estriado.

V.3.4. Correlacién entre la dilatacion ventricular y la expresiéon de c-Fos.

Se realiz6 una gréafica de correlacion comparando el grado de dilatacion
ventricular ocasionada por la lesion estriatal y el nUmero de células positivas para c-
Fos observadas en el NTPP entre los grupos que mostraban mayores diferencias, y
de acuerdo también a las horas de mayor expresion. En la figura 11A se hace una

correlacion utilizando los datos de los grupos control y 30 dias postlesion al final de
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la fase de oscuridad y a la quinta hora del inicio de la fase de luz, debido a que son
los grupos que mostraron mayores diferencias en el conteo de células
inmunorreactivas a c-Fos. Asi, se puede observar que existe una correlacion positiva
(r=0.80395, F(1,14)=25.5, p<0.001) entre el grado de dilatacion ventricular y el
namero de células que expresaron c-Fos. Adicionalmente, se realizG una regresion
lineal para observar la dependencia entre ambas variables (R2=0.6463, p<0.05) (Fig.
11B). Esto parece estar indicando que entre mayor sea la dilatacién ventricular, en
este caso particular debido a la lesién en el estriado, mayor actividad habra en el

NTPP como probable consecuencia de un proceso de desinhibicion.

V.4. Experimento |l.

V.4.1. Expresion de células positivas para c-Fos en el NTPP en respuesta a la

estimulacion estriatal por anfetamina y su localizacion.

Todos los cerebros pertenecientes a este experimento fueron procesados
tanto para c-Fos revelado por DAB como por doble marcaje para c-Fos y ChAT con
anticuerpos unidos a fluoréforos. Los resultados que se obtuvieron son como a

continuacion se describen.

En los cerebros de los animales pertenecientes al grupo experimental que fue
estimulado por anfetamina 60 minutos antes de la perfusién se encontr6 un aumento
en la expresion de c-Fos en el NTPP principalmente ipsilateral al sitio de inyeccion
(Fig. 12A). El numero de células positivas en el NTPP ipsilateral resultd6 mayor
comparado con el NTPP contralateral, en cuyo lado s6lo se administrd el vehiculo.
Por otro lado, la expresion de c-Fos en los grupos testigo (Fig. 12B) e intacto (Fig.
12C) fue minima. Sin embargo, la expresion en el NTPP del lado que recibid la
inyeccion de vehiculo en el grupo experimental fue mayor a la del grupo testigo en

las mismas condiciones.
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En la figura 13 se muestra el conteo del nimero de células positivas a c-Fos
en el NTPP de los tres grupos. Se puede observar que los grupos testigo e intacto se
comportan de manera similar, mientras que en el grupo experimental,
particularmente en el lado ipsilateral a la administracion de anfetamina, muestra un
namero mayor de ceélulas positivas. El andlisis estadistico muestra un efecto
significativo de grupo (ANDEVA, F(2,15)=4.70, p<0.05) asi como una interaccién
significativa entre grupo y lado de la inyeccion (ANDEVA, F(2,15)=7.57, p<0.01). Las
comparaciones preplaneadas muestran una diferencia entre ambos lados solo para
el grupo de anfetamina. Para el lado tratado, se encontrd6 un numero
significativamente mayor de células positivas a c-Fos en el grupo que recibid
anfetamina (ANDEVA, F(1,15)=9.08 y 11.53, p<0.01, para los grupos testigo e

intacto, respectivamente).

En cuanto a los resultados obtenidos de la doble IHQ por fluorescencia, estos
también muestran la escasa expresion de células positivas a c-Fos en los grupos
testigo e intacto (al igual que con la técnica con DAB), dentro de los pocos que
llegaron a expresar el gen temprano, mientras que el grupo experimental muestra de
manera consistente el aumento en la expresion de c-Fos. En la figura 14 se
muestran estos resultados: se puede observar a las células positivas a ChAT (verde)
y a las positivas para c-Fos (rojo), estas ultimas dentro de y dorsales a la poblacion
colinérgica, tanto en el lado ipsilateral a la estimulacién (Fig. 14A) como en el lado
contralateral (Fig. 14B). Aunque ambos lados parecen expresar c-Fos, es evidente el
mayor numero de células en el lado ipsilateral, asi como el grado de coexpresion, lo
cual se observa de color amarillo. Cabe sefialar que la coexpresion no se observo en
todos los animales que compartieron estas mismas condiciones experimentales; el
resto de los animales mostraba un aumento en la expresion de c-Fos dorsal a la

poblacion colinérgica, tal como en los cortes procesados con DAB.

Es importante sefialar en este momento que el sitio de mayor expresiéon de c-
Fos es dorsal al NTPP colinérgico, coincidiendo incluso con la localizacién de la

expresion observada tras la lesion estriatal, descrita en el experimento anterior.
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V.4.2. Respuesta motora ante los diferentes farmacos.

Los valores totales de las 4 horas de los registros de actividad motora
muestran un efecto significativo del tratamiento tanto en la distancia total recorrida
(ANDEVA F(2,26)=4.36, p<0.05) como en el tiempo total de movimiento (ANDEVA
F(2,26)=5.1, p<0.05) (Fig. 15). También se encontr6 un efecto de muestra
(segmentos de 15 minutos) (ANDEVA F(15,390)=11.54 y 18.74 para distancia total
recorrida y tiempo de movimiento respectivamente, p<0.001) asi como de interaccion
entre las muestras (ANDEVA F(30,390)=2.78 y 2.89 para distancia total recorrida y
tiempo de movimiento respectivamente, p<0.001). El principal efecto de la
anfetamina se sita en el inicio del registro, donde aparece un incremento
significativo en la distancia total recorrida (p<0.05 para el tercer segmento) y en el
tiempo de movimiento (p<0.05 para los primeros tres segmentos), y tiende a
disminuir progresivamente hasta alcanzar los valores de los otros grupos 60 minutos
después de comenzar el registro. Las flechas en las gréaficas de la figura 15 estan
situadas a los 60 minutos del comienzo del registro, el momento en que los animales
procesados para IHQ fueron perfundidos. De esta manera, es evidente que en el
momento de ser perfundidos aquellos animales, la actividad motora se encontraba
en los mismos valores que los demas grupos. Por su parte, el grupo tratado con

lidocaina no muestra ningun efecto del tratamiento.

V.4.3. Analisis de los estados de vigilancia.

Los datos obtenidos a partir de los registros ECoG muestran cambios entre los
diferentes tratamientos. Dos registros ECoG del grupo tratado con solucién salina
fueron excluidos por no cumplir con el criterio de estar libres de ruido en un 85% del
registro. En la figura 16 se muestra el tiempo total en cada estado de vigilancia y se
puede observar que el grupo tratado con anfetamina presenta una cantidad mayor
de vigilia. El andlisis estadistico muestra que existe un efecto de tratamiento en el
tiempo total tanto en vigilia (ANDEVA, F(2,19)=6.19, p<0.01) como en el SOL
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(ANDEVA, F(2,19)=12.3, p<0.001), y las pruebas post hoc Tukey indicaron
diferencias significativas en el incremento en la vigilia y la disminucién del SOL en el
grupo tratado con anfetamina cuando fue comparado con los grupos que recibieron

lidocaina y solucion salina.

Adicionalmente, se obtuvieron los datos del nUmero de episodios y la duracién
promedio de éstos. Asi, en la figura 17 se observa que existe una tendencia del
grupo de anfetamina a tener un mayor niamero de episodios tanto de vigilia como de
SOL, que no llega a ser estadisticamente significativo, aunque si se observa una
tendencia (p<0.06). Esto se complementa con la disminucion en la duracion de los
episodios de vigilia del mismo grupo. Es también notoria en este grupo una
disminucién de la duracion promedio de los episodios de suefio MOR en

comparacion con el grupo control, aunque esta diferencia tampoco es significativa.

Finalmente, se analizaron las latencias para ambos tipos de suefio, SOL y
MOR. Se observa en la gréfica 18 un aumento esperado en el grupo tratado con
anfetamina en la latencia para el SOL a partir del inicio del registro, el cual se
correlaciona con el incremento en la actividad motora (ANDEVA F(2,19)=6.81,
p<0.01). La latencia para el inicio del suefio MOR parece no variar mucho entre los
diferentes tratamientos, pero si se mide a partir del primer SOL que acontecio en el
registro, es posible observar una disminucion en el grupo de anfetamina comparado
con el grupo control, lo cual, aunado al incremento en vigilia, pareceria estar
indicando una baja susceptibilidad del sistema al suefio lento con el consecuente
predominio de frecuencias rapidas. En contraste, el grupo tratado con lidocaina
muestra una diferencia todavia mayor con el grupo de anfetamina que con el grupo

de salina (p<0.08).

V.4.4. Comparacion entre actividad motora y vigilia.

En la figura 19 se muestran las curvas tanto del tiempo total de movimiento,
para evaluar actividad motora, como del tiempo de vigilia en el grupo tratado con

anfetamina a lo largo de las cuatro horas de registro, y en donde los datos se
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encuentran divididos en segmentos de 15 minutos. El proposito de esta grafica fue
describir la evolucion de cada conducta a lo largo del experimento, teniendo en
cuenta que ambos registros se llevaron a cabo en los mismos animales y de manera
simultanea. En esta figura se puede observar que mientras la grafica de movimiento
comienza elevada para posteriormente decaer hasta practicamente la inmovilidad (al
igual que los otros grupos, datos mostrados en la figura 15), la gréafica de vigilia
igualmente comienza elevada para decaer pero se mantiene por encima de la curva

de movimiento, lo cual indica vigilia sin movimiento.

V.4.5. Analisis histologico de los cortes estriatales incluidos en el estudio.

En la figura 20 se muestran los esquemas de cortes coronales representativos
del estriado a los niveles anteroposteriores en que se encontraron tanto las puntas
de los inyectores en los experimentos de inmunohistoquimica, como las puntas de
las canulas en los experimentos conductuales (de Bregma +1.6mm a +1.0mm). De
esta manera, es posible observar que todos los animales fueron inyectados dentro
del estriado anterodorsal.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los resultados aqui presentados apoyan la hipotesis de una relacion funcional
entre los ganglios basales y el nucleo tegmental pedudnculo pontino (NTPP), asi como
la implicacion de los primeros en la regulacion de la vigilia. En el primer experimento,
fue posible observar una actividad espontanea con variacion circadica en el NTPP, la
cual fue modificada por una lesion estriatal con acido kainico. Este aumento en la
expresion basal de c-Fos en el NTPP se hizo mas evidente 30 dias después de la
lesion, mientras que a los 7 dias postlesion, cuando la actividad motora estaba
aumentada, la expresiéon de c-Fos permanecié sin cambios importantes. Asimismo, fue
posible delimitar los cambios en el grupo de 30 dias a dos momentos particulares del
ciclo circadico: al final de la fase de oscuridad, cuando el animal termina su ciclo de
actividad, y a la quinta hora del inicio de la fase de luz, momento durante en el cual se
esperaria encontrar mas actividad electroencefalografica lenta en animales intactos.
La expresion diferencial entre los animales control y los animales del grupo 30 dias
postlesion permite inferir la implicacién de los ganglios basales en la desinhibicion del
NTPP, lo cual a su vez se traducira en vigilia, funcion estrechamente ligada con este
nucleo del tallo cerebral. Los factores que determinan la expresion diferencial entre
estos dos puntos especificos del ciclo circadico deben ser analizados por separado.

En primer lugar, el aumento en la expresion de c-Fos hacia el final de la fase de
oscuridad puede estar dependiendo de factores de expresion circadica de la proteina
Fos previamente descritos (Grassi Zucconi et al., 1994), debido a que existe un
aumento generalizado de c-Fos en diferentes areas del encéfalo hacia el final de la
fase de oscuridad (ver mas adelante), tal como fue observado en los animales control.
Asi, es posible que un estado de desinhibicion producido por la lesion favorezca la
actividad del nacleo en momentos particulares del ciclo, ocurriendo asi hacia el final de
la fase de actividad, cuando més activo se encuentra el NTPP debido a su papel en la
regulacion y manutencion de la vigilia. Es importante también hacer notar la falta de

correlacion con la actividad motora en esta parte del ciclo (Fig. 3), lo no sucederia si la
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relacion entre los ganglios basales y el NTPP fuera exclusivamente de naturaleza
motora. Diversos autores cuyo trabajo esta enfocado sobre la circadicidad de los
factores de transcripcién (Cirelli & Tononi, 2000), defienden la nocion de que la
expresion de dichos factores se encuentra relacionada por un lado con la acumulacion
de vigilia a lo largo de la fase de actividad, y por otro con la necesidad cada vez mayor
de mantener al cerebro en vigilia, en contraposicion con aquellos sistemas que tienden
a llevar al cerebro hacia una fase de reposo y actividad electroencefalogréfica lenta
(capitulo 11). Es factible pensar entonces que un estado de desinhibicion basal en estos
animales lesionados aumente el niumero de células activas en el NTPP sin modificar
su actividad circadica, aun cuando exista mayor sensibilidad en ciertos puntos del ciclo
circadico. Esto lleva al segundo punto, el aumento en la expresion de c-Fos hacia la
quinta hora de la fase de luz.

Los experimentos que dieron lugar al presente trabajo hicieron evidente un
aumento en la vigilia durante la fase de luz, a expensas del suefio de ondas lentas, 30
dias después de la lesion estriatal, aunado a un aumento en el nimero de episodios
de vigilia y una disminucion en la duracién de éstos (Mena-Segovia et al., 2002a). De
esta manera, se planted la hipétesis de que podria existir una estructura que por un
lado estuviera relacionada con la vigilia y por otro que mantuviera una relacion
estrecha con los ganglios basales, y en la cual se manifestaran los cambios
previamente descritos. Asi, los resultados que aqui se presentan satisfacen ambas
condiciones para el NTPP, el cual refleja los cambios previamente reportados en
vigilia. Incluso, el aumento de tipo gradual que se observa en la vigilia al momento de
hacer los registros ECoG, es observado también en la expresion de c-Fos en el NTPP
a las 13 horas si se comparan los valores del grupo de 7 dias contra los grupos control
y 30 dias. En conclusién, los datos aqui presentados apoyan la correlacion entre la
vigilia y el aumento en la expresion de c-Fos, fortaleciendo asimismo la hipotesis de la
desinhibicion, sustentada ésta en el hallazgo del incremento de la actividad del NTPP
en un momento en el cual deberia disminuir dada la influencia de los elementos que
mantienen un control inhibitorio sobre este nucleo (capitulo Il). Es entonces evidente

que los ganglios basales juegan un papel importante en el control inhibitorio del NTPP,
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y que la disfuncion de los primeros se traduce en un cambio en la fisiologia del
segundo.

En el segundo experimento observamos que la estimulacibn dopaminérgica
estriatal conlleva tanto a un aumento en la vigilia como a un incremento en la
expresion de c-Fos en el NTPP, y que si bien dicha estimulacion produce también un
aumento en la conducta motora, ésta solo se mantiene durante los primeros 45
minutos después de la estimulaciéon, en comparacién con la vigilia, cuyo efecto se
prolonga por al menos 4 horas. Aunado al efecto estimulador de la vigilia observamos
la consecuente disminucion en SOL, mientras que el suefio MOR no presentd cambios
importantes. Es importante remarcar, sin embargo, que existi6 una menor latencia
para MOR a partir del SOL después del tratamiento con anfetamina. Considerando la
fisiologia del NTPP, este hallazgo apoya el planteamiento de la activacion de una
estructura relacionada con los ritmos electroencefalograficos rapidos y que en
consecuencia inhibe a los ritmos lentos, tal como es el caso del NTPP. A diferencia del
experimento anterior, en el cual se midio la expresion basal de c-Fos en el NTPP y su
posterior cambio debido a una lesién estriatal a largo plazo, en este experimento se
buscé una relacibn mas directa entre la manipulacion del estriado y su repercusion
inmediata tanto a nivel de la actividad del NTPP como a nivel conductual. El
mecanismo propuesto por el cual esto ocurre, sin embargo, seria el mismo: la
desinhibicion de la actividad del NTPP como consecuencia de la suspension parcial
del control inhibitorio de los nucleos de salida de los ganglios basales. Mas adelante
se discutird sobre los cambios de actividad de los nucleos que conforman los ganglios
basales que ocurren como consecuencia de la estimulacion dopaminérgica del

estriado.

Sustento del acercamiento inmunohistoquimico y los factores de transcripcion

Los genes tempranos fueron inicialmente descritos como factores de
transcripcion encargados de regular la expresion de los genes tardios. Dentro de la
diversidad que existe, éstos se encuentran organizados en diversas familias, entre

ellas la familia Fos y la familia Jun. En el sistema nervioso, estos genes tienen una
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importante funcidbn como reguladores de la respuesta de las células nerviosas,
especificamente, en la respuesta de neuronas postmitticas ante la estimulacion
transinaptica. La activacion funcional de las neuronas, desencadenada por sefales de
membrana, acciona una serie de eventos bioquimicos que involucran a la expresion
genética, la cual es mediada por la activacion de genes tempranos. Asi, han sido
propuestos como mediadores de la respuesta a largo plazo de la neurona ante

estimulos externos (Sheng & Greenberg, 1990).

La utilizacion de c-Fos como marcador de actividad neuronal ha sido
ampliamente reconocida en una diversidad de acercamientos que reflejan el
funcionamiento de determinado conjunto neuronal, que abarcan desde las oscilaciones
basales de actividad de determinado nucleo, la induccién mediante estimulos agudos
0 cronicos, y la correlaciéon con respuestas conductuales (Herrera & Robertson, 1996).
Incluso, ha sido reportada tanto la induccién cronica de c-Fos en diferentes estructuras
cerebrales relacionadas con los ganglios basales (Rodriguez et al., 2001; Westin et al.,
2001) como la expresion cortical de c-Fos como consecuencia de la activacidn estriatal
(Steiner & Kitai, 2000; Steiner & Kitai, 2001).

De interés particular para el presente trabajo son los datos publicados que
reportan una variacion circadica de la expresion de genes tempranos en diversas
regiones del cerebro. Por un lado, Merchant y cols. (Merchant-Nancy et al., 1992)
reportan una ciclicidad en la expresion de c-Fos en ciertas células del tallo cerebral
denominadas REM-ON como indicadores de actividad neuronal; ellos correlacionan la
expresion de dicho gen con el incremento de actividad de células generadoras del
suefio MOR. Un poco mas tarde, Grassi-Zucconi y cols. (Grassi-Zucconi et al., 1993) y
Grassi-Zucconi y cols. (Grassi Zucconi et al.,, 1994) miden especificamente la
induccion espontanea de c-Fos, y posteriormente c-Jun y jun B, en seis regiones del
cerebro (corteza cerebral, cerebelo, tallo cerebral, diencéfalo, hipocampo y estriado)
durante diferentes etapas del ciclo circadico de la rata, encontrando una evidente
variacion a lo largo de 24 horas. A excepcion de la expresion de jun B, la cual
permanece estable a lo largo del ciclo, se observé una expresion minima en las
primeras horas de la fase oscura (periodo de actividad de la rata) y un incremento

gradual hasta llegar al pico maximo al final de dicha etapa, mientras que en la fase de
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luz (reposo de la rata), los niveles se mantenian por debajo del minimo expresado en
la fase oscura. Pompeiano y cols. (Pompeiano et al., 1995) sugieren con base en
experimentos previos que la expresion de c-Fos esta relacionada con la vigilia per se
mas que con factores circadicos y propone que en algunas &reas, entre ellas el
estriado, la expresion de c-Fos puede estar relacionada con las actividades
especificas de esa area como la atencion y la memoria. De esta manera, existe
suficiente evidencia para considerar la expresion de c-Fos como un indicador confiable
de actividad neuronal y que incluso guarda una relacién estrecha con los patrones de

expresion circadica y las estructuras relacionadas con la vigilia.

Consideraciones anatbmicas

Tal como se describe en el primer capitulo, en el NTPP existen varias
poblaciones celulares que presumiblemente mantienen una relacion funcional entre
ellas. La poblacion colinérgica, descrita como grupo colinérgico 5 (Mesulam et al.,
1983), ha sido la mas estudiada tanto a nivel anatomico e histolégico, como en cuanto
a sus implicaciones funcionales, particularmente en su relacién con la actividad motora
y los estados de vigilancia. Sin embargo, aun cuando suele considerarse al NTPP
Gnicamente como un nucleo colinérgico, existen otras poblaciones celulares que hasta
hace relativamente poco tiempo no habian sido tomadas en cuenta. Entre ellas se
encuentran las células GABAérgicas, que funcionan como interneuronas, las células
peptidérgicas y, principalmente, las células glutamatérgicas (Clements & Grant, 1990).

Las proyecciones provenientes de los ganglios basales al NTPP parten
principalmente de la SNR (Noda & Oka, 1986; Scarnati et al., 1987) y en menor grado
del GPI (Shink et al., 1997). Asimismo, ha sido descrita una proyeccion directa del
estriado al NTPP (Berendse et al., 1992). La SNR proyecta tanto a la poblacion
colinérgica como a la glutamatérgica de dicho ndcleo (Grofova & Zhou, 1998),
partiendo sus proyecciones de la region lateral, misma area que tiene conexiones con
los nucleos ventral anterior y ventral lateral del tdlamo (Parent, 1990). Los primeros
trabajos que se realizaron en torno a la funcionalidad de las conexiones entre los

ganglios basales y el NTPP fueron los experimentos de Garcia-Rill en los cuales se
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estimularon las areas del NTPP que reciben inervacion nigral en animales intactos y se
observé un aumento en la locomocion (Garcia-Rill, 1986; Garcia-Rill et al., 1987;
Garcia-Rill et al., 1990). El papel del NTPP entonces quedd parcialmente definido
como un area motora intermedia que servia de interfase entre los ganglios basales y la
médula espinal. Casi de forma paralela surgio la evidencia de la participacion del
mismo nucleo en la activacién talamica y en los cambios intrinsecos previos a la
desincronizacion electroencefalografica (el Mansari et al., 1989; Steriade et al., 1982).
A raiz de estos datos surgieron especulaciones acerca de la funcion dual del NTPP.
Algunos autores llegaron a dividirlo en dos porciones de acuerdo con su citoquimica y
funcionalidad, llamando asi a la poblacion colinérgica involucrada en la actividad
rapida encefalografica como propiamente NTPP, mientras que a la poblacion no
colinérgica involucrada en la respuesta de locomocién inducida la denominaron &rea
mesencefalica extrapiramidal (AME) (Rye et al., 1987; Lee et al., 1988). Esta ultima,
sin embargo, quedd definida de acuerdo con la topografia de las proyecciones
provenientes de los ganglios basales, ain cuando trabajos posteriores demostraron la
doble inervacién de la SNR tanto sobre la poblacién colinérgica como sobre la
glutamatérgica (Grofova & Zhou, 1998) asi como la funcionalidad de estas
proyecciones en términos de inhibicion GABAérgica nigral sobre la actividad
espontanea de dicho ndcleo (Kang & Kitai, 1990; Granata & Kitai, 1991), razones por
las cuales dicha division funcional del NTPP no ha sido totalmente aceptada. En un
trabajo posterior, Rye y cols. (Rye, 1997) volvieron a presentar este mismo argumento,
sin embargo, es importante notar que al area denominada AME la sitian en el
tegmento en relacibn medial con respecto a la poblacion colinérgica del NTPP,
mientras que las células glutamatérgicas no se encuentran delimitadas a esta zona,
sino, al contrario, repartidas dentro y alrededor del nucleo. Otro elemento digno de
considerarse es la localizacion del electrodo que utilizo Garcia-Rill y cols. (Garcia-Rill
et al., 1987) para estimular locomocién en el NTPP: éste se situ6 dentro de la
poblacién colinérgica.

De esta manera, existen evidencias en contra de la delimitacion del NTPP
propuesta por el grupo de Rye. Mas alla de considerarse un area definida podriamos

argumentar la cantidad de datos inconsistentes acerca de su demarcacion. Para ello

59



hemos revisado tres fuentes principales de mapas de la region pontina en el tallo
cerebral, cada una de ellas respetada por la precisién y el extenso trabajo que ha
representado definir un patron neuroanatomico confiable. Asi, podemos observar que
el atlas de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 1986) muestra a un NTPP pequefio
y no contempla las dos porciones principales, pars compacta y pars dissipata, ademas
de que omite una serie de nucleos pequefios que guardan relacién anatomica estrecha
con el nucleo en cuestion. En la localizacion que propone el grupo de Rye (Rye et al.,
1987), si bien méas precisa que la anterior, este nlcleo se separa en dos poblaciones
neuroquimicas, mas alla del arreglo celular. Estos trabajos, si bien complejos en
cuanto al mapeo que se realiza, son ya obsoletos debido a la cantidad de informacion
gue ha aparecido ampliando los conocimientos que se tienen de esta region. Segun
los esquemas de Paxinos y de Rye y cols., todo lo que no queda dentro de los nucleos
definidos por ellos pertenece al campo central tegmental, restando importancia a la
diversidad de conexiones y propiedades electrofisiologicas que pudieran tener las
células que ahi se localizan. Finalmente, una descripcibn mas proviene de Jones y
cols. (Jones, 1995), la cual se acerca mas a la concepcion actual de dicha zona; ésta
contempla una localizacién anatdmica semejante a la encontrada en los experimentos
aqui presentados. Sin embargo, la descripcién no es completa; los cortes presentados
presentan una gran separacion entre ellos lo que es poco util en un sitio anatémico en
el cual los nucleos son muy pequefios.

Los datos que se han presentado como resultado de nuestros experimentos
hacen evidente una poblacion celular que se esta activando en respuesta a diferentes
manipulaciones en el estriado. Esta poblacion, que fue parcialmente descartada como
colinérgica, es de naturaleza glutamatérgica y se encuentra ubicada en situacion
dorsal a la poblacion colinérgica a lo largo de todos los niveles anteroposteriores en
los cuales se hace presente. Por esta razén, es posible descartar de entrada que se
trate del AME previamente descrita, cuya situacion es medial con respecto a las
células colinérgicas. Muchos autores ya mencionados consideran a los limites de la
poblacién colinérgica como los limites del NTPP, y esto hasta cierto punto se ha
mantenido vigente. Trabajos anteriores, sin embargo, presentan datos que muestran

células no colinérgicas pertenecientes al NTPP en situacién dorsal a las células
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colinérgicas. Como ejemplos estan los trabajos de Clements (Clements & Grant,
1990), quien demuestra la presencia de células glutamatérgicas en el NTPP cuyo
limite anatdbmico no coincide con el de las células marcadas para NADPH (que
coexpresan acetilcolina), y de Semba y cols. (Semba et al., 1990), quien realiza un
trazado de las proyecciones del NTPP aunado al marcaje de las células colinérgicas y
observa que algunas células de proyeccion que no se tifieron para ChAT se
encuentran dorsales a la poblacion que si lo hizo. Aun considerando la posibilidad de
que no se tratara del NTPP, no existe ningun nucleo definido todavia que pudiera tener
esas caracteristicas anatomicas. En los cortes mas posteriores es posible ubicar al
nacleo cuneiforme adyacente a la porcién dorsal del NTPP; sin embargo, éste nucleo
no esta presente en los cortes anteriores y mediales que corresponden con nuestros
conteos celulares. Es importante notar la manera en cémo la situacion anatomica tanto
de la poblacién colinérgica como de la poblacion glutamatérgica positiva para c-Fos va
cambiando en sentido anteroposterior: de ser lateral y ventral en los cortes anteriores,
se vuelve medial y dorsal en los cortes posteriores, y sin embargo, la relacién entre
ambas poblaciones se mantiene constante, razén por la cual se sostiene la teoria de

que se trata del mismo nucleo.

La poblacion glutamatérgica como elemento decisivo en la activacion talamica

La poblaciéon glutamatérgica del NTPP ha sido considerada como un elemento
importante de este nucleo por su posible papel sobre las funciones de las células
colinérgicas por un lado, y por otro, sobre la activacion talamica. Dicha poblacién fue
descrita inicialmente por Clements y Grant en 1990 como un grupo de células
glutamatérgicas localizadas dentro y adyacentes a la poblacion colinérgica del NTPP,
que incluso en algunos casos coexpresaban acetilcolina ademas de glutamato (Lavoie
& Parent, 1994). La poblacién glutamatérgica, ademas de las proyecciones
descendentes hacia las motoneuronas (Liu et al., 1995), mantiene proyecciones
ascendentes, al igual que la poblacién colinérgica, no sélo a la SNC (Scarnati et al.,
1986), sino también a distintos nucleos del tadlamo, particularmente los nudcleos

intralaminares, el ndcleo ventromedial y el ndcleo reticular del talamo (Woolf &
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Butcher, 1986; Scarnati et al., 1987). Ademas, se ha determinado que las mismas
neuronas que proyectan a la SNC emiten colaterales hacia el talamo y otras
proyecciones descendentes hacia el tallo cerebral (Takakusaki et al., 1996).

El papel que se le ha adjudicado a la proyeccion glutamatérgica al tAlamo no ha
sido plenamente establecido. En 1982, Steriade y cols. (Steriade et al.,, 1982)
reportaron que las células glutamatérgicas mesencefalicas con proyecciones a los
nucleos intralaminares del tAlamo, en ese entonces aun no bien definidas en cuanto al
nucleo al cual pertenecian, aumentan su frecuencia de disparo aproximadamente 15
segundos antes de los signos mas precoces de activacion electroencefalografica y
eventos motores asociados a despertamiento conductual, precediendo de esta manera
tanto a los estados de vigilia como de suefio MOR. No es dificil pensar en la
posibilidad de que dichos grupos celulares glutamatérgicos pertenezcan al NTPP, cuya
descripcion sucederia hasta 1990. En 1989 y 1990, El Mansari y cols. (el Mansari et
al., 1989; el Mansari et al., 1990) reportan la presencia de un grupo de neuronas
dentro del NTPP con alta frecuencia de disparo durante el suefio MOR y que no son
colinérgicas, debido a que no modifican su actividad ante la aplicacion de carbacol, lo
cual si sucede con las neuronas colinérgicas. En un estudio reciente, Kodama y Honda
(Kodama & Honda, 1999), que miden tanto la liberacion de acetilcolina como de
glutamato a partir de las células del NTPP, observan que el glutamato aumenta
durante la vigilia, mientras que durante el SOL su liberacién esta significativamente
disminuida. De esta forma, este conjunto de datos apoya la idea de que la poblacion
glutamatérgica juega un papel importante en la activacion talamica inespecifica. Esto,
por otro lado, no se contrapone a la evidencia de la activacién colinérgica de las
células talamocorticales. Al igual que como ocurre en la SNC, en la cual se observa un
aumento tanto en acetilcolina como en glutamato posterior a la estimulacion del NTPP,
un mecanismo similar podria estar activando al tAlamo y por consiguiente a la corteza
cerebral.

Adicionalmente, el glutamato también participa en la activacion de las células
colinérgicas dentro del NTPP. Recientemente ha surgido una linea de investigacion en
el grupo de Datta y cols. (Datta & Siwek, 1997) quienes han realizado una serie de

experimentos inyectando diferentes dosis de glutamato en el NTPP. Dichos autores
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reportan, primero en gatos y posteriormente en ratas, que el glutamato en el NTPP
produce, dependiendo de la dosis en que fue administrado, los estados de suefio
MOR, con una dosis baja, o vigilia, con las dosis mas altas. En un trabajo posterior
precisan que la accion del glutamato se debe a la activacion de los receptores tipo
NMDA (Datta et al., 2001). Asi, estos autores remarcan la importancia de la activacion
glutamatérgica del NTPP como un factor predisponente a la activacién cortical.

Con los trabajos principalmente de Datta y cols. (Datta & Siwek, 1997; Datta et
al., 2001) se fortalece la relacion estrecha entre el glutamato y la activacion cortical.
Los mismos autores sefialan dos posibilidades mediante las cuales el glutamato
pudiera estar regulando la activacion cortical: la primera contempla la aferencia
glutamatérgica por parte de la formacion reticular pontina sobre el NTPP, mientras que
la segunda destaca la posibilidad de la regulacién de las células glutamatérgicas del
mismo nucleo sobre la poblacién colinérgica contigua. En interesante considerar esta
tltima posibilidad desde el punto de vista de los resultados que aqui se presentan
sobre el conteo de células positivas a c-Fos. La poblacion glutamatérgica podria estar
desempefando un papel importante como activador de la poblacion colinérgica del
nucleo o como responsible de la activacion del talamo y por consiguiente de la
desincronizacion cortical.

Dentro de las células que se encontraron activas en nuestras condiciones
experimentales, si bien predominaban las de estirpe glutamatérgica, fueron aparentes
también algunas de naturaleza colinérgica. Esto iria de acuerdo con los datos en los
que se reporta un mayor namero de terminales GABAérgicas nigrales haciendo
sinapsis con los cuerpos de neuronas glutamatérgicas y menor nimero en neuronas
colinérgicas (Grofova & Zhou, 1998). Es el papel de las células glutamatérgicas lo que
hace falta definir, si se trata de una funcién Unicamente regulatoria sobre los otros
tipos celulares, particularmente las colinérgicas, o si tienen una funcion independiente
de activacién talamica. Incluso, es posible que pudieran estar desempefiando ambas
funciones. La redundancia de la estimulacion glutamatérgica, tanto sobre el NTPP
como sobre el talamo, permitiria asegurar la funcion del sistema de activacion cortical.
Esto podria ademas sustentarse en los distintos efectos que podria tener cada

neurotransmisor sobre los receptores de las células talamicas, lo cual a su vez se
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manifestaria en diferentes efectos corticales. Por otro lado, cada poblacion celular del
NTPP puede estar bajo el control de distintas aferencias; si esto ha sido posible
definirlo en torno a las proyecciones que recibe el NTPP de la SNR, es posible
especular sobre la posibilidad de que lo mismo suceda con los diversos nucleos que

controlan la actividad de la poblacién colinérgica.

Regulacion dopaminérgica de la vigilia y su implicacion en la modulacién estriatal

Las implicaciones de la dopamina en la regulacién de la vigilia no son nuevas y
han sido ampliamente estudiadas. El papel de las catecolaminas en el ciclo suefio
vigilia ha sido tomado en cuenta por su capacidad de aumentar la actividad eléctrica
cerebral asi como por la correlacion de los nucleos catecolaminérgicos con los
diferentes estados de activacion cortical (Jouvet, 1962; Jouvet, 1969). Aun cuando
diferentes reportes concluyeron la falta de respuesta de las neuronas de la SNC ante
las diferentes etapas del ciclo suefio vigilia (Miller et al., 1981; Miller et al., 1983;
Steinfels et al., 1981; Steinfels et al., 1983; Trulson et al., 1981; Trulson, 1985), los
experimentos farmacologicos de administracion sistémica de agentes dopaminérgicos
mostraron que éstos eran capaces de modificar los niveles de vigilia (Weissman &
Koe, 1965). De esta manera, farmacos como la L-DOPA, la apomorfina o la
anfetamina, al igual que los agonistas de los receptores dopaminérgicos D1, estimulan
la vigilia (Kadzielawa & Widy-Tyszkiewicz, 1970; Thut & Rech, 1972; Corsini et al.,
1977; Ongini et al., 1985; Ongini & Caporali, 1987), mientras que los bloqueadores
correspondientes son capaces de producir sedacién y somnolencia (Bo et al., 1988;
Kropf & Kuschinsky, 1991).

Los efectos de la administracion de anfetamina, al igual que otros farmacos
estimuladores (cocaina y nicotina), se centran en la liberacion de dopamina recién
sintetizada en el estriado (Besson et al., 1971; Giorguieff-Chesselet et al., 1979; Di
Chiara & Imperato, 1988). De hecho, se ha determinado que el estriado es un blanco
de todos estos farmacos estimuladores al administrarlos sistémicamente, lo cual se ha

observado mediante la expresion de c-Fos (Lin et al.,, 1996). Al ser administrada la
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anfetamina de manera intraestriatal, como fue el caso de nuestros experimentos, la
activacion de los receptores dopaminérgicos por la dopamina liberada llevd
hipotéticamente a la activacion de la via directa de proyeccion estriatal, dependientes
principalmente de receptores D1, y a la inactivacion de la via indirecta, ligada a
receptores D2. La activacion de la via directa produce una inhibicion de la substancia
nigra reticulata y el globo palido interno (Gulley et al., 1999). La inactivacion de la via
indirecta produce un aumento en la actividad del GPE, el cual inhibe al NST, quien
tiene una proyeccién glutamatérgica hacia la SNR y el GPI (ver Fig. 1). Esto llevaria a
la inhibicion de la SNR y el GPI por parte de la via directa, y a la falta de estimulacion
por parte de la via indirecta, traduciéndose en su inactivacion. En consecuencia, al
mantener estos nucleos un control GABAérgico inhibitorio sobre el NTPP, este ultimo
qgueda desinhibido y puede expresar sus funciones.

La posibilidad de que haya existido una difusién de la anfetamina intraestriatal
hacia la corteza cerebral no puede ser totalmente descartada. Sin embargo, la
evidencia indirecta sugiere que el efecto observado se debe uUnicamente a
estimulacién estriatal. Parte de esta evidencia recae en experimentos anteriores que
consideran el papel del estriado en la activacion cortical (Mena-Segovia et al., 2002a).
Ademas, ha sido observado, en un modelo de narcolepsia, un aumento en la liberacion
de dopamina en el estriado después de la administracion de inhibidores de la
recaptura de dopamina, lo cual se correlacion6 con despertamiento
electroencefalogréfico (Kanbayashi et al., 2000).

Este trabajo aporta evidencias claras de la participacion del sistema
dopaminérgico mesoestriatal sobre la activacién cortical relacionada con la vigilia.
Existen otros trabajos que apoyan nuestros resultados en términos del despertamiento
conductual (Timmerman & Abercrombie, 1996) asi como la misma activacion cortical
(Steiner & Kitai, 2000; Steiner & Kitai, 2001). El efecto de la anfetamina, si bien recae
principalmente sobre la liberacion de dopamina recién sintetizada, también interactla
con otros sistemas de neurotransmisores, tal como el glutamatérgico (Del Arco et al.,
1999). Sin embargo, nuevos datos preliminares apoyan la teoria de la participacion de
los receptores D1, y por tanto la via directa, en la activacion estriatal que se traduce en

desinhibicion del NTPP (Mena-Segovia et al.,, 2002b). En conjunto, es posible
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remarcar la importancia del papel de la dopamina en la regulacion de la vigilia y la

activacion conductual, siendo el estriado un elemento crucial de este sistema.

Corolario

Los resultados de los experimentos presentados en esta tesis sustentan la
hip6tesis de la implicacion del estriado en la regulacion de la vigilia y la activaciéon
cortical. Son de similar importancia los hallazgos que revelan una independencia entre
la activacion estriatal ligada a la conducta motora y la capacidad del estriado para
modificar la actividad cortical inespecifica, asi como la funcionalidad dual del NTPP
también en términos motores y de vigilia. El hecho de que ambos nucleos compartan
dicha dualidad sugiere una interdependencia entre ambas funciones. Hallazgos como
el de que la activacion cortical de la anfetamina dure més que la activacion motora, o
el de que en animales lesionados las manifestaciones en la vigilia sucedan cuando la
hiperactividad ha disminuido, podrian sugerir que el efecto sobre la vigilia prevalece
sobre el efecto motor.

Los ganglios basales han sido relacionados con una serie de funciones
cognitivas mas alla de las funciones motoras, tales como la atencién, la percepcion
temporal, el aprendizaje y la memoria. Ademas, existe la evidencia del deterioro
cognitivo que sufren los pacientes con enfermedades neurodegenerativas de los
ganglios basales. Otras patologias, tales como el trastorno obsesivo-compulsivo, el
autismo, la esquizofrenia y el sindrome de déficit de atencion e hiperactividad, han
sido también relacionadas con la disfuncién estriatal. En posible interpretar entonces a
la activacién cortical de origen estriatal como un factor comun al resto de sus
funciones, siendo asi un elemento indispensable para alertar al cerebro y permitirle

ejecutar estas funciones de forma integrativa.
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Figura 1. Esquema que representa las relaciones anatomicas entre los ganglios

basales y el nucleo tegmental peddnculo pontino, asi como la respuesta fisioldgica

ante una hipotética activacion estriatal. El grosor de las flechas indica el nivel de

activacion de las proyecciones que representan. GPE, globo palido externo; GPI,

globo palido interno; NST, nucleo subtalamico; NTPP, n. tegmental pedunculo

pontino; SNC, subtancia nigra compacta; SNR, substancia nigra reticulata.
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Bregma —8.30 mm

Figura 2. Fotografias de cortes coronales del puente tefidos para
acetilcolinesterasa, en los diferentes niveles del eje anteroposterior en que se
encuentra el NTPP, el cual adquiere una tincidbn oscura con esta técnica. A la
derecha se muestran los esquemas tomados de Paxinos y Watson (1986) en los
niveles correspondientes de las fotografias del lado izquierdo: el NTPP se muestra

sombreado, mientras que el asterisco marca la localizacion del leminisco lateral.



Actividad locomotora en animales utilizados para c-Fos
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Figura 3. Se muestra la actividad locomotora promedio evaluada como distancia
total recorrida en animales control (circulos negros) y animales sometidos a una
lesion estriatal después de 7 dias (circulos blancos) o 30 dias (triangulos). Los
registros fueron llevados a cabo el dia anterior a su utilizacion para la técnica IHQ
contra c-Fos. Las flechas indican las horas del ciclo en las cuales se realizaron las

perfusiones.
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Figura 4. Esquema de un corte coronal a nivel de los nucleos pontomesencefalicos
en el que se representa la localizacion anatémica del NTPP en el tallo cerebral. Se
muestra sombreado el sitio en el cual se realizd el conteo para células
inmunorreactivas a c-Fos. PPTgL, n. tegmental pedunculo pontino region lateral;
PPTgM, n. tegmental pedunculo pontino regiébn medial. El asterisco marca la

localizacion del leminisco lateral.
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Figura 5. Se muestran los promedios del conteo bilateral de células positivas para
c-Fos en el NTPP. Se observa una variacion circadica en el grupo control en tres
muestras del ciclo de 24 horas (A). Asimismo, se muestran los conteos de los 3
grupos experimentales (control, 7 dias y 30 dias postlesion) a las mismas horas
descritas (B), en donde resalta un aumento en la expresion de c-Fos en el grupo 30
dias postlesion tanto a las 8 como a las 13 horas. El asterisco indica diferencias
significativas entre conteos (p<0.05). Las barras negras indican el NTPP izquierdo y
las barras blancas el derecho. CN, control vehiculo; 7D y 30D, 7 dias o 30 dias

posteriores a la lesion intraestriatal con acido kainico (5nmols/0.5ul).

87



Pl b
.

v

l..y st

GRS YR
*‘?% g ?;]f‘i
P o3

A

C

NLLLLLLS

A > p

Figura 6. Reconstruccién tridimensional digitalizada de 28 secciones secuenciales
de 35um correspondientes a un animal modelo perteneciente al grupo de 30 dias
postlesion. La reconstruccion fue realizada siguiendo el eje longitudinal (A) o en
relacion a un plano coronal (B). Cuatro marcadores inmunohistoquimicos se
muestran: ChAT (amatrillo), c-Fos (rojo), GAD (verde) y glutamato (azul-gris). Los

recuadros negros muestran una representacion de los ejes antero-posterior y

dorso-ventral de las reconstrucciones. Las lineas en la fig. 4B representan el borde

del tejido.
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Figura 7. Se presentan cuatro microfotografias del NTPP para mostrar diferentes

poblaciones celulares. (A) Tincién de violeta de Cresilo para ubicar la poblacién
celular total en el NTPP; (B) histoquimica para NADPH; (C) técnica
inmunohistoquimica para GAD-65; y (D) técnica inmunohistoquimica para GAD-67.
El asterisco marca la localizacion del leminisco lateral, tal como se muestra en las

figuras 2 y 4. Magnificacion 20X.
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Figura 8. Se muestran cuatro micrografias secuenciales de distintas técnicas IHQ

para diferenciar las poblaciones neuroquimicas en el NTPP en relacion con la
poblacién de células positivas a c-Fos. (A) Tincion para ChAT, anterior ; (B)
poblacién inmunorreactiva para c-Fos; (C) tincién para glutamtato; y (D) tincion para
ChAT, posterior. La muesca en el tejido fue utilizada como referencia para
ubicacion anatomica. El asterisco marca la localizacién del leminisco lateral, tal

como se muestra en las figuras 2 y 4. Magnificacion 20X.
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Figura 9. Doble inmunohistoquimica para marcar las células inmunorreactivas a c-
Fos y a ChAT en un corte coronal al nivel del NTPP perteneciente a un animal a los
30 dias después de la lesion intraestriatal con acido kainico (5nmols/0.5ul). Se
muestra en la fotografia capturada a 20x (A) la situacién anatémica de la poblacién
positiva para c-Fos, la cual se encuentra dorsal a la poblacién colinérgica. Sin
embargo, en la fotografia capturada a 40x (B) la flecha muestra en detalle una

célula colinérgica que también coexpresa c-Fos.
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Figura 10. Grafica que muestra la proporcion del area total del cerebro ocupada por
los ventriculos cerebrales en los grupos control, 7 dias y 30 dias postlesion. El
incremento en el area de los ventriculos es indicativo de pérdida tisular, es decir, de
lesion estriatal. ElI andlisis estadistico mostré un efecto significativo de grupo
(ANDEVA F(2)=42.12, p<0.05). Una prueba posthoc revel6 diferencias tanto entre
los grupos control contra 7 dias (*) como control contra 30 dias (**), asi como

diferencias entre ambos grupos experimentales.

92



Correlacioén entre la dilatacion ventricular y
el nimero de células positivas a c-Fos en el NTPP
Correlacion: r = 0.80395
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Figura 11. Se presenta la correlacion entre la proporcion area ventricular/ area
cerebral como indicador de dilatacion ventricular debida a lesion estriatal, y el
namero de células inmunorreactivas a c-Fos en el NTPP pertenecientes a los
grupos control y 30 dias después de la lesion (A). Asimismo, se muestra el

resultado de la regresion lineal utilizando estas mismas variables (B).
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Figura 12. Se muestra a partir de un corte coronal del tallo cerebral la ubicacion del
conteo de células positivas para c-Fos (area dentro del cuadro). La expresién de c-
Fos fue analizada en el NTPP después de la administracién de anfetamina (A),
solucion salina (B) y en animales intactos (C). Las flechas indican ejemplos de

células positivas para c-Fos. Magnificacion: 20X.
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Figura 13. Se presenta el conteo de células inmunorreactivas a c-Fos en el NTPP
en las diferentes condiciones experimentales, el grupo que recibié anfetamina, el
grupo que recibid solucion salina y el grupo que permanecio intacto. Los circulos
muestran los valores de cada animal en su grupo respectivo y los triangulos
muestran la media del grupo. El asterisco representa una diferencia significativa

con el resto de los conteos (p<0.05).
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Figura 14. Microfotografias de cortes coronales del tallo cerebral a nivel del NTPP
procesada por inmunofluorescencia. Se muestra la expresion tanto de c-Fos (en
rojo) como de ChAT (en verde) posterior a la administracion intraestriatal unilateral
de anfetamina. Los cortes pertenecen al NTPP tanto del lado ipsilateral a la
estimulacién (A) como del lado contralateral (B). Las células que coexpresan para

ambos marcadores aparecen en color amarillo. Magnificacion: 20X.
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Figura 15. Actividad locomotora promedio de los animales después de la
estimulacién farmacoldgica del estriado expresada como distancia total recorrida
(A) y tiempo de movimiento (B). En ambos pardmetros hubo una diferencia
significativa entre el tratamiento con anfetamina comparado con los otros dos
tratamientos, ademas de diferencias dentro del tratamiento de anfetamina en los
primeros puntos de los registros (*). Las flechas indican el momento en el que

corresponde la perfusion para los animales utilizados para inmunohistoquimica.
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Estados de vigilancia
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Figura 16. En esta grafica se muestra el tiempo transcurrido en cada estado de
vigilancia segun un registro ECoG de 4 horas a partir de la administracion
intraestriatal de anfetamina (n=8), lidocaina (n=8) o solucion salina como control
(n=8). Se observan diferencias significativas tanto entre la vigilia como el SOL del
tratamiento con anfetamina contra la del tratamiento con lidocaina (V = vigilia, SOL
= suefio de ondas lentas, MOR = suefio de movimientos oculares rapidos).
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Figura 17. Se presenta el analisis de los episodios de cada estado de vigilancia, en
términos del nimero de episodios en las cuatro horas de registro (grafica superior)
y la duraciéon promedio de cada episodio (grafica inferior). No se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, aunque se puede
observar una tendencia del tratamiento con anfetamina a presentar un mayor
namero de episodios de vigilia y SOL (V = vigilia, SOL = suefio de ondas lentas,

MOR = suefio de movimientos oculares rapidos).
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Figura 18. Latencias promedio para SOL y para MOR a partir de vigilia y a partir del
primer SOL en el caso del suefio MOR para los diferentes tratamientos. Es
evidente, por un lado, el incremento en la latencia para SOL después del
tratamiento con anfetamina, y por otro, la disminucién en la latencia para MOR a
partir del SOL.
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Comparacion entre vigilia y el tiempo de movimiento
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Figura 19. Se muestra las curvas de los porcentajes tanto del tiempo total de
movimiento (circulos negros) como del tiempo en vigilia (circulos blancos) en
segmentos de 15 minutos a lo largo de las cuatro horas de registro después del
tratamiento con anfetamina (n=8). Asi, es posible apreciar la evolucion de cada
variable posterior a la aplicacion del farmaco con lo cual se observa que la vigilia se

mantiene elevada aun cuando el movimiento es practicamente nulo.
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Figura 20. Se muestran cortes coronales representativos del estriado en el eje

antero-posterior (Bregma +1.6mm a 1.0mm) con el propdsito de localizar las puntas
de las canulas en los experimentos conductuales (circulos) y las puntas de los
inyectores en los experimentos de inmunohistoquimica tanto para los animales que
recibieron anfetamina (triangulos negros) como para los que recibieron solucion
salina (triangulos blancos). La cabeza de la flecha en el hemisferio derecho indica
el sitio elegido para la administracién del farmaco de acuerdo con el atlas

estereotaxico.
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