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RESUMEN 
      

 
 
 Para el estudio de la enfermedad de Parkinson se han utilizado diversos modelos 

experimentales, entre ellos  se encuentra  la 6-OHDA, la cual es una neurotoxina que  al ser 
inyectada en el haz medial del cerebro anterior, destruye  las neuronas dopaminérgicas de la SNc, 
decrementando así las concentraciones de dopamina en el estriado. En nuestro laboratorio se ha 
encontrado que en pacientes con enfermedad de Parkinson y animales lesionados con 6-OHDA  
el patrón de degeneración a nivel ultraestructural es muy similar en ambos casos. Debido a que la 
L-DOPA es el fármaco más ampliamente utilizado en el tratamiento de la enfermedad de 
Parkinson  y se  ha reportado que el tratamiento a largo plazo trae como consecuencia fenómenos 
adversos, por la que fue de nuestro interés analizar el efecto de éste fármaco sobre la citología del 
estriado y la sustancia nigra,  ya que hasta el momento no hay reportes citológicos que puedan 
explicar los posibles efectos adversos que produce. Por lo que el objetivo  del presente trabajo fue  
analizar el efecto de la L-DOPA en la citología del estriado y sustancia nigra de rata lesionada  
unilateralmente con 6-OHDA. 
 

Para lo cual se utilizaron 18 ratas macho, 12 se lesionaron con 8 µg de 6-OHDA. El grupo 
control (n=6) fue inyectado con 4 µl de solución vehículo –salina ácido  y ascórbico-. A las 48 
horas se evaluó la conducta de giro con apomorfina (0.25 mg/Kg i.p.) y solo se utilizaron 
aquellos animales lesionados con 6-OHDA que presentaron 200 giros o mas en 30 minutos.  6 
ratas fueron tratadas oralmente con 15 mg/Kg de L-DOPA durante 30 días, 6 ratas lesionadas sin 
tratamiento fueron mantenidas durante el mismo tiempo. Al término del tratamiento las ratas 
fueron sacrificadas y se tomaron fragmentos del estriado ipsi y contralateral a la lesión. El 
análisis ultraestructural, consistió en la medición de 50 botones presinápticos. El análisis 
histológico se llevó a cabo con la técnica de Golgi en donde se contaron las espinas dendríticas en 
5 dendritas secundarias  de 10 neuronas espinosas medianas. Y  finalmente por medio de la 
técnica de Inmunocitoquímica para TH se determinó el número de neuronas dopaminérgicas en la 
sustancia nigra. En  nuestros resultados se pudo observar un comportamiento muy similar entre el 
grupo lesionado con 6-OHDA y el grupo tratado con L-DOPA ya que ambos mostraron un 
incremento en el diámetro de los botones sinápticos, aumento en las sinapsis perforadas, pérdida 
de espinas dendríticas, así como una disminución  de neuronas dopaminérgicas. Cabe señalar que 
el lado contralateral, también presentó dichas alteraciones aunque no fueron tan  drásticas. De 
acuerdo a esto podemos concluir que el tratamiento con L-DOPA no previno las alteraciones 
inducidas por la 6-OHDA, debido probablemente, a que la L-DOPA provoca estrés oxidativo. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad de Parkinson (EP)  es un desorden neurodegenerativo  de los ganglios 

basales el cual es progresivo y deja al paciente incapacitado para ejecutar correctamente 

movimientos voluntarios, esta enfermedad se presenta en poco más de 50 personas por cada 100 

mil habitantes mexicanos, sobre todo del sexo masculino (Secretaria de Salud 2001) Se observa 

aproximadamente en el 1% de la población por arriba de los 55 años de edad (Brailowsky y 

García, 1996). Esta enfermedad se caracteriza por una pérdida de neuronas dopaminérgicas de la 

sustancia nigra pars compacta (SNc) por lo que existe una disminución en los niveles de 

dopamina en el núcleo estriado, el cual juega un papel muy importante en la actividad motora 

(Luquin y Saldice. 1997).  

 

Esta enfermedad fue descrita por primera vez por James Parkinson en 1817 a la que 

denominó parálisis agitante, la cual caracterizó como movimientos involuntarios con disminución 

de la fuerza muscular en segmentos inmóviles, con tendencia a la inclinación del tronco hacia 

delante, así como la marcha acelerada, sin alteración intelectual ni de los órganos de los sentidos 

(Otero-Siliceo 1996). 

 

Esta enfermedad despertó gran expectación a causa de su larga evolución y de las 

características clínicas y epidemiológicas que empezaban a ser descritas. Así, Charcot en 1880 

afirmó que la enfermedad de Parkinson (EP) era el quinto padecimiento más frecuente en 

pacientes con edades mayores de 40 a 50 años. Gowers  en 1888, en una revisión de 80 pacientes 

informó que la edad de aparición de esta enfermedad era posterior a los 40 años de edad y 

asegura que los 52 años era la edad exacta del comienzo independientemente del sexo (Hoehn y 

Yahr, 1967). Por otra parte Purves Steward en 1898 observó que la enfermedad aparecía de los 

22 a los 71 años (Alanis, 1996). 

 

Se ha demostrado que la Sustancia nigra (SN) presenta una considerable pérdida neuronal 

y depigmentación en pacientes que presentaban la enfermedad de Parkinson (Tretiakoff, 1919). 

En 1966 Hornykiewickz analizó cerebros de pacientes con esta enfermedad y encontró una 

reducción significativa de dopamina, serotonina y noradrenalina principalmente en el cuerpo 
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estriado y en la SN. Además puntualizó que de las tres aminas biogénicas, la que más se reducía 

era la dopamina (Yurek y Sladek 1990; Gibb y Less, 1991). 

 

Así la enfermedad de Parkinson se caracteriza por un problema clínico mayor, causado 

por la disminución de dopamina (DA) en el cuerpo estriado como resultado de una severa 

degeneración de la vía dopaminérgica. Por lo que se han establecido numerosas hipótesis para 

tratar de explicar el origen de esta enfermedad (Appel, 1981): 

 

a) La enfermedad de Parkinson es el resultado de un proceso fortuito (Calne y Langston, 1983.). 

Esta hipótesis asume que la pérdida de neuronas, está en relación con el envejecimiento normal, 

el cual, puede ser acelerado con la participación acumulativa de daños repetidos de la vida diaria 

como virus, toxinas, trauma cerebrales. (Appel 1981). 

 

b) La EP es el resultado de una falta de la hormona neurotrópica. Esta teoría postula que un factor 

de crecimiento específico dopaminérgico se sintetiza y almacena en un banco de células del 

estriado, y que existe una inhabilidad de estas células para proveer la hormona neurotrópica 

dopaminérgica requerida, causando de este modo un impedimento en las neuronas del sistema 

nervioso central (SNC) (Robbins et al 1985) 

 

c) La EP es el resultado de defectos genéticos (Appel, 1981; Golbe et al. 1990). Esta hipótesis  

generalmente implica la presencia de factores a susceptibilidad hereditarios, (Elizan y Casals 

1983; Langston et al. 1983). Por ejemplo: una de las alteraciones encontradas en pacientes que 

presentan la EP, es una mutación en el gen que codifica para la proteína α-sinuclina 

(Polymeoropoulos, et al. 1997), la cual esta relacionada con la promoción de apoptosis, 

supervivencia neuronal bajo condiciones de estrés oxidativo, (Olanow y Tatton 1999) y 

regulación de la transmisión dopaminérgica (Shimohama et al. 2003); pero no se ha encontrado 

relación genética familiar. También se propone que la alteración  del complejo I de la cadena 

respiratoria que se encuentran en pacientes con EP podría ser de origen hereditario, aunque 

todavía no existe una clara evidencia (Jiménez-Jiménez et al. 1998)  
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d) Una de las  hipótesis de mayor aceptación es la del estrés oxidativo ya que es una de las bases 

del mecanismo propuesto inicialmente para explicar la muerte de las neuronas en pacientes que 

presentan la EP, en donde se involucra  la producción de radicales libres, los cuales son 

moléculas altamente reactivas que contienen un electrón no pareado, que esta involucrado en 

sistemas químicos de toxicidad (MacCord, 1985). Los radicales libres al poseer un número de 

electrones no pareados en su órbita externa, reacciona fácilmente con las uniones insaturadas de 

los ácidos grasos de la membrana, desencadenando una serie de reacciones que causan 

peroxidación y a la vez mayor producción de radicales libres que afectan a las células (Freeman y 

Crapo, 1982); si estos radicales libres, no son compensados por antioxidantes, producen “estrés 

oxidativo”. Estos radicales libres podrían dañar  a las células si en un momento determinado sus 

concentraciones exceden la capacidad de la célula de inactivarlos. De igual manera se pueden 

generar durante el metabolismo de la dopamina (Molina-Arjona et al. 1999), ya que la 

producción de radicales libres puede seguir dos caminos: la dopamina es metabolizada 

enzimáticamente por la MAO-B (Monoamina oxidasa-B) o bien por autooxidación de la misma 

dopamina, esto genera especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) como anión 

superoxido (O2
-), y peroxido de hidrógeno (H2O2), así como también especies reactivas de 

nitrogeno, como el peroxinitrito ( NOOO- ) (Cassarino y Bannet, 1999), los cuales reaccionan con 

los metales  como el Fe2+ produciendo radicales hidroxilo (OH-) induciendo citotoxicidad en la 

célula (Kienzl et al. 1999; Luo and Roth, 2000). 

 

Se ha reportado que la concentración de enzimas que inactivan a los radicales libres, 

como el glutation, glutation peroxidasa, superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa, se encuentran 

disminuidos dentro de la sustancia nigra de pacientes que presentan la enfermedad de Parkinson y 

en general en los ganglios basales,  (Yamamoto, 1998; Jiménez-Jiménez, 1999),  También se ha 

reportado que existe daño oxidativo en lípidos y proteínas (Jenner y Olanow. 1996), por lo que se 

ha establecido que el estrés oxidativo, parece que desempeña un papel altamente significativo en 

la neurodegeneración que ocurre en dicha enfermedad (Alexi et. al. 2000). 

 

Estas hipótesis sirven de alguna manera, para explicar algunas de las anormalidades 

relacionadas con la enfermedad de Parkinson, sin embargo ninguna de éstas explica clara y 

completamente la cascada de eventos responsables de la iniciación de la EP. 
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Ahora bien las investigaciones de la enfermedad de Parkinson se ha enriquecido en los 

últimos 35 años, cuando además de las neuropatologías despertó el interés de los farmacólogos y 

neuroquímicos. Y es así cuando en 1976, Cotzias, Pavasiliou y Gellene, informaron por primera 

vez una mejoría significativa con el uso de levodopa (L-DOPA) en pacientes con EP (Duvoisin 

1987). 

 

Rajput  et al. en su revisión que abarcó un periodo de 13 años (1974 a 1979), señalan que 

sus pacientes con Parkinson que recibieron L-DOPA, cerca de dos terceras partes de los pacientes 

tuvieron beneficios dentro de los primeros tres  a seis meses de tratamiento, todos ellos después 

de un tiempo mostraban un claro deterioro acompañado de un constante incremento de 

complicaciones, tales como cambios en el umbral inducido por L-DOPA, así como movimientos 

involuntarios, mientras que los pacientes no tratados habían mostrado incremento en el riesgo de 

mortalidad, se había despertado la posibilidad de una mayor sobrevivencia desde hasta 14 años en 

pacientes que recibieron el tratamiento (Otero-Siliceo 1996). En un estudio realizado por 

McDowell y Cerdarbaum (1982) en un periodo de 18 años reportan la aparición de nuevos 

hallazgos, como las fluctuaciones presentadas por la terapia con L-DOPA; es decir presencia de 

disquinesias con regreso a los síntomas de la enfermedad de Parkinson. Asimismo realizaron una 

comparación entre los pacientes que no recibieron tratamiento y los que recibieron tratamiento 

con L-DOPA, y encontraron que efectivamente existe un aumento en la mortalidad de los 

pacientes con EP que no recibieron  tratamiento, en comparación con los que si recibieron, 

aunque la causa de la muerte prácticamente es la misma, como son problemas secundarios como 

embolia pulmonar, infecciones respiratorias, neumonía y broncoaspiración.  

 

Ahora bien, las estructuras cerebrales involucradas en la enfermedad de Parkinson son los 

ganglios basales, los cuales serán descritos a continuación. 
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GANGLIOS BASALES 

 

El termino “ganglios basales” es usado para denominar a un número de núcleos 

relacionados anatómica y funcionalmente localizados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. 

Estudios anatomo-funcionales reportan que los ganglios basales, son un sitio de convergencia e 

integración de múltiples áreas sensoriales, motoras y de asociación (Wilson 1998). 

 

ANATOMÍA DE LOS GANGLIOS BASALES 

 

Los ganglios basales son un grupo de núcleos localizados subcorticalmente, están 

íntimamente relacionados con el control del movimiento (Smith et al, 1998). Este grupo de 

núcleos incluyen: el núcleo caudado (NC), el putamen (P), el globo pálido (GP), núcleo 

subtalámico (NST) y la sustancia nigra (SN) (Gilmans  y Winans, 1994) (Figura 1). 

 

Dentro de los primates, el núcleo estriado (NE) se encuentra separado por la cápsula 

interna en dos regiones: una región dorsomedial (el núcleo caudado) y una región ventromedial 

(el núcleo putamen), a estos dos núcleos se les considera como la entrada hacia los ganglios 

basales, ambos núcleos  se desarrollan de la misma estructura telencefálica, por lo que se 

componen del mismo tipo celular (Carpenter, 1976, 1981.). El GP es una estructura compuesta 

por dos segmentos, el segmento interno (GPi) y el externo (GPe), en mamíferos inferiores se 

presentan el globo pálido y el núcleo entopedunculado (De Long y Georgopoulus, 1981). El  

NST se encuentra en la porción basal del diencéfalo, en la unión con el mesencéfalo (Parent, 

1990). La SN está en el mesencénfalo y presenta dos porciones una ventral llamada sustancia 

nigra pars reticular (SNr) que se semeja citológicamente al globo pálido y otra dorsal 

pigmentado llamada sustancia nigra pars compacta (SNc), compuesta por células dopaminérgicas 

cuyos cuerpos neuronales contienen neuromelanina (Carpenter, 1976). Este pigmento oscuro, el 

cual parece ser un polímero de la dopamina o sus metabolitos, da a la SNc su nombre, y el grado 

de pigmentación esta correlacionado con la concentración de dopamina, pero la función del 

pigmento es desconocida (Coté y Crutcher, 1991). El GPi y la SNr constituyen los principales 

núcleos de salida de los ganglios basales. 
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FIGURA 1.  Esquema de los ganglios basales los cuales están íntimamente relacionados con el 
control del movimiento. 
 

ORGANIZACIÓN FUNCIONAL 

 

Los ganglios basales no solamente se limitan a aspectos sensoriales de programación de 

movimientos, si no que también se encuentran relacionados con aspectos de planeación de 

movimientos, selección y memoria motora (DeLong y Georgopolus, 1981; Coté y Crutcher, 

1991; Parent y Hazrati, 1993, 1995). 

 

Las complejas conexiones de los ganglios basales, se pueden simplificar en base a 

circuitos intrínsecos, los cuales están organizados  funcional y estructuralmente, además 

aparentemente trabajan en paralelo y están funcionalmente segregados, relacionándose corteza-

ganglios basales-tálamo-corteza. A la fecha se conocen 5 circuitos principales: 

 13



a) Circuito motor, que proyecta a regiones corticales motoras precentrales tálamo, núcleos 

ventral lateral pars oralis, ventral anterior pars parvocellularis y ventral anterior pars 

magnocellularis. 

b) Circuito óculomotor, que proyecta a regiones corticales visuales frontal y 

suplementaria y tálamo. 

c) Circuito prefrontal, que proyecta a la corteza prefrontal dorsolateral y tálamo. 

d) Circuito órbitofrontal, lateral, que proyecta hacia la corteza órbitofrontal lateral y al 

tálamo. 

e) Circuito límbico, que proyecta a la corteza cingulada anterior, a la corteza órbitofrontal 

medial y al tálamo (Alexander y Crutcher, 1990; Smith et al 1998). 

 

El circuito motor se basa en la llamada “vía directa” y “vía indirecta”, para procesar, 

integrar y transmitir (a través de los ganglios basales) el flujo de información proveniente de la 

corteza cerebral. La vía directa se inicia en el estriado y proyecta directamente hacia los núcleos 

de salida (GPi-SNr); así mismo, del estriado parte otra vía (indirecta), en esta se hacen relevos en 

el GPe y NST, para finalmente dirigirla hacia los núcleos de salida (Chesselet y Graybiel, 1986; 

Crossman,1990; Smith et al. 1998). La integración dentro del estriado se realiza a través de dos 

subpoplaciones de neuronas espinosas de proyección (Graybiel,1990; Smith y Bolam,1990). 

Ambas subpoblaciones se caracterizan por presentar receptores a neurotransmisores y 

neuropéptidos. De acuerdo a esto, las células de la vía directa expresan receptores a GABA como 

su principal neurotransmisor, además receptores a dopamina del subtipo D1 y los neuropéptidos 

sustancia P y dinorfinas, mientras que en la vía indirecta expresan GABA, receptores a dopamina 

del subtipo D2 y los neuropéptidos encefalinas (Gerfen y Young, 1988; Missale et al. 1998; Smith 

et al. 1998) 

 

Funcionalmente, la activación de ambas vías produce efectos opuestos, es decir, al 

incrementar la actividad de las neuronas de la vía directa, se inhiben tónicamente a las neuronas 

de los núcleos de salida, disminuyendo la inhibición o bien presentándose la llamada 

“desinhibición” de las neuronas del tálamo. Mientras que al incrementar la actividad de las 

neuronas de la vía indirecta, se inhibe tónicamente la actividad del GPe, este decremento conlleva 

a la desinhibición  de las neuronas del NST y éstas a su vez incrementan la actividad  de los 
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núcleos de salida, inhibiéndose las neuronas del tálamo (Alexander y Crutcher, 1990; DeLong, 

1990; Smith et al 1998) (Figura 2) 

 

Con base a este modelo se puede tener un mejor panorama de la patofisiología de los 

desórdenes de movimiento asociados con la enfermedad de los ganglios basales. El incremento 

en la actividad de ambas vías se ha relacionado, primero con la facilitación del movimiento (vía 

directa) y con su inhibición (vía indirecta). De acuerdo a lo anterior se sugiere que la enfermedad 

de Parkinson es el resultado de un desbalance en la actividad de ambas vías (DeLong, 1990; 

Smith et al. 1998). 

 

Es importante señalar que la dopamina que llega al estriado, parece que desempeña 

funciones diferenciales sobre la actividad de ambas vías, es decir, facilitando la transmisión de la 

vía directa y decrementando la actividad de la vía indirecta (Gerfen y Young, 1998, Gerfen 

1992). Funcionalmente la dopamina ejerce sus efectos sobre la actividad motora a través de 7 

subtipos de receptores genéticamente diferentes, los cuales se han distribuido en dos familias; 

D1(DI, D5) y D2 (D3,D4, D1C, y D1D ) (Clark y White, 1987; Gingrich y Caron, 1993; 

O´Dowd,1993; Missale et al.1998). Se ha reportado, que los neuropéptidos que se localizan en 

ambas vías se encuentran regulados diferencialmente por la dopamina. Cuando aumenta la 

densidad de receptores D1 (vía directa) se incrementan los niveles de expresión de sustancia P y 

dinorfinas, así mismo cuando aumenta la denervación de receptores D2 (vía indirecta), se 

incrementa la expresión de encefalinas (Gerfer et al. 1990; Missale et al. 1998). 

 

INTERACCIÓN ENTRE NEUROTRANSMISORES 

 

Los ganglios basales son un grupo de núcleos que trabajan en estricta sinergia con la 

corteza cerebral, en donde se relacionan funciones motoras y motivacionales. Estos núcleos 

contienen una marcada diversidad de sustancias neuroactivas, que están organizadas en 

subsistemas funcionales que trabajan de manera balanceada. Cualquier alteración de este balance 

da como resultado importantes alteraciones, como las que se observan en las enfermedades 

neurodegenerativas como las que afectan a los ganglios basales (Graybiel, 1990; Albin, et al. 

1989; Di Chiara et al. 1994). 

 15



 
 

 
 
 
 
FIGURA 2. Modelo esquemático de la anatomía funcional del circuito motor corteza ganglios 
basales-talamo-corteza, mostrando las vías paralelas directa e indirecta. Las líneas grises 
representan las conexiones glutamatérgicas (GLU) excitatorias, mientras que las líneas negras 
muestran las conexiones GABAérgicas inhibitorias. A: circuito normal, en donde la vía directa 
incluye el Globo pálido interno (GPi) y la sustancia nigra reticular (SNr), mientras que la vía 
indirecta incluye el Globo pálido externo (GPe) y al Núcleo subtalámico. La dopamina (DA) 
proveniente de la sustancia nigra pars compacta (SNc) ejerce funciones diferenciales sobre las 
proyecciones de la vía directa e indirecta, mediante la activación de los receptores 
dopaminérgicos D1 y D2 respectivamente. El GPI/SNr proyectan de regreso hacia la corteza 
cerebral vía Talamo (TAL). otros de los neurotransmisores involucrados son, encefálicas, (ENC) 
y sustancia P (SP), B: Lesión de la vía nigroestriatal. El resultado de las alteraciones que se 
presentan después de la pérdida dopaminérgica en todo el circuito, esta indicado por el grosor de 
las flechas. La hiperactividad glutamatérgica del NST, es la posible causa de los síntomas 
parkinsónicos, ya que se incrementa la actividad de la SNr y el GPi  y se sobrehinibe el circuito 
talamocortical. Modificado de Wichman y DeLong (1993) 
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Los modelos clásicos sobre la interacción entre neurotransmisores parten principalmente 

de observaciones clínicas, ya que tanto los agonistas a receptores dopaminérgicos así como los 

antagonistas de los receptores muscarínicos, inducen algunas mejorías en los síntomas de la 

enfermedad de Parkinson. Se ha establecido que la dopamina y la acetilcolina convergen en las 

neuronas espinosas medianas estriatales (Di Chiara y Morelli, 1993). 

 

Evidencias experimentales indican que la dopamina ejerce efectos inhibitorios sobre la 

liberación de acetilcolina (Graybiel 1990; Wilson, 1998). Asimismo la estimulación de los 

receptores dopaminérgicos, expresados por las interneuronas colinérgicas inhibe la liberación  de 

acetilcolina (Kawaguchi et al. 1995). La administración de fármacos como la L-DOPA o la 

apomorfina inhibe la liberación de acetilcolina en el estriado, sin embargo este efecto puede ser 

bloqueado cuando se aplican antagonistas dopaminérgicos (Graybiel, 1990; Kawaguchi et al. 

1995; Wilson,1998). De acuerdo a lo anterior, se afirmó que la función dopaminérgica depende 

en parte de la inhibición de las neuronas colinérgicas (Di Chiara y Morelli, 1993). Se ha 

reportado que los receptores dopaminérgicos D1 y D2 ejercen efectos diferenciales (Smith y 

Bolam, 1990; Gerfen 1992), estableciéndose que la estimulación directa de los receptores D1 

facilita la liberación de acetilcolina transináptica mientras que la estimulación de los receptores 

D2 la inhibe (Di Chiara y Morelli, 1993; Di Chiara, 1994). 

 

Las proyecciones glutamatérgicas córtico-estriatales, además de las colaterales del NST y 

de algunas fibras talámicas, ejercen funciones excitatorias dentro del estriado estableciendo una 

interacción entre las terminales dopaminérgicas, colinérgicas y glutamatérgicas en las neuronas 

espinosas medianas (Smith y Bolam, 1990; Graybiel, 1990; Wilson 1998). 

 

Por otro lado, las neuronas espinosas medianas de proyección, que contienen GABA 

inhiben la actividad de las neuronas dopaminérgicas de la vía nigro-estriatal haciendo contacto en 

dos sitios principales: en los cuerpos celulares y en las terminales axónicas (Smith y Bolam, 

1990). La microinyección de antagonistas GABAérgicos en la sustancia nigra y en el estriado, 

provoca que se incremente el recambio de dopamina. Sin embargo este efecto es anulado cuando 

se administra GABA, es decir se inhibe la liberación de dopamina (Bartholini, 1976). Este 
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neurotransmisor (GABA) tiene una influencia inhibitoria sobre las interneuronas estriatales 

(Scatton, 1987) 

 

Como se mencionó anteriormente, los neuropéptidos se encuentran distribuidos de manera 

diferencial en ambas vías (Graybiel, 1990; Gerfen, 1992). Se ha reportado que la interacción 

entre la dopamina, GABA y encefalinas, estimulan la actividad locomotora en la rata (Voorn et 

al. 1987; Reid et al. 1990). Asimismo la sustancia P, neuroquininas y dinorfinas también 

estimulan esta actividad (Herrera-Marschitz et al. 1986), sin embargo, cuando se administra 

naloxona (antagonista de los receptores a opiáceos) esta actividad se suprime (Angulo y 

McEwen, 1994). 

 

Estos opiáceos inhiben la actividad de las neuronas estriatales GABAérgicas, por 

consiguiente se presenta la inhibición de las neuronas que proyectan al globo pálido (Dewar et al. 

1987; Austin y Kalivas, 1990). Además esta inhibición de las proyecciones GABAérgicas del 

globo pálido, suprime la actividad de las neuronas GABAérgicas de la SNr y finalmente el 

tálamo es inhibido (Graybiel, 1990; Angulo y McEwen, 1994). 

 

El efecto regulador de la dopamina sobre el neuropéptido encefalina se ha estudiado a 

través de investigaciones realizadas en ratas, donde la dopamina es depletada unilateralmente de 

la SNc con 6-OHDA, junto con estos estudios, se ha reportado mediante técnicas 

inmunocitoquímicas, que hay un incremento ipsilateral en los niveles de ARNm de metionina-

encefalina y preproencefalinas (Graybiel, 1990; Pickel et al. 1992; Wilson 1998). De acuerdo a 

estos resultados, la dopamina ejerce una inhibición tónica sobre los neuropéptidos dentro del 

estriado de ratas. 

 

Funcionalmente, la administración de sustancia P dentro de la sustancia nigra, produce 

despolarización de estas neuronas (Davies y Dray, 1976), estos resultados sugieren que esta 

despolarización se debe a la liberación de sustancia P, por lo que se propone que las neuronas 

espinosas, que contienen GABA/sustancia P modulan la liberación de dopamina en la vía 

nigroestriatal (Herrera-Marschitz et al. 1986; Kawaguchi et al. 1995). 
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POBLACIONES CELULARES 

 

Estudios celulares con tinción de Nissl revelan la existencia de aproximadamente 111 

millones de neuronas en el estriado  de humano (Fox et al. 1975). De las cuales, se han descrito  

diferentes tipos neuronales (Chang et al. 1982a; Gravenland et al. 1985). Se estima que el 95% de 

las neuronas estriatales son neuronas espinosas medianas caracterizadas por un cuerpo celular 

que mide entre 10-20µm de diámetro, ultraestructuralmente presentan un núcleo relativamente 

grande con pocas indentaciones y agregados de cromatina en la membrana nuclear, también 

presentan poca cantidad de citoplasma y pocos organelos (Fox et al. 1971), además presentan de 

25 a 30 ramificaciones dendríticas que irradian en todas direcciones, presentando un radio de 300 

a 500µm (Wilson, 1998). Su  axón colateral se distribuye en la misma área que su árbol 

dendrítico (Grofova, 1975; Somogyi et al. 1981;Wilson y Groves, 1980) (Figura 3A). Se ha 

reportado otro tipo de neuronas espinosas menos común, que tiene como característica una menor 

densidad de espinas dendríticas, un soma más largo y pocas pero largas ramificaciones 

dendríticas (Bolam et al. 1981; Graveland et al. 1985)  

 

El 5% restante de la población total del estriado está formado por varios tipos de neuronas 

llamadas interneuronas, en donde su principal característica es la de carecer de espinas en las 

dendritas (Figura 3B). Se han identificado entre 7 y 8 tipos de interneuronas con base a su 

morfología, sin embargo solo se conocen tres tipos con detalle de acuerdo al tipo de 

neurotransmisor y neuromodulador que expresan caracterizándose estructuralmente y 

funcionalmente como: 

 

1. Interneuronas gigantes colinérgicas, que presentan el 2% de la población total en el 

estriado.(Fox et al. 1971; Braak y Braak, 1982; Chang y Kitai, 1982; DiFiglia et al. 1982; 

Wilson,1998) 

 

2. Interneuronas en forma de canasta que contienen GABA/parvoalbumina, que son entre el 

3-5% del número total de células, además incluyen otro grupo de interneuronas que 

contienen GABA/calretinina, sin embargo este tipo de interneuronas no esta caracterizada 

con detalle.  
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3. IntIerneuronas que contienen somatostatina /óxido nítrico  sintetasa, que representan el 1-

2% de la población total (DiFiglia et al 1982; Kawaguchi et al 1995;Wilson 1998) (Figura 

3B) 

 

En especies como ratas, ratones y gatos, las neuronas espinosas medianas de proyección 

representan el 95% del total de la población neuronal del estriado, aunque en otras especies este 

porcentaje varia, como en el mono en donde estas neuronas representan el 77% de la población y 

el resto se considera que está constituido por interneuronas (Wilson, 1998). 

 

 

 

A B 

 

 

 

FIGURA 3. Neurona espinosa mediana que se caracteriza por presentar espinas dendríticas  (A) 

y una interneurona colinérgica la cual se caracteriza por carecer de espinas dendríticas (B). 
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ORGANIZACIÓN SINÁPTICA 

 

Una gran variedad de reportes se han enfocado principalmente a describir la organización 

sináptica de las neuronas espinosas medianas, ya que son el principal blanco de las aferencias 

corticales (Wilson y Groves, 1980; Somogyi et al. 1981; Smith et al. 1998). Se ha reportado que 

el soma de las neuronas espinosas medianas  y las porciones iniciales de las dendritas, reciben al 

menos dos tipos de sinapsis simétricas las cuales han sido propuestas como dopaminérgicas 

(Freud et al. 1984), un tipo contiene vesículas sinápticas pleómorficas pequeñas y el otro contiene 

vesículas pleómorficas grandes (Fox et al. 1971;  Smith y Bolam, 1990; Smith, et al. 1998). Las  

dendritas dístales y proximales reciben sinapsis simétricas y asimétricas (Gerfen et al. 1990). Las 

espinas dendríticas,  se pueden dividir en dos porciones, la región del cuello de la espina, la cual 

recibe principalmente sinapsis simétricas con vesículas pleomórficas  grandes y en la región de la 

cabeza que recibe sinapsis asimétricas con vesículas redondas pequeñas (Mensah, 1980;  Tanaka, 

1980; Smith et al. 1998) 

 

 

 

ESPINAS DENDRÍTICAS 

 

El término de espinas fue introducido por Cajal en 1988 en su primera descripción de los 

pequeños apéndices que salen de las ramificaciones de las células de Purkinje. El término se 

extendió a los apéndices similares observados en las dendritas en las neuronas piramidales y 

estrelladas de la corteza, a las neuronas espinosas medianas estriatales,  a las neuronas granulares 

olfatorias, a las neuronas piramidales de hipocampo, entre otras (Shepherd, 1996); Dichas espinas 

se caracterizan por tener una cabeza y un tallo delgado llamado cuello, que está adherido a la 

dendrita o al soma; recientemente se ha reportado que la vida media de la espina es de 13 meses 

en ratón adulto (Grutzendler et al. 2002) (Figura 4) 
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FIGURA 4.  Esquema de una espina dendrítica estableciendo un contacto sináptico con 

una terminal axonica. En donde se puede apreciar la  cabeza y el cuello de la espina. 

 

 

 Las espinas dendríticas  varían en diámetro, volumen y superficie, las espinas largas 

tienen cabeza de 1.0µm de diámetro, mientras que el cuello puede ser de 40-50 nm, aunque 

existen algunas que pueden llegar a medir 100-200nm, de diámetro, una simple espina  dendrítica 

en neuropilo denso es usualmente menor a 2µm de largo (John, et al. 2002). 

 

Se puede distinguir a las espinas dendríticas por la composición de sus organelos 

subcelulares como el retículo endoplásmico liso el cual frecuentemente es laminado en una 

estructura llamada aparato espinoso (Spacek, J. 1985), algunas espinas contienen vesículas, 

cuerpos multivesiculares o polirribosomales (Spacek y Harris, 1997).  

 

Morfológicamente las espinas son clasificadas como: delgadas, hongo y forma de copa 

(Yuste  y Bonhoeffer,  2004). 
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Las diferencias estructurales de la espina parecen ser importantes para la integración 

sináptica y para la compartamentalización molecular. Ambas funciones son especialmente 

sensibles a la longitud y al diámetro del cuello de la espina. Algunos modelos teóricos muestran 

que los cuellos más delgados y largos presentan mayor despolarización de la cabeza de la espina 

ante un estimulo dado (Schiller et al. 1998). 

Existen varias teorías acerca de la función de las espinas dendríticas: 

 

⇒ Las espinas dendríticas son sitios de conexión sináptica. Donde se demostró que las 

sinapsis tipo I (sinapsis asimétricas) con la acción excitatoria de las sinapsis 

glutamatergicas, se establecen con la cabeza, mientras que las sinapsis tipo II, las cuales 

son inhibitorias, se establecen con el cuello y con las dendritas. Por lo cual se ha sugerido 

que las espinas podrían funcionar como compuertas de entrada hacía las dendritas 

(Shepeherd, 1996). 

 

⇒ Las espinas son compartimentos que controlan las concentraciones de Ca2+.- Los 

experimentos de Müller y Connor (1991) demostraron que con una estimulación 

presináptica débil de las fibras comisurales, el Ca2+  se acumula en las espinas 

postsinápticas pero no en sus dendritas, una estimulación más potente también provoca 

cambios en las dendritas. La compartamentalización observada permite la especificidad, 

cooperación  y asociación que se observa en los modelos de memoria tales como la LTP 

(Müller y Connor, 1991; Shepherd, 1996; Yuste, et al. 1999). 

 

⇒ Las espinas dendríticas como neuroprotectores. Los posibles efectos que producen las 

altas concentraciones de Ca2+ provocados por la actividad sináptica, ha sugerido la 

hipótesis de que el principal papel de las espinas es prevenir a su dendrita de los 

incrementos del Ca2+, niveles que en ocasiones pueden ser tóxicos para la célula. (Segal, 

1995). Lo anterior podría ser particularmente importante en las dendritas dístales, en 

donde, debido a sus pequeños diámetros, las concentraciones de Ca2+ podrían alcanzar 

niveles muy altos (Shepherd, 1996). El principal mecanismo de la espina al parecer es 

atrapar el Ca2+ en el retículo endoplásmico, particularmente en el aparato espinoso (Yuste 

y Denk, 1995; Sheperd, 1996) 
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MODELOS EXPERIMENTALES 
 

 

Los estudios en animales experimentales han sido de gran ayuda para dilucidar los 

mecanismos básicos que regulan la función neuronal tanto a nivel celular, molecular y 

conductual. La finalidad de generar estos modelos es recrear algunos de los eventos que suceden 

en las enfermedades neurodegenerativas  (Anaya, 1997). Entre las neurotoxinas selectivas que 

han sido ampliamente utilizadas en animales experimentales, y que afectan a las neuronas 

productoras de dopamina se encuentra el 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) y la 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) (Winn,1991). Existen otros modelos que inducen la degeneración de 

las neuronas dopaminérgicas, sin embargo su empleo es menos frecuente como la metanfetamina 

y rotenone (Alexi et al. 2000). 

 

Específicamente, la 6-OHDA es una neurotoxina selectiva de las neuronas 

dopaminérgicas, la cual es incorporada a la neurona por  el sistema de recaptura de dopamina de 

alta afinidad, y actúa inhibiendo el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, de este 

modo reduce la generación de ATP ( Glinka et al. 1998) y causa la producción de especies 

reactivas de oxígeno, como el superóxido (O2), radical hidroxilo (OH) y peróxido de hidrógeno 

(H2O2), induciendo subsecuentemente la degeneración de las terminales axónicas y de los 

cuerpos celulares (Ungerstedt, 1968; Heikkila y Cohen, 1971; Zigmond et. al. 1990, Otero-

Siliceo. 1996). Por lo que la 6-OHDA exógena ha sido ampliamente utilizada para imitar 

aspectos selectivos de este trastorno.  

 

Ahora bien la inyección de 6-OHDA en el haz nigroestriado induce  degeneración 

neuronal que afecta por igual a las neuronas dopaminérgicas  de la SNc que proyectan al estriado 

y a las del área ventral tegmental, que forman parte del sistema dopaminérgico mesolímbico 

(Luquin, 2000). En este caso, la degeneración neuronal no parece ser debida a un transporte 

axonal retrógrado de la neurotoxina desde  el estriado hacia las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales, si no que corresponde a una degeneración neuronal retrógrada secundaria a la 

lesión de terminales dopaminérgicas nigroestriatales (Sauer y Hoertel,  1994) 
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Después de la lesión unilateral en el haz medial del cerebro anterior o bien sobre la SNc 

con la 6-OHDA, el animal presenta giro espontáneo ipsilateral, disminuye su conducta 

exploratoria espontánea y presenta adipsia (Abolición de la necesidad de beber) y afagia 

(Abolición de la necesidad de comer) (Ungerstedt, 1971b; Miller y Beninger 1991; Fornaguera et. 

al. 1993). La conducta de giro puede ser provocada con la administración de algunas drogas 

particularmente, aquellas que activan los sistemas dopaminérgicos (Ungerstedt y Arbuthnott, 

1970; Ungerstedt, 1971c.). 

 

Una de las drogas que han sido empleadas para inducir la conducta de giro es la 

apomorfina la cual actúa sobre las terminales postsinápticas, produciendo una mayor actividad en 

el lado ipsilateral a la lesión por lo tanto el animal gira hacia el lado que tiene menos dopamina 

(Ungerstedt, 1971c; Miller y Beninger, 1991). De acuerdo a esto, si a un animal depletado 

unilateralmente de dopamina se le administra apomorfina y se registran 200 giros ó más en 30 

minutos, se puede afirmar que la denervación de dopamina estriatal es de un 95% o más 

(Ungerstedt, 1971c; Hefti et al. 1980; Dravid et al. 1984) 

 

 

CONSECUENCIAS DE LA DEPLECIÓN DOPAMINÉRGICA 

 

La denervación dopaminérgica estriatal provoca un aumento  en la densidad de los 

receptores D2 y disminución de los receptores D1 (Radja et, al. 1993; Qin et al. 1994), lo cual 

resulta en complejas alteraciones en la circuiteria de los ganglios basales (Albin et al. 1989; 

DeLong, 1990), (Figura 2B). Se ha propuesto que las neuronas que contienen los receptores D1, 

reducen su tasa de disparo, lo que trae como consecuencia una reducción en la inhibición de las 

neuronas de la SNr/GPi, mientras tanto las neuronas que contienen receptores D2 y que proyectan 

al GPe producen una hiperactividad glutamatergica del NST , y las neuronas de la SNr y GPi que 

proyectan al tálamo son GABAérgicas e inhibitorias, de tal forma que se sobreinhibe el circuito 

talamocortical (DeLong, 1990), dicha reducción en la actividad talamocortical es evidenciada por 

estudios de tomografía por emisión de positrones (PET) en pacientes con enfermedad  de 

Parkinson (Playford, et al. 1992), por lo que se piensa que esta sobreinhibición, es la causa del 

temblor, la rigidez y la bradicinesia observada en los pacientes. (DeLong, 1990). 
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Rodríguez y cols. (1998), proponen la hipótesis que la hiperactividad glutamatérgica del 

NST, a través de la conexión a la SNc puede tener influencias excitotóxica  en las neuronas 

dopaminérgicas sobrevivientes  y provocar la progresión continua de la EP. Asimismo, en 

registros de neuronas espinosas de proyección han mostrado que la depleción provoca incremento 

en la liberación de neurotransmisores excitatorios (glutamato) y alteración de la sensibilidad de 

los receptores postsinápticos  a diferentes neurotransmisores (Calabresi et al. 1993). 

 

En ratas neonatas lesionadas con la neurotoxina 6-OHDA, se ha reportado, que además de 

existir pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc y el área ventral tegmental, se observa 

pérdida de estas neuronas en el área retrobulbar de hasta un 42%, además de un incremento en las 

fibras inmunoreactivas a 5-HT  (serotonina) en el estriado (Penit et al. 1997). 

 

Con la depleción de dopamina, ultraestructuralmente, se ha observado incremento en el 

tamaño de los botones presinápticos,  aumento en el número de sinapsis perforadas así como 

cambios en los blancos postsinápticos (Colín-Barenque, 1994; Avila-Costa,1996; 1998), 

asimismo Meshul y cols (2000) lesionan unilateralmente en 3 diferentes sitios, como es la 

sustancia nigra compacta, corteza prefrontal  y la combinación de la SNc/corteza prefrontal y 

reportan que en los tres grupos se presentó un incremento en la media del porcentaje de  sinapsis 

asimétricas asociadas a sinapsis perforadas. 
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TRATAMIENTOS 

 

El tratamiento de la enfermedad de Parkinson sigue siendo un problema de difícil 

solución. Desde que se demostró que la enfermedad se debía a una deficiencia de suministro de 

dopamina, se han establecido diversos tratamientos farmacológicos con el objeto de minimizar 

los síntomas de esta enfermedad y mejorar la función de las estructuras involucradas, (Kienzl et 

al. 1999). 

 
1) L-DOPA (Levo-dihidroxifenilalanina) se forma a partir del aminoácido L-tiroxiona 

como uno de los pasos intermedios en la síntesis de catecolaminas, la dopamina se sintetiza por la 

descarboxilación de este aminoácido. (Otero-Siliceo, 1996).  Los trabajos de Nagatsu y cols 

(1964) y de Levitt y cols (1965) demostraron que la hidroxilación del aminoácido L-tirosina es el 

punto de regulación de las catecolaminas y que la TH (Tirosina hidroxilasa) es la enzima 

limitante de la síntesis de la dopamina. La TH es una enzima oxidasa que utiliza L-Tirosina y 

oxígeno como sustrato y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor para adicionar un grupo 

hidroxilo al aminoácido para formar L-DOPA (Nagatsu, 1981) (Figura 5). 

 

 

A partir de 1967 se inicia la introducción de la L-DOPA como farmacoterapia. Y es 

indudable que el uso  de este fármaco vino a revolucionar y mejorar la calidad de vida de los 

pacientes con enfermedad de Parkinson, permitiéndoles realizar sus actividades cotidianas 

(Barbeau, 1981), por lo que la L-DOPA es el fármaco sintomático más efectivo en el tratamiento 

de la enfermedad de Parkinson, ya que es un precursor de la dopamina que consigue atravesar la 

barrera hematoencefalica (BHE). La levodopa se absorbe bien en el intestino delgado, pero se 

inactiva en una gran proporción (próxima al 95%) por la MAO periférica y da lugar  a la 

aparición de efectos secundarios como vómito y taquicardia. Además  provoca que sólo una 

mínima parte de la dosis alcance la circulación cerebral; por lo que, con el fin de evitar esta 

transformación periférica, la levodopa suele administrarse asociada a un inhibidor de la 

descarboxilasa, incapaz de atravesar la BHE, como la carbidopa o la benseracida y de esta 

manera prolongar sus niveles plasmáticos y cerebrales. (Nombela, et al. 2002; Segura et al. 2003; 

García-Minet, et al. 2003).  
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FIGURA 5.  Síntesis de la Dopamina 

 

Ahora bien las fluctuaciones motoras que se  presentan son aún fenómenos difíciles de 

entender, dichas fluctuaciones motoras y fenómenos secundarios, como las disquinesias 

(dificultad para iniciar el movimiento), se presentan rara vez en los primeros meses de 

tratamiento con L-DOPA, excepto en algunos pacientes severamente afectados. Estos fenómenos 

adversos aparecen con mayor frecuencia después de un tiempo de evolución de la enfermedad y 

el uso de L-DOPA. Se ha observado que después de 10 años aproximadamente, el tratamiento 

con L-DOPA en pacientes Parkinsonicos, deja de ser efectivo (Wooten, 1990). 
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Los trastornos secundarios que se presentan después de un largo periodo de aplicación crónica de 

L-DOPA son: 

a) ”Perdida de efecto al final de la dosis” (wearing-off), es decir cuando una dosis de L-

DOPA no es suficiente para mejorar los síntomas de la enfermedad antes del tiempo 

indicado para la siguiente dosis. Este fenómeno se presenta después de 3 ó 5 años de uso 

continuo de L-DOPA. 

b) Estado efectivo-inefectivo (on-off), Complicación que se presenta después de tiempo 

indefinido e impredecible y consiste en  periodos de buena respuesta a la L-DOPA y 

periodos de poca respuesta a este fármaco.  

 

Se ha sugerido que estos cambios representan alteraciones farmacocinéticas de la L-DOPA, o 

que el efecto farmacodinámico de ésta altera la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos por 

la prolongada estimulación de los receptores o por los progresivos cambios patológicos de la 

enfermedad (Otero-Siliceo, 1996). También se ha reportado que la administración a largo plazo 

puede acelerar la degeneración de las neuronas  dopaminérgicas, debido probablemente a que 

este fármaco incrementa la producción  de radicales libres, provocando en las células estrés 

oxidativo e induciendo su muerte ( Jenner, 1995. Wolters et al. 1995). 

 

2) La Bromocriptina es un derivado del ácido lisérgico, es decir un alcaloide que contiene 

antioxidantes, (Yoshikawa et al. 1994; Jenner, 1995), es agonista de los receptores 

dopaminérgicos D2 y antagonista de los receptores D1 (Jackson et al. 1988; Weiner, 1999; 

Ramaker et al. 2000). Funciona como barredor de radicales libres (Muralikrishnan y 

Mohanakumar, 1998), ya que cuando se administra en homogenizados de cerebro de rata, elimina 

a los radicales  O2, ONOO- y H2O2, inhibiendo significativamente la peroxidación de lípidos, 

además se le atribuyen fuertes efectos de neuroprotección (Lange et al. 1994; Yoshikawa et al. 

1994; Kondo et al. 1994; Tanaka et. al. 1995; Ogawa, 1998; Yamamoto, 1998; Iida et al. 1999). 

La bromocriptina es utilizada en las etapas iniciales de la EP y atenúa las complicaciones motoras 

inducidas por la administración a largo plazo de la levodopa (Ramaker et al. 2000; Segura et al. 

2003). 
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3) La amantadina es una sal ácida hidrosoluble tricíclica que tiene la capacidad de penetrar 

todas las membranas celulares y se ha demostrado que actúa sobre la liberación de dopamina, en 

las terminales dopaminérgicas que no presentan ningún tipo de degeneración dentro del cuerpo 

estriado (Schwab et al. 1969). También se ha reportado que probablemente ejerce una función 

protectora ya que actúa cono un antagonista glutamatérgico, por lo que se  ha postulado un 

potencial efecto neuroprotector de este fármaco (Segura et al. 2003). 

 

4) La Selegenina que es un inhibidor de la enzima mono-amino-oxidasa tipo B (MAO-B) 

(Lees, 1991; Yahr et al. 1983; Hanson et al. 2001). Su administración retrasa, en algunos casos 

utilización del tratamiento con levodopa. Ensayos clínicos han puesto de manifiesto que la 

combinación de seleginina con levodopa a largo plazo resulta más eficaz para controlar los 

síntomas, aunque también existe mayor riesgo de discinesias relacionadas con levodopa (Stocchi 

y Olanow, 2003). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

En nuestro laboratorio se observaron alteraciones ultraestructurales con en el modelo 

animal de la enfermedad de Parkinson mediante la aplicación unilateral de la  6-hidroxidopamina 

(6-OHDA). Avila-Costa y colaboradores (1998) llevaron a cabo un estudio comparativo de 

biopsias de núcleo caudado de pacientes con enfermedad de Parkinson y fragmentos de caudados 

de animales lesionados con 6-OHDA, y reportaron que el patrón de degeneración a nivel 

ultraestructural era  muy similar en ambos casos, encontrando alteraciones en los botones 

presinápticos (aumento en el diámetro), disminución de contactos sinápticos con espinas 

dendríticas –tipo de contacto característico en las neuronas del estriado—y sinapsis perforadas, 

así como también alteraciones en el neuropilo.  Debido a que la L-DOPA es el fármaco más 

ampliamente utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson  y se  ha reportado que el 

tratamiento a largo plazo trae como consecuencia fenómenos adversos fue de nuestro interés 

analizar el efecto de éste fármaco sobre la citología del estriado y la sustancia nigra,  ya que hasta 

el momento no hay reportes citológicos que puedan explicar los posibles efectos adversos que 

produce. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar el efecto de la L-DOPA en la citología del estriado y sustancia nigra de rata lesionada 

unilateralmente con 6-OHDA. 

 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 

 Analizar las alteraciones ultraestructurales del núcleo caudado, después de la lesión  

unilateral con 6-OHDA con y sin tratamiento. 

 

 Cuantificar el número de espinas  dendríticas de las neuronas espinosas medianas del 

estriado. 

 

 Llevar a cabo un análisis inmunocitoquímico anti-tirosinahidroxilasa con el fin de 

comparar el número de neuronas inmunorreativas en la sustancia nigra con y sin 

tratamiento. 
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METODOLOGÍA 

 

Los experimentos se llevaron a cabo con 18 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 

entre 180-200 g al inicio del experimento, y que fueron mantenidas en un ciclo luz-oscuridad de 

12:12 con libre acceso a agua y alimento. 

 

Las ratas fueron lesionadas quirúrgicamente de la siguiente manera: Los animales fueron 

anestesiados con una dosis de 35mg/Kg de pentobarbital sódico por vía intraperitoneal (i.p.).Una 

vez anestesiadas, fueron fijados en un aparato estereotáxico. Las coordenadas estereotáxicas 

empleadas fueron las siguientes a partir de bregma: AP=  -2.8mm; L= 1.9mm; V=-8.6mm a partir 

de la dura madre (de acuerdo con Paxinos y Watson, 1986). El primer grupo consistió en 12 ratas 

las cuales fueron lesionadas unilateralmente en el haz medial del cerebro anterior (lado izquierdo) 

con 4µl de solución salina que contenía  8µl de 6-OHDA y 0.2 mg de ácido ascórbico.  

 

El segundo grupo consistió en 6 ratas (grupo control) que fueron lesionadas en el mismo 

sitio con 4µl de vehículo –solución salina y ácido ascórbico- Ambas soluciones se inyectaron con 

una jeringa Hamilton acoplada a una micropipeta de vidrio con un diámetro de entre 50 y 100µm. 

 

Con el propósito de evaluar la conducta de giro de los animales, se les administró 

apomorfina a una dosis de 0.25 mg/Kg i.p a dos días después de la lesión. Se utilizaron sólo 

aquellos animales lesionados con 6-OHDA que mostraron más de 200 giros en un periodo de 30 

minutos. A las 24 horas después de esta evaluación, seis ratas lesionadas fueron tratadas con  15 

mg/Kg de L-DOPA por vía oral durante 30 días, seis ratas lesionadas no recibieron el tratamiento 

y las ratas del grupo control (n=6) se mantuvieron por el mismo tiempo. 

 

Los animales de los tres grupos fueron entonces sacrificados con pentobarbital sódico con 

una dosis letal i.p. a los 30 días del tratamiento; y se realizó una perfusión intracardiaca por vía 

aórtica inicialmente con una solución salina isotónica para posteriormente administrar el fijador, 

que contenía glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 2% en buffer de fosfatos salino (PBS) al 

0.1M. 
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Una vez prefundidos, se extrajeron los cerebros y se  colocaron en fijador durante una 

hora. Posteriormente se tomaron fragmentos del estriado  ipsi y contralateral a la lesión para el 

proceso de microscopía electrónica de transmisión, así como para la técnica de Golgi.   

Asimismo se obtuvo el mesencéfalo ventral (Sustancia nigra) para el proceso y análisis 

inmunocitoquímico.  

 

El análisis ultraestructural consistió en la medición de 50 botones presinápticos de ambos 

estriados (lado ipsilateral y contralateral) considerándose los siguientes parámetros. 

• Diámetro del eje mayor y del eje menor. 

• Estructura postsináptica (espina o dendrita) 

• Número de sinapsis perforadas 

 

Las pruebas estadísticas que se utilizarón para el análisis de resultados fueron: 

Para el diámetro de los botones sinápticos se utilizo la prueba ANOVA. Para las características 

del botón sináptico (tipo de contacto sináptico, estructura postsináptica y número de contactos 

perforados) se utilizó  la prueba de Wilcoxon. 

 

Asimismo el análisis inmunocitoquímico  consistió en el conteo del número de neuronas 

inmunorreactivas a TH en 1250µm en 7 cortes. 

Ahora bien, los cortes citológicos se observaron en un microscopio óptico y se realizó un análisis  

cuantitativo de las neuronas espinosas medianas del estriado en donde se contó el número de 

espinas dendríticas en una longitud de 10µm. El conteo del número de espinas  dendríticas se 

llevó a cabo en cinco dendritas secundarias de 10 neuronas espinosas medianas. 

Las pruebas  estadísticas que se utilizaron para ambas técnicas fue la de ANOVA y Tukey. 

 
 

 32



RESULTADOS 
 
 
DIÁMETRO DE LOS BOTONES SINÁPTICOS 
  

En la grafica 1 se muestra la media del diámetro de botones presinápticos, donde en el 

grupo control no se observó edema, en cambio el grupo lesionado con 6-OHDA presentó un 

aumento drástico en el tamaño de los botones sinápticos, solo en el lado ipsilateral, este mismo 

comportamiento se apreció en el grupo tratado con L-DOPA, por lo que se observaron en ambos 

grupos diferencias estadísticamente  significativas con respecto al grupo control. El lado 

contralateral tanto del grupo lesionado con 6-hidroxidopamina, así como el grupo tratado con L-

DOPA mostraron un menor número  botones sinápticos con edema, encontrándose diferencias  

estadísticamente significativas con respecto al grupo control; además se encontró que no 

existieron diferencias significativas entre el lado contralateral e ipsilateral del grupo lesionado 

con 6-OHDA con respecto a el lado contralateral e ipsilateral del grupo tratado con L-DOPA. 

Mas aún en las muestras analizadas se encontraron  evidentes cambios degenerativos en el grupo 

lesionado con 6-OHDA, como son la presencia de vacuolas en el neuropilo, lo mismo se pudo 

observar en el grupo tratado con L-DOPA en comparación con el grupo control, en donde el 

neuropilo se encuentra bien conservado (Figura 6). 
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GRAFICA 1   En esta gráfica se muestra la media del tamaño de los botones sinápticos, 
                      tanto del eje mayor como del eje menor de los estriados ipsi (I) y contralatera
                      (C) a la lesión de los tres grupos analizados. 
                      En donde * = P < 0.001 vs grupo control
                                    @ = P <   0.001 estriado contralateral vs  estriado ipsilateral 
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FIGURA 6. A Microfotografía de una animal del grupo control en donde se observa: el 
neuropilo  bien conservado; dos botones presinápticos (b) estableciendo contacto con espinas 
dendríticas (e). En B se muestra un boton sináptico (b) con edema estableciendo contacto con una 
espina dendrítica, el neuropilo se encuentra muy vacuolado. Estas características prevalecieron en 
el grupo lesionado con 6-OHDA  del lado ipsilateral, y el grupo lesionado con 6-OHDA + L-
DOPA del lado ipsilateral. 
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ESTRUCTURA POSTSINÁPTICA 
 

Al analizar la estructura postsináptica (espina o dendrita) con la cual se establecía el 

contacto sináptico, podemos apreciar en la grafica 2, que en el grupo control, prevalecían los 

contactos sinápticos con espinas dendríticas, a diferencia del grupo lesionado con 6-OHDA y el 

grupo tratado con L-DOPA, en donde se presentó una disminución de contactos con espinas 

dendríticas solo en el lado ipsilateral, observándose  diferencias estadísticamente significativas 

con respecto al grupo control. En el grupo lesionado con 6-OHDA, el lado contralateral e 

ipsilateral no presentaron  diferencias estadísticamente significativas con respecto al lado 

contralateral e ipsilateral del grupo tratado con L-DOPA (Figura 6 y 7)  

 

 
 
SINÁPSIS PERFORADAS 
 
  En cuanto a las sinapsis perforadas, se puede apreciar en la grafica 3, que el grupo control 

presentó mayor número de contactos sinápticos sin perforaciones (contacto simple) en la 

estructura postsináptica, en contraste el grupo lesionado con 6-OHDA y el grupo tratado con L- 

DOPA presentaron un aumento  en el número de contactos perforados (esto es,  que el botón 

presináptico presentaba una ruptura o interrupción en la densidad sináptica) en ambos estriados, 

siendo más evidente en el lado ipsilateral, observándose diferencias estadísticamente 

significativas con respecto al grupo control, además  no se observaron diferencias  

estadísticamente significativas en lado contralateral e ipsilateral del grupo lesionado con 6-

OHDA con respecto a el lado contralateral e ipsilateral del grupo tratado con L-DOPA (Figura  

7-B). 
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FIGURA 7. Microfotografías en donde se observa: A.- Botón presináptico (b) estableciendo 
contacto con una dendrita (d) del estriado de un animal del grupo lesionado con 6-OHDA. Este 
tipo de contacto prevaleció tanto en el grupo lesionado sin tratamiento como en el lesionado y 
tratado con L-DOPA. B.- Botón presináptico (b) estableciendo contacto perforado ( ) con 
una espina dendrítica en donde es muy evidente el aparato espinoso (sa) del estriado de un animal 
del grupo tratado con L-DOPA. Los grupos experimentales presentaron gran cantidad de 
contactos sinápticos perforrados en comparación con el grupo control. 
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NÚMERO DE ESPINAS DENDRÍTICAS 
 

 

En la gráfica 4 se puede apreciar la media del número de espinas dendríticas, donde  el 

grupo control mantuvo el número de espinas dendríticas en ambos estriados, en cambio, en el 

grupo lesionado con 6-hidoxidopamina se observó una  disminución de las espinas dendríticas en 

ambos estriados, siendo más drástica esta pérdida  en el lado ipsilateral, asimismo  el grupo 

tratado con L-DOPA presentó valores  muy similares, por lo que ambos grupos  presentaron 

diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo control. El lado contralateral e 

ipsilateral no presentaron diferencias estadísticamente significativas con respecto al lado 

contralateral e ipsilateral del grupo tratado con L-DOPA (Figura 8) 

 

 
 
NÚMERO DE NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TIROSINA HIDROXILASA 
 

 

En la grafica 5 se muestran los valores de las medias del número de neuronas 

inmunorreactivas a TH. Como se puede apreciar el grupo control mantuvo el número de neuronas 

en ambos estriados, a diferencia del grupo lesionado con 6-OHDA, y el grupo tratado con L-

DOPA quienes presentaron una disminución drástica en el número de células en ambos estriados, 

observándose diferencias estadísticamente significativa con respecto al grupo control. El lado 

contralateral del grupo tratado con L-DOPA presentó valores más bajos al lado contralateral del 

grupo lesionado con 6-OHDA, pero aún así no existían diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos lados (Figura 9) 
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GRAFICA 4     En esta gráfica se muestra la media del número total de espinas dendrìticas
                       de los estriados ipsi (I) y contralateral  (C) a la lesión de los tres grupos. 
                       En donde  * = P < 0.05 vs grupo control
                                      @  = P <  0.05  estriado contralateral vs estriado ipsilateral
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  A                                         B 
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FIGURA 8 Micrografías con tinción de Golgi de neuronas espinosas medianas  del estriado 
ipsilateral a la lesion (lado lesionado), del grupo control (A), grupo lesionado con 6-
hidroxidopamina (B) y del grupo lesionado con 6-OHDA + L-DOPA (C). En donde se observó 
una drástica pérdida de espinas dendríticas  tanto en el grupo lesionado con 6-OHDA así como en 
el grupo  lesionado y tratado con L-DOPA. Magnificación 400X 
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GRAFICA 5    En esta gráfica se muestra la media del número total de neuronas inmunoreactivas 
                      a TH de los estriados ipsi (I) y contralateral (C) a la lesión de los tres grupos. 
                      En donde * = P < 0.05 vs grupo control
                                    @  = P < 0.05 estriado contralateral vs estriado ipsilateral
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FIGURA 9 Micrografías de neuronas inmunoreactivas a TH de la SNc del lado contralateral e 
ipsilateral a la lesion, del grupo control (A), grupo lesionado con 6-hidroxidopamina (B) y del 
grupo lesionado con 6-OHDA + L-DOPA (C). En los grupos experimentales se observó una 
evidente pérdida de neuronas dopaminérgicas.  
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DISCUSIÓN 
 

 

La depleción unilateral de dopamina produce alteraciones en el diámetro de los botones 

presinápticos, aspecto que se confirma con los datos que reportan Colín-Barenque (1994) en 

biopsias de pacientes con enfermedad de Parkinson, Avila-Costa (1996) e Ingham y cols. (1991) 

en ratas lesionadas con 6-OHDA.  

 

Ahora bien, se ha reportado que la 6-OHDA provoca la generación y acumulación de 

compuestos citotóxicos que inducen estrés oxidativo en las terminales presinápticas de las 

neuronas dopaminérgicas, lo cual induce la degeneración en primer instancia de las estructuras 

postsinápticas y finalmente de los cuerpos celulares (Soto-Otero et al. 2000). Entonces es posible 

que para compensar la pérdida dopaminérgica, los botones sinápticos restantes degeneren (se 

hinchen) y ocupen mayor espacio (Ingham et al. 1991). Arbuthnott e Ingam (1993) han postulado 

que la dopamina de alguna manera mantiene la integridad de la membrana de los botones 

sinápticos, por lo que al no estar presente en el estriado, las membranas son más susceptibles  y 

sufren modificaciones que podrían resultar en un aumento en el diámetro de los botones 

sinápticos, otra posible explicación es que la levodopa incrementa la producción de radicales 

libres, provocando en las células estrés oxidativo e induciendo su muerte (Jenner.1995). 

 

Con respecto a la estructura postsináptica nuestros datos muestran que la lesión del 

estriado ipsilateral provocó pérdida de contactos sinápticos establecidos con las espinas 

dendríticas, los cuales son característicos de los contactos dopaminérgicos (Voorn y Bujis 1987). 

Estos datos concuerdan con los reportados por Avila-Costa y colaboradores en 1998, en donde 

reportaron que la enfermedad de Parkinson y la lesión con 6-OHDA en la vía nigroestriatal 

provoca cambios en el blanco postsináptico en el núcleo  caudado. Forno y Norville (1979) en un 

estudio ultraestructural de cerebros de pacientes Parkinsonicos, reportaron que las sinapsis 

analizadas fueron principalmente axodendríticas y asimétricas, por lo que se consideran que hay 

pérdida de contactos simétricos con espinas. Asimismo Ingam y cols (1993) realizaron un estudio 

en animales lesionados con 6-OHDA y encontraron una disminución del 19 % en la densidad de 

espinas dendríticas. Una posible explicación es  que la dopamina tiene una función neurotrófica 
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por lo que la dopamina es importante para el mantenimiento y supervivencia de la espina 

(Seroogy et al. 1994). 

 

Por otra parte, en nuestros resultados en cuanto al número de sinapsis perforadas 

concuerdan con lo reportado por Calverley y Jones (1990) donde observó, en muestras de núcleo 

caudado de Pacientes con enfermedad de Parkinson un aumento en el número de contactos 

sinápticos perforados. Asimismo  Avila-Costa en 1996, reporta que en animales depletados 

unilateralmente  con 6-OHDA se produce un aumento en los contactos sinápticos perforados.  

 

Una posible explicación es que el boton sináptico trata de compensar la pérdida de otras 

terminales, aumentando la densidad sináptica, observándose posibles mecanismos de plasticidad 

cerebral  (Colín-Barenque et al.  2000). En un estudio realizado por Anglade y colaboradores 

(1996) en donde analizaron el núcleo caudado de pacientes con EP, los cuales recibieron 

tratamiento con levodopa, mostraron un incremento en la frecuencia de sinapsis perforadas (88% 

de incremento), y aumento de la densidad sináptica,  comparado con el grupo control, y proponen  

que puede ser debido a un estado intermediario durante el proceso de división sináptica o bien las 

sinapsis perforadas pueden estar correlacionadas morfológicamente por el aumento de recambio 

de receptores en la densidad postsináptica, además sugieren que estos cambios sinápticos 

probablemente no son debidos al tratamiento con L-DOPA, ya que se han observado en ausencia 

de levodopa en animales con denervación dopaminérgica. 

  

De acuerdo con nuestros resultados se puede confirmar que ante alguna agresión al 

sistema nervioso, se observa pérdida de espinas dendríticas (Avila-Costa, et al 1999; Fiala et al 

2002), Se ha reportado que en la enfermedad de Parkinson existe una disminución en las espinas 

dendríticas de las neuronas estriatales que normalmente reciben proyecciones dopaminérgicas, 

mas aún  similares efectos se han observado en animales con lesión de la vía  nigroestriatal, (Patt 

et al. 1991). 

 

Una posible explicación de dicha perdida puede ser debida  a que como ya se mencionó, 

la 6-OHDA y la levodopa producen estrés oxidativo y en presencia de éste, se produce un 

aumento de las concentraciones de Ca2+ intracelular, lo cual ocasiona  daño y muerte neuronal 
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(Leist y Nicotera, 1999) y como se ha reportado, las espinas son compartimientos individuales de 

Ca2+  (Cowan et al. 1998; Helmchen, 2002) y probablemente  al perderse la espina disminuirían 

las concentraciones Ca2+ intracelular y se protegería la célula (Segal 1995).  

 

Otra posible explicación es que la espina dendrítica actúa como un mecanismo 

compensatorio para evitar la muerte por exitotoxicidad (Segal; 1995), ya que al disminuir el 

número de espinas se reduce la posibilidad de contactos sinápticos y con esto la posible 

hiperexcitabilidad (Cavazos, 1991).  También se ha propuesto que la pérdida de espinas se deba a 

la falta de capacidad de la célula para mantener la homeostasis (Dykens, 1999). 

 

En cuanto al número de neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa se observó una 

disminución, al depletar la vía nigroestriatal, asimismo nuestros resultados concuerdan con los de 

Demier y colaboradores (1999) quienes realizaron un estudio sobre la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas en la SNc, en donde encontraron que los pacientes con enfermedad de Parkinson. 

presentaron una reducción de neuronas dopaminérgicas de hasta 95% dependiendo del tiempo de 

evolución clínica. Y en animales con lesión nigroestriatal muestran una reducción significativa 

del número de neuronas dopaminérgicas en el área ventral tegmental (Blunt et al. 1993; Muerer 

1998) e incremento en la peroxidación de lípidos en el estriado (Ogawa et al. 1994).  

 

Ahora bien como ya se mencionó, en el metabolismo de la L-dopa a dopamina se generan 

radicales libres por medio de la MAO-B (Cassarino y Bannet, 1999), por lo que se  ha sugerido 

que la pérdida neuronal puede ser a causa de mecanismos de oxidación, ya que existe una amplia 

evidencia de que la levodopa y la dopamina reducen la supervivencia de las células 

dopaminérgicas en cultivo (Michel y Heftil 1990; Walkinshaw y Waters 1995), este efecto 

disminuye de forma significativa si se añade al medio de cultivo antioxidantes o proteína ácida 

fibrilar glíal (GFAP). Estos datos sugieren que la toxicidad de la levodopa estaría ligada a un 

exceso de producción de radicales libres (Mena et al 1993; Mena et al 1996). 

 

También se ha propuesto que el resto de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro de 

pacientes con EP puede ser particularmente vulnerable a la toxicidad de la levodopa, lo cual 

involucra un proceso degenerativo en pacientes que recibieron tratamiento, por lo que estas 
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observaciones sugieren que la levodopa puede acelerar el proceso degenerativo en pacientes con 

la EP (Ferrairo, et al 2003; Zigmond et al. 1992). 

 

Otra posible explicación, es que la estimulación crónica de los receptores dopaminérgicos 

pueden contribuir a el desarrollo de complicaciones motoras en el tratamiento a largo plazo con 

levodopa sugiriéndose la hipótesis que la estimulación de  estos receptores en las neuronas 

GABAérgicas eferentes,  pueden aumentar la activación de receptores NMDA lo cual hace mas 

sensible a las aferencias glutamatergicas corticoestriatales y por tanto la célula puede morir por 

excitotoxicidad (Cepeda et al. 1993). 

 

Camp y cols (2000) realizaron  un estudio para determinar si la administración in vivo aguda 

o repetida de L-DOPA, causa producción de radicales hidroxilo en estriado, cerebelo y cerebro 

medio en rata lesionada unilateralmente con 6-hidroxidopamina, en la vía dopaminérgica 

nigroestriatal, y encontraron que la administración constante y en altas dosis (50mg /kg i.p una 

vez al día por 16 días) no induce la formación de radicales hidroxilo, y de acuerdo a  sus 

resultados no están de acuerdo con la hipótesis de que la L-DOPA conduce al estrés oxidativo, si 

no  que  puede ser tóxica debido a otros mecanismos como por ejemplo:  

a) La L-dopa puede inducir daño oxidativo por depleción del  GSH (Glutatión reducido) 

(Spencer et al. 1995),  

b)  Potenciar excitoxicidad (Onley et al. 1990). 

c) Inhibir la respiración mitocondrial (Cooper et al. 1995). 

d)  Las altas concentraciones de fierro en ganglios basales y la presencia de la melanina en 

las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales en humanos, puede promover la formación 

de radicales hidroxilo por la reacción de Fenton (Connor and Benkovic, 1992) 

También se ha propuesto que la L-DOPA habilita o incrementa los niveles de la GSH en 

neuronas dopaminérgicas (Han et al. 1996) y puede contribuir a ejercer un efecto antioxidante 

antes que prooxidante, bajo ciertas condiciones.  
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Finalmente es importante hacer hincapié en las alteraciones que se observaron en el estriado 

contralateral a la lesión, las cuales consistieron en el incremento del tamaño del botón sináptico, 

disminución de contactos con espina dendrítica, aumento en las sinapsis perforadas y 

disminución de neuronas inmunoreactivas a TH; ya que algunos autores  lo utilizan como lado 

control, y de alguna manera el daño inducido en el lado ipsilateral es reflejado también en  el lado 

contralateral, una posible explicación es que existe una vía dopaminérgica del 5% al 10% que 

proyecta al  estriado ipsi y contralateral  (Loughlin y Fallon, 1982). Entonces la lesión unilateral 

con 6-OHDA podría provocar alteraciones a través de la pequeña vía que proyecta al estriado 

contralateral, por lo que no puede ser tomado como lado control. 
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CONCLUSIÓN 
De acuerdo con nuestros resultados podemos decir  que: 

 

 

☺ La degeneración neuronal provocada por la 6-OHDA se caracterizó por aumento en el 

diámetro de los botones sinápticos, disminución de contactos con espinas dendríticas, 

aumento en el número de contactos perforados y disminución de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc. 

 

 

☺ El tratamiento con L-DOPA no protegió las alteraciones inducidas por la 6-OHDA, 

probablemente debido a que la L-DOPA, como se ha reportado,  incrementa la producción 

de radicales libres provocando en las células estrés oxidativo y la consecuente muerte 

neuronal. 

 

 

☺ El lado contralateral a la lesión también sufre alteraciones debido probablemente a una vía 

cruzada. 
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MÈTODO DE GOLGI 

 

 

1.- Las muestras ya fijadas se lavan en buffer fosfatos y se sumergen en una mezcla de  osmio-

dicromato (OsO4 1g, K2Cr207 8g, H2O 300ml) durante  7 días  a temperatura ambiente en la 

obscuridad (se utilizarán 10ml de mezcla para cada cerebro). 

 

2.- A continuación las muestras se lavan rápidamente con agua destilada, después con nitrato de 

plata al 0.75%. Los fragmentos se colocan en  nitrato de plata durante 24 horas a temperatura 

ambiente. 

 

3.- Para realizar los cortes, se quita el exceso de nitrato de plata con papel filtro y se encastran en 

un bloque de parafina. La parte libre de la muestra se baña en alcohol al 95% y se realizan los 

cortes de 120µm, lubricando constantemente la cuchilla con alcohol. 

 

4.-Los cortes se deshidratan en 2 baños de alcohol absoluto 10 minutos cada uno, posteriormente 

en esencia de clavo durante 10 minutos para ser aclarados, y después dos cambios de xilol, 

finalmente se montan en un portaobjetos con resina sintética. 
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INMUNOCITOQUIMICA PARA TIROXINA HIDROXILASA PARA MICROSCOPÌA  

DE LUZ. 

 

 

1.- Para el proceso de inmunocitoquímica. Una vez fijado el cerebro se toma  el mesencéfalo 

ventral y se hacen cortes en vibratomo  de 50 micras y se ponen en buffer de fosfatos salino (PBS) 

al 0.1M. 

 

2.-Posteriormente se pasan los cortes por tres veces en buffer PBS durante 10 minutos cada vez 

con agitación. 

 

3.-Se pasan los cortes 3 veces en buffer TRIS durante 10 minutos cada vez con agitación  

 

4.- Se preparan 5 mililitros de buffer TRIS con 3% de SUERO NORMAL DE CABRA y 0.3% de 

Tritón, y se sumergen los cortes durante una hora con agitación.  

 

5.- Posteriormente se incuba el tejido en una alícuota 1:1 de anticuerpo primario ANTI-TH en 

buffer TRIS 1:1000 y 1% de SUERO NORMAL DE CABRA por tres días a 4 oC (utilizando 

cámara húmeda).  

 

6.- Se lavan los cortes tres veces, en buffer TRIS con 1% de SNC durante 10 minutos con 

agitación.  

 

7.- A continuación se incuba el tejido por dos horas a temperatura ambiente en el anticuerpo 

secundario ANTI-IGg de conejo, en una alícuota 1:1000 en buffer TRIS con 1% de SUERO 

NORMAL DE CABRA con agitación. 

 

8.- Se lava el tejido tres veces por 10 minutos en buffer TRIS con 1% de SUERO NORMAL DE 

CABRA,  con agitación.  
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9.- Se incuba nuevamente el tejido en ABIDINA-BIOTINA (1:200) durante 1 hora a temperatura 

ambiente en buffer TRIS con agitación. En 5 mililitros de TRIS se agrego una gota de A y una 

gota de B.  

 

10.- E tejido se lava tres veces  durante 10 minutos en buffer TRIS con agitación.  

 

11.- Nuevamente se incuba el tejido  en 3-3 DIAMINOBENZIDINA (DAB) al 0.05% y 0.003% 

de peroxido de hidrógeno, dejándolos hasta que se observen poco obscuros, aproximadamente 5 

minutos.   

 

12.- El tejido se lava tres veces durante 10 minutos en buffer TRIS.  

 

13.- Una vez procesado el tejido se montan los cortes en porta objetos previamente gelatinizados 

y se dejan secar durante un día.  

 

14.- Posteriormente se deshidratan en alcoholes en orden creciente (del 60 % al 96%) y Xilol 

sumergiéndolos 10 minutos en cada uno.  

 

15.- Finalmente se les agrega resina y se colocara el cubreobjetos 
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ABREVIATURAS 
 
 
 

 
 

EP Enfermedad de Parkinson 

DA Dopamina 

GB Ganglios Basales 

NE Núcleo Estriado 

SN Sustancia Nigra 

SNc Sustancia Nigra Compacta 

SNr Sustancia Nigra Reticular 

GPi Globo Pálido Interno 

GPe Globo Pálido Externo 

NST Núcleo Subtalámico 

ROS Especies Reactivas de Oxigeno 

SOD Superóxido Dismutasa 

GSH-Px Glutatión Peroxidasa 

O-
2 Anión Superóxido 

H2O2 Peroxido de Hidrógeno 

OH • Radical Hidroxilo 

NO Oxido Nitrico 

ONOO- Peroxinitrito 

MAO Monoaminoxidasa 

6-OHDA 6-Hidroxidopamina 
 (2,4,5 Trihidroxyfeniletilamina) 

MPTP 1-Metil-4,Fenil-1,2,3,6-
Tetrahidropiridina 

TH Tirosina Hidroxilasa 

GABA Acido-gamma-amino-butírico 
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APÉNDICE 1 
 

MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 

 

1.- Después de lavar los fragmentos en  buffer de fosfatos salino (PBS) al 0.1M se colocan 

durante una hora en tetraòxido de Osmio al 1%  preparado con PBS para la postfijaciòn. 

Los fragmentos se lavan con PBS en tres cambios de 10 minutos cada uno.  

 

2.- Se deshidrata el tejido con alcoholes en concentraciones crecientes (del 50% al 90%) durante 

10 minutos, y finalmente el tejido se coloca en alcohol al 100% por tres ocasiones de 10 minutos 

cada una. 

 

3.- El tejido se coloca en tolueno durante dos periodos de 10 minutos cada uno. 

 

4.- Los fragmentos se infiltran en una mezcla de resina  1:1 araldita-tolueno a 60oC. 

 

5.- Los fragmentos se mantienen por 12 horas en una mezcla 3:1 de araldita tolueno a temperatura 

ambiente. 

 

6.- Los fragmentos ya infiltrados se incluyen en araldita pura y se polimerizan a 60 oC durante 24 

horas. 

 

7.- Una vez que se polimerizo la resina, se hacen los cortes finos de 600Å en un ultramicrotomo, 

utilizando cuchilla de diamante. 

 

8.-Los cortes se montan en rejillas de cobre y se contrastan con acetato de uranilo al 5% durante 

25 minutos y con citrato de plomo al 0.4% por 10 minutos. 
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