
TESIS EN OPCIÓN AL TÍTULO DE  

DOCTOR EN CIENCIAS DE LA SALUD  

 

 
 
 
 

 

TÍTULO: CAMBIOS NEUROQUÍMICOS EN EL NÚCLEO PEDUNCULOPONTINO DE 

RATAS HEMIPARKINSONIZADAS Y EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS.    

 

 

AUTOR: Lic. Lisette Blanco Lezcano, MsC.  

 
TUTOR: Lic. Lourdes del Carmen Lorigados Pedre, DrC.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

CENTRO INTERNACIONAL DE RESTAURACIÓN 

NEUROLÓGICA 

 

 

2007 
 



 2 
 

TESIS EN OPCIÓN AL TÍTULO DE  

DOCTOR EN CIENCIAS DE LA SALUD  

 

 
 
 
 

 

TÍTULO: CAMBIOS NEUROQUÍMICOS EN EL NÚCLEO PEDUNCULOPONTINO DE 

RATAS HEMIPARKINSONIZADAS Y EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS.     

 

 

AUTOR: Lic. Lisette Blanco Lezcano, MsC.  

  

TUTOR: Lic. Lourdes del Carmen Lorigados, Pedre Dr.C 
 
 
 
 
 
 
 

 

CENTRO INTERNACIONAL DE RESTAURACIÓN 

NEUROLÓGICA 

 
2007 

 

 

 

 

 



Agradecimientos  

1. A Lourdes Lorigados: por haber aceptado el reto de ser tutora de este trabajo apenas 24 horas después de 
haber defendido exitosamente su grado científico, por haberlo protegido y defendido desde sus inicios, por 
haberle puesto sus manos, su corazón y sus neuronas. Por haberle dedicado numerosas horas de su tiempo a 
la revisión de cada uno de los documentos emanados de este trabajo, por haberlo enriquecido con sus críticas 
y sus sugerencias, por su respeto, por su cariño, por su amistad.   

2. A Lázaro Álvarez: padre biológico de este trabajo, por haberme motivado sobre la necesidad de estudiar 
el NPP asociado a la fisiopatología de la EP, por haber asesorado cada etapa del diseño experimental, por 
haberle aportado sus profundos conocimientos sobre el tema, por su talento, por su humanismo, por su 
amistad.   

3. A Raúl Macías: por haberme permitido el privilegio de trabajar bajo su dirección, por haber allanado el 
camino de múltiples colaboraciones y posibilidades de superación, por haberme instruido en la necesidad de 
asimilar la tecnología para la construcción de cánulas de microdiálisis cerebral, haber confiado en esas 
cánulas y haber apoyado la adquisición de sus materiales una y otra vez, por su comportamiento ético y 
decoroso, por su doble condición de jefe y amigo.  

4. A Teresa Serrano y Ma. Elena González: entrañables amigas con las que he compartido los sabores y sin 
sabores de estos años de trabajo de doctorado, por sus consejos siempre pertinentes, por el apoyo, por la 
confianza, por la incondicionalidad.  

5. A Nancy Pavón: porque juntas hemos sido un sólido bloque de trabajo, estudio y obtención de 
resultados. Por su ejemplo y su disciplina que son siempre estímulos para seguir adelante. Por su amistad.   

6. A mis cros del departamento de neurofisiología experimental: a Ivette Fernández por haberme instruido 
en múltiples oportunidades en la aplicación de una u otra prueba conductual, en el manejo de sus datos, en la 
interpretación adecuada de sus resultados. A William, por las sugerencias siempre sabias y oportunas que 
recibí de él, desde que este trabajo era apenas un protocolo de investigación. A Magaly por su apoyo en las 
innumerables horas de cirugía experimental que han permitido desarrollar este trabajo. A Guillermo por su 
apoyo en el trabajo con las ratas, a Yosvany por su dedicación en el modelo de 6-OHDA, su encomiable 
trabajo técnico al frente de las lesiones y la evaluación conductual. A Jorge por su apoyo y su ejemplo al 
frente del departamento.  

7. A Lisys Martínez: por haber puesto a mi disposición su experticidad en el campo de las ciencias 
morfológicas y las técnicas inmunohistoquímicas.   

8. A Rocío García: por haberme apoyado con la realización del estudio de expresión de FNT. Por haber 
puesto sus valiosos conocimientos en las técnicas de biología molecular, siempre a mi disposición.  

9. A Margarita Báez: por haberme enseñado la otra cara de la fisiología, la de la enseñanza de esta 
compleja disciplina que constituye uno de los pilares de las ciencias biomédicas.  

10. A Yosvany Bauzá: por su acertado trabajo técnico en el sistema de cromatografía y detección así como 
su apreciada ayuda en la disección de los tejidos.   

11. A los cros del vivario del CIREN, Araceli Vallejo, Juan Manuel Parejo y Maykel, por su trabajo 
destacado en el mantenimiento de nuestros animales de experimentación.  

12. A la Dra. Luisa Rocha del CINVESTAV de México, por haberme orientado en la asimilación 
tecnológica de la construcción de cánulas de microdiálisis cerebral, por haberme enseñado y entrenado en el 
uso y manejo de esta novedosa técnica, por haber apoyado materialmente este trabajo con sus propios 
recursos en distintas ocasiones, por su apoyo personal y su constante estímulo.  

13. A la Dra. Sandra Orozco por facilitar la realización de los estudios de muerte celular.  

14. A las Dras. Sophie Sarre e Yvette Michotte de la facultad de farmacia de la Vrije Universiteit of 
Brussels, Bélgica, por haberme imbuido de la importancia de los tratamientos farmacológicos y los 
experimentos en este campo, por haberme motivado a abordar el estudio del efecto neuroprotector  de la (-) 
nicotina en la EP, por haberme permitido insertarme en la ruta crítica de trabajo en un laboratorio de primer 
nivel a escala mundial, lo que sin dudas constituyó una experiencia de incalculable valor para mi formación 
profesional. Por haber apoyado materialmente este trabajo con reactivos, cánulas y literatura. Por su 
confianza y su apoyo.     



 4 
 

15. A Mawy y a Lissette: por haberme apoyado siempre con la bibliografía, por custodiar celosamente la 
más rica biblioteca neurocientífica que tengamos en el país.  

16. A mis amigos Rafael Tadeo y Dannele Echemendía: por haber localizado y enviado para mí con gran 
celeridad, más de la mitad de los artículos que pude estudiar en estos años de trabajo de doctorado, por todo 
el calor y la solidaridad moral y material que recibí de ellos, en la fría y húmeda ciudad de Bruselas.  

17. A Milena García: por haber construido un puente bibliográfico entre Sao Paulo y la Habana a través del 
cual me llegaban casi inmediatamente todos los papers que necesité. Por su cariño y su amistad.  

18. A Marlene y a Quiqui por su apoyo sostenido durante estos años. A Karina, por su amistad.  

19. A Lily Morales, por su apoyo tácito. Por tener el don de la palabra adecuada siempre en el momento 
adecuado.  

20. Al Dr. Julián Álvarez: por su apoyo y su confianza.  

21. A mis profesores de la Facultad de Biología de la UH por haber recibido siempre de ellos lo mejor 
durante mis años de estudiante, especialmente a Antonio Sigarroa por sus múltiples asesorías estadísticas en 
estos últimos años, a Miguel Angel Alfonso, por haberme ayudado a definir mi vocación por la 
investigación, por su amistad y su apoyo de tantos años, a Martha Pérez, Vicente Berovides y Frank Coro 
quienes dejaron una huella muy importante en mi formación académica.   

22. A mis amigas Julia de la Rosa e Ivette Gómez: por compartir anhelos y aspiraciones comunes desde la 
adolescencia, por la seguridad de saber que siempre están al alcance de mi mano.  

23. A Iván Rubio: por su apreciada ayuda para resolver cada uno de mis desafueros informáticos domésticos.   

24. Quisiera expresar públicamente mi agradecimiento y respeto a las personas que revisaron el documento 
de tesis o su resumen en alguna de sus versiones, desde la primera de ellas, hasta la versión más pulida que 
ha llegado hoy día a este tribunal. Todos fueron exquisitamente respetuosos, agudos en sus observaciones y 
optimistas en sus enfoques. Los menciono a continuación, en el orden en que cada uno de ellos revisó el 
trabajo: Lourdes Lorigados, William Almaguer, Ma. Elena González, Lázaro Alvarez, Rita Raisman, Sophie 
Sarre, Teresa Serrano, Liliana Francis, Miguel Angel Alfonso, Mario Herrera Marschitz, Nancy Pavón, 
Lourdes Lorigados y Margarita Báez.  

25. A mi familia querida que vivió junto a mí estos años de estudio y trabajo intensos. A mi abuela y a 
Mamina pues a sus desvelos y cariño están ligados mis más gratos recuerdos de la infancia.  

26. A mi mamá por haber hecho suyos todo el esfuerzo de estos años, haber sacrificado intereses personales 
y familiares en post de la obtención de este grado científico que defendemos hoy las dos, por haberme 
enseñado el rigor y la disciplina necesarias para la investigación científica, por su incondicionalidad y su 
cariño.  

27. A mi esposo por haber echado su suerte junto a mi suerte el primer día que nos conocimos, sin ponderar 
riesgos o beneficios, sin exigir nada a cambio, sin mirar atrás, por haber tolerado pacientemente las horas 
robadas al descanso y a la familia para llegar exitosamente al día de hoy, por su ternura, por su amor.  

28. A mis dos entrañables hermanas Alina y Vivian. Alina por ser fuerza, poder y energía, por su presencia 
perenne entre nosotros, a pesar de la distancia. A Vivita por haberme permitido crecer a su sombra, 
intentando siempre parecérmele, por su apoyo, por su estímulo.  

29. A Gabriel y a Julio que llegaron a la familia para quedarse. Por el apoyo de estos años.  

30. A la memoria imperecedera de mi papa el Prof. Dr. José Blanco Prieto, porque él hubiera sido sin dudas 
el más crítico oponente de esta tesis y a la vez el más ferviente impulsor de estos años de trabajo de 
doctorado, a los valores que nos inculcó, a su vocación por la enseñanza, a su confianza en la nueva 
generación, a su irreducible capacidad de trabajo, a su infinito  amor.  

 

 

 

 



 5 
 

ABREVIATURAS  
6-OHDA  6-Hidroxidopamina  
ACo  Acetilcolina  
ANOVA  Análisis de Varianza  
AP  Anteroposterior  
ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
ATV Área Tegmental Ventral  
BDZ Receptor gabaérgico benzodiacepínico  
DA  Dopamina  
DO Densitometría Óptica  
DV  Dorsoventral  
EP  Enfermedad de Parkinson  
FNT Factores Neurotróficos  
FNDC Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro  
FNDG Factor Neurotrófico Derivado de la Glía  
GABA  Del inglés γ –Amino butyric acid. Acido γ-Aminobutírico  
GB Ganglios Basales 
Glu  Ácido glutámico  
GPl  Del latín Globus pallidum lateral  
GPm  Del latín Globus pallidum medial  
HPLC Del inglés High Performance Liquid Chromatography. Cromatografía 

Líquida de Alta Resolución 
IP  Ioduro de propidio  
i.p  Intraperitoneal  
LCRa  Líquido cefalorraquídeo artificial  
L-DOPA  L-dihidroxifenilalanina  
MAO-A, B  Monoamino oxidasa A y B  
ML  Medio Lateral  
MPTP 1 metil 4 fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridina  
MPDP+ 1-metil-4-fenil-1,2,3-dihidropiridina 
MPP+ 1-metil-4-fenil-1,2,3-piridina  
NEP Núcleo Entopeduncular  
NMDA  Receptor glutamatérgico N metil D aspartato  
NPP  Núcleo Pedunculopontino  
NST  Núcleo Subtalámico  
OE  Objetivo Específico  
PNH Primates no humanos  
Pte Puente 
mGluR Del inglés Receptores glutamatérgicos metabotrópicos  
RLM Región Locomotora Mesencefálica  
SBF  Solución Buffer Fosfato 
SSF  Solución Salina Fisiológica  
s.c  Subcutánea  
SNK  Student-Newman-Keuls  
SN  Del latín Substantia nigra  
SNc  Del latín Substantia nigra pars compacta  
SNr  Del latín Substantia nigra pars reticulata  
St  Del latín Striatum  
TA  Temperatura Ambiente  
TH  Tirosina Hidroxilasa  
 



 6 
 

 
ÍNDICE  
Síntesis  8 
Introducción  9 
Revisión Bibliográfica   
I. Organización estructural y funcional de los ganglios basales  

 
14 

II. Enfermedad de Parkinson  16 
III. Neuroprotección en la enfermedad de Parkinson experimental 23 
IV. Núcleo Pedunculopontino: composición y localización     27 
V.Estudios de liberación  de neurotransmisores y densidad de receptores en los ganglios basales 30 
Materiales y Métodos  
I. Diseño Metodológio  

 
33 

II. Sujetos  Experimentales   35 
III. Materiales y Reactivos   36 
IV. Métodos y Técnicas  39 
V.  Análisis de los datos   48 
Resultados 
Lesión de la substantia nigra pars compacta  

 
50 

Localización de la cánula de microdiálisis cerebral en el núcleo pedunculopontino  50 
Concentraciones extracelulares de Glu y GABA, densidad de diferentes poblaciones de 
receptores y proceso de muerte celular en el núcleo pedunculopontino de ratas 
hemiparkinsonizadas   

 
51 

Efecto del tratamiento sistémico con MK-801 sobre los trastornos motores, las concentraciones 
extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino y la presencia de células 
dopaminérgicas en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas 

 
56 

Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina sobre los trastornos motores, las 
concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino, la expresión 
estriatal de distintos factores neurotróficos y la presencia de células dopaminérgicas en la SNc 
de ratas hemiparkinsonizadas 

 
62 

Efecto de la lesión del núcleo subtalámico y la infusión intracerebral de MK-801 sobre las 
concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas previamente 
hemiparkinsonizadas 

 
68 

Discusión  
I. Cambios neuroquímicos, moleculares y morfológicos en el núcleo pedunculopontino de ratas 
hemiparkinsonizadas.  
1. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino    

 
73 
 
73 

2. Densidad de receptores colinérgicos muscarínicos en el núcleo pedunculopontino y en el 
striatum  

75 

3. Densidad de receptores gabaérgicos BDZ  en el núcleo pedunculopontino 77 
4. Densidad de receptores mu opioides  en el núcleo pedunculopontino 78 
5. Muerte celular en el núcleo pedunculopontino de ratas hemiparkinsonizadas 80 
II. Efecto neuroprotector del tratamiento sistémico con MK-801 en ratas hemiparkinsonizadas  
1. Efecto sobre los trastornos motores y la presencia de células dopaminérgicas 

82 
82 

2. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino 87 
III. Efecto neuroprotector del tratamiento sistémico con (-) nicotina en  ratas 
hemiparkinsonizadas.   
1. Efecto sobre los trastornos motores 

89 
 
89 

2. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino y presencia 
de células dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta  

91 

3. Cantidad de factor neurotrófico derivado del cerebro y derivado de la glía expresado en el 
striatum de las ratas hemiparkinsonizadas 

93 



 7 
 

IV. Impacto de la manipulación local del sistema glutamatérgico en las ratas 
hemiparkinsonizadas.  
1. Efecto de la lesión del núcleo subtalámico en la asimetría motora y las concentraciones 
extracelulares de Glu y GABA en el núcleo pedunculopontino  

95 
 
95 

2. Efecto de la infusión intracerebral de MK-801 en las concentraciones extracelulares de Glu y 
GABA en el núcleo pedunculopontino 

97 

V. Consideraciones Finales  100 
Conclusiones y Recomendaciones  103 
Referencias Bibliográficas  105 
Autobibliografía  121 
 



 8 
 

 
 
SÍNTESIS  
 
La presente investigación forma parte de los estudios que actualmente abordan la fisiopatología de 

la EP tomando en cuenta las alteraciones de diferentes sistemas de neurotransmisión presentes en 

los GB, como consecuencia de la degeneración de las células dopaminérgicas de la SNc. Al mismo 

tiempo, aborda la posibilidad de accionar sobre estas alteraciones a través de dos tipos diferentes de 

tratamiento: la administración de (-) nicotina y MK-801 con vistas a la neuroprotección y la lesión 

excitotóxica del NST. El trabajo contó con cuatro objetivos específicos que para su cumplimiento se 

organizaron en 12 tareas. Se incluyeron técnicas de cirugía estereotáctica, morfológicas e 

inmunohistoquímicas, microdiálisis cerebral, cromatografía líquida de alta resolución, 

autorradiografía, biología molecular y baterías de estudios conductuales. En el orden teórico 

científico, el presente estudio aporta conocimientos sobre los cambios en las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA, en la densidad de receptores muscarínicos, gabaérgicos 

benzodiacepínicos y mu opioides en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas. Igualmente, provee la 

primera descripción de muerte celular en el NPP ipsilateral a la inyección de 6-OHDA. Los 

tratamientos farmacológicos empleados mejoran la ejecución motora de las ratas que los recibieron. 

El bloqueo de los receptores glutamatérgicos NMDA mediante la administración de MK-801 

promovió una menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en el área tegmental ventral de 

las ratas con lesión de la SNc y revirtió los cambios en las concentraciones extracelulares de Glu y 

GABA en el NPP. Estos hallazgos pudieran ser parte de los mecanismos que explican el efecto 

beneficioso del medicamento en el modelo. La administración de (-) nicotina mejoró la cantidad de 

factor neurotrófico derivado del cerebro expresada en el striatum y disminuyó la pérdida de células 

dopaminérgicas en la SNc, lo cual puede redundar en la mejoría motora inducida por el fármaco. La 

lesión del NST tuvo un impacto positivo disminuyendo la asimetría motora y las concentraciones 

extracelulares de Glu en el NPP. Desde el punto de vista económico, la ejecución de este trabajo 

comenzó con la asimilación tecnológica de la metodología para construir las cánulas de 

microdiálisis cerebral. Este paso propició un considerable ahorro de divisas y permitió potenciar el 

uso de la técnica de microdiálisis cerebral. Los resultados derivados de este trabajo de tesis se han 

presentado en eventos científicos nacionales e internacionales, han sido objeto de 8 publicaciones 

científicas en revistas internacionales y han recibido mención en el concurso central Premio Anual 

de la Salud en dos oportunidades. La asimilación del método de construcción de las cánulas de 

microdiálisis cerebral mereció premio en el XVI Forum de Ciencia y Técnica.  
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INTRODUCCIÓN   

Cuando a inicios del siglo XIX James Parkinson describió la enfermedad, que ahora lleva su 

nombre, como un síndrome rígido acinético con temblor de reposo, no se conocía que la deficiencia 

dopaminérgica asociada a la muerte de las células de la substantia nigra pars compacta (SNc) 

constituye el rasgo neuropatológico más relevante de esta entidad (Olanow y Tatton, 1999).    

Los síntomas cardinales de la Enfermedad de Parkinson (EP) son: temblor durante el reposo, rigidez 

muscular, hipocinesia y bradicinesia, así como trastornos de la marcha y de la postura (Obeso y cols, 

2000a).   

En la década de los años sesenta, se publicaron los hallazgos relacionados con la deficiencia 

dopaminérgica como aspecto distintivo de la EP (Hornykiewcz, 1982). A partir de entonces creció el 

interés por estudiar la neurotransmisión y las relaciones funcionales entre los núcleos que forman 

los ganglios basales (GB) (Hamani y Lozano, 2003). Sin embargo, los cambios que se producen en 

otros núcleos como el pedunculopontino (NPP), anatómica y funcionalmente muy relacionado con 

los GB, han sido poco estudiados en la condición parkinsoniana (Mena-Segovia y cols, 2004). Se sabe 

que el NPP está conectado de forma recíproca con los GB y que envía proyecciones colinérgicas y 

glutamatérgicas a la SNc, las cuales modulan la actividad dopaminérgica de las células nigrales 

(Rye y cols, 1988). Por otra parte, las conexiones del NPP con las redes de interneuronas de la 

médula espinal a través del haz reticuloespinal, refuerzan la importancia de esta estructura en el 

procesamiento de la información motora (Lee y cols, 2000).  

El conocimiento de la relación entre la deficiencia dopaminérgica y la patogénesis de la EP, inició 

una promisoria etapa para el tratamiento farmacológico a través de la administración de un 

precursor de la dopamina (DA), la L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Hornykiewcz, 1982; Jankovick, 

2000). No obstante, la terapia con L-DOPA a largo plazo, desencadena múltiples efectos indeseados 

como movimientos involuntarios y fluctuaciones de la respuesta motora (Obeso y cols, 1989).   

Diferentes alternativas terapéuticas: farmacológicas y quirúrgicas, han intentado restablecer el 

desbalance neuroquímico que se instala en los GB asociado a la degeneración de la vía 

nigroestriatal. Desde el punto de vista farmacológico se destacan la administración de agonistas 

dopaminérgicos que retarden el inicio de la terapia con L-DOPA, el uso de antagonistas 

glutamatérgicos que atenúen la actividad incrementada de este sistema de neurotransmisión en la 

EP y más recientemente el desarrollo de estrategias de neuroprotección que puedan prevenir la 

muerte de las células nigrales o enlentezcan el curso degenerativo de esta enfermedad (Fernández-

Espejo, 2004; Hirsch, 2006; Savitt y cols, 2006).  

A partir del hallazgo de una menor incidencia de EP entre sujetos con hábito de fumar, en los 

últimos años se ha enfatizado en el posible papel neuroprotector de la (-) nicotina previniendo la 

degeneración de las células dopaminérgicas de la SNc (Quick y Kulak, 2002). La nicotina es un 
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alcaloide natural presente en la planta Nicotiana tabacum que posee reconocidos efectos sobre el 

Sistema Nerviso Central y periférico (Martyn y Gale, 2003). Aunque no se han dilucidado con 

claridad los mecanismos a través de los cuales la nicotina protege a las células dopaminérgicas, en 

la literatura se refiere que la síntesis y liberación de factores neurotróficos, la liberación de DA 

estriatal a partir de las células que sobreviven a un daño neurotóxico y la promoción de eventos de 

señalización intracelular, siguiendo la activación de los receptores nicotínicos, entre otros, pudieran 

ser los pilares de la neuroprotección que ejerce esta sustancia en la EP (Roceri y cols, 2001; Quick, 

2004).   

También en el sentido de la neuroprotección, se ha promovido el uso terapéutico de antagonistas de 

los receptores N-metil D-aspartato (NMDA), tales como la amantadina y el MK-801, que 

disminuyen el tono glutamatérgico excitatorio sobre los núcleos de salida de los GB y sobre la 

propia SNc (Hallet y Standaert, 2004). En etapas tempranas de la EP, la actividad glutamatérgica 

parece jugar un papel positivo estimulando los mecanismos  compensatorios presinápticos que 

contribuyen a mantener el núcleo striatum bajo el control dopaminérgico (Bezard y cols, 1999). Sin 

embargo, en estadios más avanzados de la enfermedad, la hiperactividad glutamatérgica parece ser 

partícipe de los eventos que acentúan el proceso neurodegenerativo y enfatiza los procesos de 

muerte celular de las células dopaminérgicas nigrales (Luquin y cols, 2006).      

En el orden quirúrgico, el resurgimiento de este tipo de tratamiento para la EP está relacionado con 

el fracaso de la terapia con L-DOPA a largo plazo junto al desarrollo de los sistemas de registro de 

actividad eléctrica de núcleos profundos del cerebro y las técnicas de imágenes de alta resolución 

(Rodríguez-Oroz y cols, 2001). Estos dos últimos elementos junto a los hallazgos en modelos 

experimentales de EP, han profundizado en el conocimiento de la hiperactividad de núcleos como el 

subtalámico (NST) en la EP (Guridi y cols, 1996). Así, la lesión selectiva del NST ha permitido 

modular la actividad de los complejos circuitos que determinan la arquitectura funcional de los 

núcleos que forman parte de los GB (Blandini y cols, 1997; Piallat y cols, 1999; Dunnett y Björklund, 

1999; Giladi y Melamed, 2000; Obeso y cols, 2000b; Wu y Frucht, 2005).  

El desarrollo de modelos experimentales de la EP, primero en roedores y posteriormente en 

primates no humanos (PNH), abrió la posibilidad de estudiar numerosos aspectos vinculados con la 

fisiopatología y la terapéutica de la EP (Ungerstend y Arbuthnott, 1970; Jenner, 2003). Desde el punto 

de vista neuroquímico la disminución de la liberación de la DA estriatal, junto al incremento en la 

actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en las células que sobreviven a un daño 

neurotóxico han sido algunos de los principales hallazgos determinados en los modelos 

experimentales de EP (Sarre y cols, 1996). Sin embargo, otros sistemas de neurotransmisión como el 

aminoacídico, representado por la actividad del ácido glutámico (Glu) y del ácido gamma 

aminobutírico (GABA, del inglés γ-aminobutyric acid) respectivamente, no han sido abordados en 
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la misma magnitud.   

A pesar del conocimiento acumulado hasta el momento en relación con la fisiopatología y la 

terapéutica de la EP, se desconoce si existen cambios neuroquímicos, morfológicos y moleculares 

en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas por inyección de 6-hidroxidopamina (6-OHDA). 

Asimismo se desconoce el efecto del tratamiento con MK-801, (-) nicotina y la lesión excitotóxica 

del NST sobre estos cambios y su impacto en los trastornos motores que caracterizan al modelo.  

HIPÓTESIS 

En el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas se producen cambios neuroquímicos, morfológicos y 

moleculares que junto a los trastornos motores que caracterizan al modelo pueden ser prevenidos 

total o parcialmente por medio de la manipulación de los sistemas glutamatérgico y colinérgico.  

OBJETIVOS GENERALES 

1. Evaluar los cambios neuroquímicos, morfológicos y moleculares en el NPP presentes en el 

modelo de hemiparkinsonismo por inyección de 6-OHDA en ratas.  

2. Evaluar el efecto del tratamiento sistémico con agonistas colinérgicos, antagonistas 

glutamatérgicos, así como la lesión del NST sobre los trastornos motores, la presencia de células 

dopaminérgicas nigrales y las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas 

hemiparkinsonizadas por  inyección de 6-OHDA.  

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar las concentraciones extracelulares de Glu y GABA, la densidad de receptores 

colinérgicos muscarínicos, gabaérgicos BDZ y mu opioides, así como el proceso de muerte celular 

en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.     

2. Evaluar el efecto del tratamiento sistémico con MK-801 sobre los trastornos motores, las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y la presencia de células dopaminérgicas 

en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas.   

3. Evaluar el efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina sobre los trastornos motores, las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, la expresión estriatal de distintos 

factores neurotróficos y la presencia de células dopaminérgicas en la SNc de ratas 

hemiparkinsonizadas.   

4. Evaluar el efecto de la lesión del NST y la infusión intracerebral de MK-801 sobre las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas previamente 

hemiparkinsonizadas.    
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Novedad Científica e importancia teórica y práctica del presente trabajo  

La presente investigación se imbrica en los actuales estudios que intentan profundizar en las 

consecuencias del desequilibrio neuroquímico que acarrea la muerte de las células nigrales en el 

funcionamiento de los GB. Aborda la posibilidad de accionar sobre este desequilibrio a través de 

dos tipos diferentes de tratamiento: la administración sistémica de distintos fármacos con vistas a la 

neuroprotección y la lesión excitotóxica del NST.   

Las estrategias de neuroprotección han adquirido una importancia especial en los últimos años al 

intentar atenuar el curso progresivo de las enfermedades neurodegenerativas, e incidir sobre el 

sustrato celular y molecular que gobierna el proceso de muerte en la EP y otras entidades de este 

tipo. La lesión del NST constituye una alternativa de tratamiento quirúrgico de gran impacto para la 

EP. Por esta razón, el estudio de su repercusión sobre la neurotransmisión en otros núcleos 

vinculados al procesamiento de la información motora, es de un significativo valor científico y 

clínico.   

En el orden científico, el presente estudio aporta un conjunto de conocimientos que profundizan en 

la relación funcional del NPP con los núcleos que forman los GB. Demuestra por primera vez, la 

presencia  de cambios moleculares, neuroquímicos y morfológicos en esta estructura, asociados al 

parkinsonismo experimental. Tal es el caso, de los hallazgos de los cambios de las concentraciones 

extracelulares de aminoácidos neurotransmisores y el proceso de muerte celular en este núcleo en el 

modelo de 6-OHDA. Estos aportes científicos, junto al empleo de un grupo de técnicas de primer 

nivel como la microdiálisis cerebral para monitorear in vivo los niveles de aminoácidos 

neurotransmisores, le confieren un carácter altamente novedoso a la presente investigación.  

Desde el punto de vista económico, la ejecución de este trabajo se inició con la asimilación 

tecnológica de la metodología para construir las cánulas de microdiálisis cerebral, cuyo precio en el 

mercado internacional supera 80 veces el de las cánulas construídas en nuestro laboratorio y 

presentan igual efectividad para la recuperación de los aminoácidos de interés. La asimilación de 

esta metodología permitió potenciar el uso de la técnica de microdiálisis cerebral. Asimismo,  

facilitó su aplicación en el estudio de las concentraciones extracelulares de los neurotransmisores en 

la presente investigación, con un ahorro considerable de divisas convertibles.  

La EP es una enfermedad neurodegenerativa que afecta al 1% de la población mayor de sesenta 

años. En nuestro país, con una esperanza de vida promedio de 74 años, el 15% de la población 

corresponde a este grupo etáreo, por lo cual los resultados presentados adquieren un valor social 

relevante, al  profundizar en la fisiopatología de una entidad con relativamente alta incidencia en 

nuestro medio.   

Los resultados derivados de la presente investigación se han presentado en diferentes eventos 

científicos nacionales e internacionales, han sido objeto de ocho publicaciones científicas en 
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revistas internacionales y han recibido mención en el Concurso Central Premio Anual de la Salud 

en dos oportunidades (2005, 2006). La asimilación tecnológica del método de construcción de las 

cánulas de microdiálisis cerebral mereció premio relevante en el XVI Forum de Ciencia y Técnica 

(2002) a nivel de centro y de municipio y destacado en el nivel provincial.   

El presente documento está constituido por nueve secciones: introducción, revisión bibliográfica, 

materiales y métodos, resultados, discusión, conclusiones, recomendaciones, referencias 

bibliográficas, agradecimientos y autobibliografía. Consta de 119 páginas, 34 figuras y 5 tablas.  
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA   

I. ORGANIZACIÓN ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LOS GANGLIOS BASALES  

Los GB constituyen un grupo de núcleos grises situados por debajo de la corteza y en la base de los 

hemisferios cerebrales (Rodríguez-Oroz y cols, 2004). Actualmente se les considera un grupo de 

centros y circuitos interconectados anatómicamente y relacionados funcionalmente e incluyen: el 

cuerpo del  striatum (St) (caudado, putamen y accumbens), el globus pallidum (segmento lateral 

(GPl) y segmento medial (GPm)), el NST y la substantia nigra (pars reticulata (SNr) y pars 

compacta (SNc) (Alheid  y cols, 1990; Bentivoglio y Morelli, 2005).  

Varios circuitos “corteza cerebral-GB-tálamo-corteza cerebral” han sido descritos desde el punto de 

vista anatomofuncional.  

1. El circuito motor es esencial en la programación, iniciación y ejecución del movimiento.  
2. El circuito óculomotor tiene un papel equivalente al anterior para los movimientos oculares. 
3. El circuito prefrontal-dorsolateral participa en los procesos de la memoria espacial. 
4. El circuito órbito-frontal-lateral participa en las adaptaciones conductuales. 
5. El circuito límbico participa en el procesamiento de las motivaciones y las emociones.  

Estos circuitos funcionan en paralelo y desempeñan un importante papel en las funciones 

somatomotoras, óculomotoras, cognitivas y límbicas, siendo cada uno de ellos el sustrato neural de 

funciones diferentes (Alexander y Crutcher, 1990; De Long 1990; Groenewen, 2003).  

Las conexiones cortico-estriado-pálido-tálamo-corticales que forman el circuito motor son las más 

relevantes en la fisiología del movimiento y en la fisiopatología de los trastornos motores.  

El circuito motor une áreas motoras precentrales y áreas sensitivas postcentrales, con la región 

sensitivo-motora del St (putamen dorsolateral), empleando glutamato como neurotransmisor y 

siendo, por tanto, una conexión excitadora (Parent y Hazrati, 1995). El St, dentro de los GB, es 

considerado el núcleo integrador y principal receptor de las conexiones más importantes 

provenientes de las diferentes zonas de la  corteza cerebral (Alexander y Crutcher, 1990; De Long, 1990; 

Graybiel, 1990).   

Al mismo tiempo, el St recibe aferencias masivas provenientes del tálamo y de la SNc y menos 

abundantes provenientes del GP, NST, núcleo dorsal del rafe, locus coeruleos, porción basolateral de 

la amígdala  y el NPP (Parent y cols, 1995; Onn y cols, 2000). 

Albin, Young y Penney en 1989, propusieron un modelo anátomo funcional de los GB,  subdividido en 

vía “directa” e “indirecta”, partiendo de diferentes poblaciones neuronales estriatales y alcanzando los 

núcleos de salida (GPm y SNr) a través de una ruta diferente (Albin y cols, 1989) (Fig. 1). Aunque el 

estado actual del conocimiento sobre el funcionamiento de los GB ha permitido  profundizar en el 
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papel que desempeñan las conexiones recíprocas entre núcleos como el GP y el NST, el modelo de 

funcionamiento propuesto por  Albin, Young y Penney en 1989, se considera válido en la actualidad 

(Albin y cols, 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

La vía “directa” es monosináptica y tiene su origen en neuronas gabaérgicas inhibitorias que co-

expresan sustancia P y dinorfina, presentan receptores dopaminérgicos D1 y proyectan sobre la 

región sensitivo-motora del GPm y la SNr  (Alexander y Crutcher, 1990;  De Long, 1990; Obeso y cols, 

2000a; Groenewen, 2003) (Fig.1).  La vía “indirecta” por su parte, es polisináptica, se origina en las 

neuronas estriatales gabaérgicas que coexpresan encefalina, presenta receptores dopaminérgicos D2 y 

proyecta al GPl (Fig. 1). El GPl envía eferencias gabaérgicas a la región sensitivomotora del NST, 

que a su vez proyecta al GPm y a la SNr, empleando Glu como neurotransmisor y por tanto 

excitando la salida de los GB (Alexander y Crutcher, 1990).   

Las eferencias del GPm y la SNr son gabaérgicas y proyectan a los núcleos motores del tálamo 

(núcleos ventral anterior y ventral lateral), en ruta hacia la corteza y núcleos troncoencefálicos. Las 

eferencias tálamo-corticales glutamatérgicas, proyectan sobre las zonas motoras de corteza y cierran 

el circuito (Alexander y Crutcher, 1990; Rodríguez-Oroz  y cols, 2004).  

Este modelo sugiere que la activación de la vía corticoestriatal produce, a partir de la “vía directa”: 

inhibición gabaérgica de las neuronas del GPm y la SNr, desinhibición de los núcleos talámicos 

diana y facilitación de las proyecciones talámicas a las áreas motoras precentrales. El efecto neto de 

esa secuencia sería una retroalimentación positiva de los movimientos iniciados en la corteza 

(Alexander y Crutcher, 1990).  

Por su parte, en las neuronas gabaérgicas de la “vía indirecta”, la estimulación corticoestriatal 

produce: inhibición del GPl, desinhibición del NST, excitación del GPm y la SNr que aumenta su 
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Fig. 1 Diagrama del funcionamiento normal 
de los ganglios basales. Leyenda: (-) 
inhibitorio; (+) excitatorio; GPl: globus 
pallidum lateral; NST: núcleo subtalámico; 
GPm: globus pallidum medial; SNr: 
substantia nigra reticulata; SNc: substantia 
nigra compacta; Glu: glutamato; Gaba: ácido 
γ-amino butírico; DA: dopamina; Enc: 
encefalinas; Din: dinorfinas; Sust. P: 
sustancia P; D1 y D2: subtipos de receptores 
dopaminérgicos. El grosor de la flechas está 
en relación con la actividad de la conexión.  
            

Corteza Motora 
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actividad eferente inhibitoria sobre sus dianas talámicas y troncoencefálicas junto a la  reducción de 

la facilitación de la vía tálamo-corteza motora. El efecto neto de esta secuencia sería una 

retroalimentación negativa de los movimientos, que podría ser funcionalmente interpretado como 

una inhibición de las contracciones musculares inadecuadas al movimiento en marcha, o una señal 

de detención del movimiento (Alexander y Crutcher, 1990; De Long, 1990; Obeso y cols, 2000a). 

En resumen, el aspecto fundamental de la fisiología de los GB, con énfasis en el circuito motor, consiste 

en que la inhibición en los núcleos de salida (GPm/SNr) conduce a una facilitación del movimiento, 

mientras que el aumento en las descargas neuronales de estos provoca detención o inhibición del mismo 

(Albin y Greenamyre, 1989; Parent y Hazrati, 1995; Wichmann y De Long, 1997; Rodríguez-Oroz y cols, 

2004). Una señal cortical evocará una secuencia temporal de excitación o inhibición en las neuronas 

de la SNr y el GPm y la alteración de este patrón de señal puede conducir a trastornos del 

movimiento (Alexander y cols, 1985). 

1. Vía dopaminérgica nigroestriatal   

En 1959 se demostró la presencia de DA en el cerebro humano (Carlsoon, 1959). La DA se sintetiza a 

partir del aminoácido tirosina, el cual se encuentra en el plasma en concentraciones de 60-70µM y en 

el parénquima cerebral en concentraciones superiores a 70µM (Rodríguez, 2004).    

La mayor concentración de DA en el cerebro se encuentra en las terminales estriatales de las 

neuronas agrupadas en la SNc, cuyos axones constituyen la vía dopaminérgica nigroestriatal 

(Rodríguez, 2004).  

Se conoce que la DA posee efectos diferenciales sobre las neuronas estriatofugales  (Alexander y 

Crutcher, 1990; Graybiel, 1990; Gerfen, 2000; Onn y cols, 2000). Este neurotransmisor tiene un efecto 

excitador sobre las neuronas estriatales que proyectan hacia la “vía directa” e inhibidor sobre las 

neuronas que proyectan hacia la “vía indirecta” del circuito motor (Graybiel, 1990; Albin, 1995).  

Este efecto diferencial se ha propuesto que está relacionado con la distribución también diferencial 

de los subtipos principales de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) (Gerfen y cols, 1995; Gerfen, 2000, 

Hurley y Jenner, 2006). Gerfen y cols en 1995 sugirieron que los receptores D1 son preferencialmente 

expresados por las neuronas de la proyección estriatonigral y probablemente estriatopalidal medial 

que conforman la “vía directa”, mientras que los receptores D2 son expresados preferencialmente 

por las neuronas de la proyección estriato palidal lateral que conforman la “vía indirecta” (Gerfen y 

cols, 1995). Atendiendo a esta regulación diferencial, elevados niveles de DA estriatal resultan en 

una inhibición de los núcleos eferentes de los GB (SNr y GPm), mientras que la disminución en las 

concentraciones de DA estriatal conduce a una fuerte estimulación de dichas estructuras (Gerfen, 

2000).  

II. ENFERMEDAD DE PARKINSON  
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En 1817, James Parkinson describió de forma detallada los síntomas clínicos de la enfermedad que 

posteriormente llevaría su nombre. En su ensayo sobre la Parálisis Agitante, James Parkinson 

definió la sintomatología como: “Involuntary tremulous motion, with lessened muscular power, in 

parts not in action and even when supported; with a propensity to bend the trunk forward, and to 

pass from a walking to a running pace: the senses and intellects being uninjured” 1 (Parkinson, 

1817)  

Si bien en el último punto, los conceptos clínicos sobre la enfermedad se han modificado, la 

evolución asimétrica y el curso de la enfermedad, la sintomatología temblorosa, la marcha 

festinante de aparición más tardía y el enlentecimiento motor fueron detallados de forma clara en 

esta primera descripción (Barraquer, 2004).  

La EP es una enfermedad neurodegenerativa que afecta primariamente a las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc, causando pobreza y lentitud en los movimientos (Poewe y Wenning, 

1996). El síndrome parkinsoniano comprende al menos dos de cuatro signos básicos: 

bradicinesia/acinesia, temblor, rigidez y trastorno postural (Alberca y Ochoa, 1997).   

La etiología y los mecanismos patogénicos de la EP son, y posiblemente seguirán siendo durante 

muchos años, desconocidos (Alonso y Jiménez, 2004). Se ha sugerido que las causas de la EP son 

multifactoriales e intervienen en ella factores genéticos, ambientales y el envejecimiento (Alonso y 

Jiménez, 2004). Los factores etiológicos reseñados ocasionan la muerte de las células 

dopaminérgicas por necrosis celular o apoptosis, como consecuencia de la disfunción molecular o 

bioquímica originada por uno o más de los siguientes mecanismos patogénicos (Mayeux, 2003; 

López-Lozano y Álvarez-Santullano, 2004):    

 Estrés oxidativo con lesiones y anomalías originadas por radicales libres y peroxidación 

lipídica subsiguiente.  

 Alteración de la función mitocondrial.   

 Deficiencia o falta de factores neutróficos (FNT); inflamación y mecanismos inmunológicos 
diversos, auto y alogénicos.  

 Excitotoxicidad  

 Citotoxicidad producida por acumulación de calcio.  

De los diversos mecanismos propuestos, la hipótesis de los radicales libres como causantes de la 

muerte celular ha sido investigada detalladamente en la EP (Mayeux, 2003). Las neuronas 

dopaminérgicas nigrales son particularmente vulnerables a la degeneración ya que presentan altas 

concentraciones de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Blum y cols, 2001). El catabolismo 

enzimático de la DA induce la formación de H2O2 por medio de la actividad de la enzima 

                                                 
1 Movimientos trémulos involuntarios, con reducción de la fuerza muscular, en partes del cuerpo en reposo, incluso si 
están apoyadas; con una propensión a inclinar el tronco hacia adelante y a pasar de un ritmo de marcha a otro de carrera, 
mientras que los sentidos y la inteligencia se mantienen intactos.  
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monoamino oxidasa (MAO) (Fanh y Cohen, 1992).  La auto-oxidación no enzimática de la DA 

promueve la formación de neuromelanina y esta a su vez, la formación de radicales hidroxilo 

cuando se combina con el hierro (Hirsch y cols, 1997).  

Por otra parte, las neuronas dopaminérgicas son dependientes del sistema de fosforilación oxidativa 

como fuente de energía, por lo que un defecto en la cadena respiratoria puede incrementar el riesgo 

de muerte neuronal (López-Lozano y Álvarez-Santullano, 2004). En los enfermos parkinsonianos se ha 

demostrado una reducción mayor del 35% de la actividad del complejo I mitocondrial en las células 

de la SNc, que es específica de la enfermedad (Schapira, 1994).  

La deficiencia o alteraciones de los FNT también se ha contemplado dentro de los mecanismos 

etiopatogénicos de la EP (Sebastián, 2004). Los FNT son moléculas proteicas que estimulan la 

proliferación y la supervivencia celular (Landreth, 1999). Un gran número de ellos ha demostrado 

actuar sobre las neuronas dopaminérgicas, entre ellos el factor neurotrófico derivado del cerebro 

(FNDC, del inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) y el factor neurotrófico derivado de la glía 

(FNDG, del inglés Glial Derived Neurotrophic Factor) (Sebastián, 2004).  

El FNDG fue el primer FNT al cual se le atribuyó el apoyo a la supervivencia y diferenciación de 

las células dopaminérgicas mesencefálicas y las células estriatales (Landreth, 1999). Al mismo 

tiempo, el FNDG mantiene un apoyo trófico selectivo sobre las células dopaminérgicas expuestas a 

un daño físico o químico (Nosrat y cols, 2004).  

El FNDC es normalmente expresado por las neuronas del sistema dopaminérgico nigroestriatal 

adulto (Knott y cols, 2002). La inyección intraestriatal de esta proteína atenúa la conducta rotacional 

inducida por agonistas dopaminérgicos en los modelos experimentales de EP en roedores, mientras 

que los implantes de fibroblastos secretores de FNDC previenen la muerte, inducida por 6-OHDA, 

de las células dopaminérgicas nigrales (Sebastián, 2004).  

El estrés oxidativo y las fallas mitocondriales convergen en la inducción de apoptosis en distintos 

sistemas celulares. Por esta razón se ha hipotetizado sobre el curso apoptótico de la muerte de las 

células dopaminérgicas nigrales (Blum y cols, 2001). Los primeros hallazgos del estudio de 

fragmentación del ADN en cerebros de pacientes con EP, revelaron la presencia de cuerpos 

apoptóticos en el tejido nigral (Jordán, 2003). No obstante no se ha descartado el desarrollo de un 

curso necrótico concomitante, tomando en cuenta la exposición prolongada de las células 

dopaminérgicas a la estimulación glutamatérgica de origen subtalámica (Martín, 2001).  

En los modelos experimentales de la EP los estudios de muerte celular, se han dirigido 

mayoritariamente a la SNc, mientras que el efecto de la denervación dopaminérgica sobre la muerte 

celular en otros núcleos ha sido menos abordada (Dauer y Przedborski, 2003).    

1. Alteraciones en el funcionamiento de los GB en la EP  
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La degeneración de las células dopaminérgicas de la SNc provoca la pérdida de la influencia de la 

DA sobre sus blancos estriatales afectándose de manera diferente la transmisión a través de las vías 

“directa” e “indirecta” del circuito motor (Bergman y cols, 1998; Obeso y cols, 2000b; Kelly y Strick, 

2004).    

La transmisión sináptica a través de la vía “directa” (St-GPm/SNr) está sensiblemente disminuida, 

por lo cual debido a su naturaleza gabaérgica, los potenciales postsinápticos inhibitorios que esta 

vía genera en las neuronas de los núcleos eferentes, GP y SNr, están  disminuidos (De Long, 1990; 

Smith y Kieval, 2000).   

La vía indirecta (St-GPl-NST-GPm/SNr) tiene incrementada la actividad gabaérgica del St sobre el 

GPl  (De Long, 1990; Smith y Kieval, 2000) lo cual produce una considerable disminución del efecto 

de “frenado” sobre el NST (De Long, 1990; Obeso y cols, 2000a) (Fig. 2). Este último, a su vez, recibe 

simultáneamente una aferencia glutamatérgica de origen cortical (vía hiperdirecta) cuyo efecto se 

hace predominante (De Long, 1990; Bergman y cols, 1998; Obeso y cols, 2000a).  

Por último, el NST con neuronas glutamatérgicas excitadoras, incrementa su actividad  sobre los 

núcleos eferentes de los GB (GPm/SNr) (Albin 1995; Hamani y cols, 2003). De esta manera se  

incrementan y modifican los patrones de actividad de GPm/SNr, con un aumento de sus efectos 

inhibidores tanto sobre el tálamo motor como sobre el NPP (Fig. 2).  

Adicionalmente, en ausencia de DA se facilita una sincronización aberrante de la actividad neuronal 

del NST y los núcleos de salida de los GB (Rodríguez-Oroz  y cols, 2004).   

El resultado neto del desbalance explicado anteriormente, es una hiperactividad en los núcleos 

eferentes (GPm y  SNr) y sus proyecciones inhibitorias hacia el tálamo ventrolateral con el 

consecuente empobrecimiento de la actividad motora (De Long, 1990; Obeso y cols, 2000a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Diagrama del funcionamiento del circuito 
motor de  los ganglios basales en el parkinsonismo. 
Leyenda: (-) inhibitorio; (+) excitatorio; GPl: 
globus pallidum lateral; NST: núcleo subtalámico; 
GPm: globus pallidum medial; SNr: substantia 
nigra reticulata; SNc: substantia nigra compacta; 
Glu: glutamato; Gaba: ácido γ-amino butírico; DA: 
dopamina; Enc: encefalinas; Din: dinorfinas; Sust. 
P: sustancia P. El trazo con líneas discontinuas 
significa la pérdida de las células dopaminérgicas 
de la SNc y de la vía  nigroestriatal. El mayor 
grosor de las flechas se corresponde con un 
incremento de la transmisión sináptica y el menor 
grosor con una disminución de la transmisión 
sináptica.  
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De acuerdo con este modelo, la actividad neuronal del GPm/SNr en la EP está aumentada, lo cual 

está sustentado por los siguientes hallazgos:  

 Un incremento en la captación de 2-deoxiglucosa como un índice de activación neuronal de las 

células subtalámicas  en primates (Mitchell y cols, 1989).   

 Un incremento de la actividad de descarga de las células del NST y sus núcleos diana (SNr y el 

GPm) en primates y ratas parkinsonizados (Fillion y Tremblay, 1991; Robledo y Feger, 1990).  

 El bloqueo farmacológico de la proyección excitatoria glutamatérgica subtalámica disminuye la 

hiperactividad de las células del GPm y la SNr en ratas hemiparkinsonizadas (Burns y cols, 1993).  

Este modelo de disfunción no contempla otro grupo de proyecciones que se originan en diferentes 

núcleos de los GB, alcanzan el tallo cerebral (específicamente a nivel de la zona que ocupa el 

tegmento mesopontino) y también resultan afectadas en la condición parkinsoniana (Lee y cols, 

2000). Estas proyecciones entre los GB y el tallo cerebral sugieren que las alteraciones en el 

funcionamiento del NPP pueden ser responsables de algunos de los síntomas axiales descritos en la 

EP ya que el tallo cerebral está involucrado en el control de la musculatura axial, y esta es crucial en 

el mantenimiento de la postura y de la marcha (Takakusaki y cols, 2003).  

2. Modelos experimentales de parkinsonismo  

Una vez establecida la participación de la DA en la patogénesis de la EP, creció el interés por 

desarrollar modelos experimentales de EP a partir de lesiones de la SNc (Carlsoon, 1959). En 1959, 

Senoh y Witkop aislaron la 6-OHDA, un análogo hidroxilado de la DA (Senoh y Witkop, 1959). 

Porter en 1965 demostró que la administración sistémica de 6-OHDA a roedores induce una 

deficiencia noradrenérgica en el sistema nervioso autónomo del corazón (Porter y cols, 1965). Otros 

autores documentaron igualmente la acción tóxica de la sustancia sobre las terminales nerviosas 

simpáticas (Thoenen y Tranzer, 1968). Sin embargo, dado que la 6-OHDA no atraviesa la barrera 

hematoencefálica, la destrucción de las neuronas centrales solo se logró con la administración 

intracerebral directa de la neurotoxina (Ungerstedt 1968, 1976).  

2.1 Modelo rotatorio de 6-OHDA  

A inicios de la década de los años 70, el grupo de Ungerstedt, publicó que la inyección intracerebral 

de 6-OHDA en el sistema dopaminérgico mesostriatal causa una disminución drástica de la DA en 

el St (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970). La 6-OHDA es tomada selectivamente por las células que 

tienen un sistema de transporte de membrana para las catecolaminas y las destruye. La muerte 

celular se produce, al parecer, por autoxidación de la toxina hasta compuestos (6-OH quinona y 

H2O2) altamente reactivos y potencialmente citotóxicos  (Chase y Oh, 2000).  

En 1970, quedó establecido el modelo rotatorio de 6-OHDA cuando Ungerstedt y Arbuthnott  

publicaron que la administración sistémica de D-anfetamina a ratas con lesión unilateral de la vía 
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nigroestriatal, por inyección de la neurotoxina 6-OHDA, producía giros completos ipsilaterales al 

hemisferio lesionado. La cuantificación de los giros, ofrece una medida de la deficiencia 

dopaminérgica (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970). La D-anfetamina estimula la liberación de DA de las 

terminales intactas contralaterales a la lesión, lo cual acentúa el desbalance entre el hemisferio sano 

y el lesionado exacerbando la asimetría motora (Jeon y cols, 1995; Dauer y Przedborski, 2003; Hirsch y 

cols, 2003).  

2.2 Modelo de EP  por administración de MPTP   

La pro-neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un compuesto con efectos 

parkinsogénicos que se ha convertido en el prototipo de cómo una toxina (endógena o exógena) 

puede contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Jenner, 2003). La magnitud de 

los efectos parkinsonizantes del MPTP se evidenció cuando, de forma involuntaria, un grupo de 

jóvenes drogadictos se lo inyectaron como heroína sintética y desarrollaron un cuadro clínico muy 

similar al de los pacientes parkinsonianos (Langston y cols, 1983). El mecanismo por el cual esta 

neurotoxina provoca la muerte neuronal es complejo destacándose los siguientes factores: alteración 

mitocondrial, producción de radicales libres, incremento del calcio intracelular y predominio de la 

neurotransmisión excitatoria (Kopin y Schoemberg, 1988;  Schobert, 2004).   

La validez del modelo experimental secundario a la intoxicación con MPTP ha sido corroborada en 

múltiples estudios en los cuales se han determinado: las características clínicas y 

anatomopatológicas; la afectación de varios sistemas de neurotransmisores y neuromoduladores; la 

alteración funcional de los GB así como su aplicabilidad para nuevos ensayos terapéuticos (Jenner, 

2003).  

2.3 Otros modelos experimentales de EP  

Con el advenimiento de las técnicas de biología molecular y el conocimiento del genoma,  se han 

desarrollado otros modelos que o bien contienen copias adicionales de un gen o carecen de un gen 

que es reemplazado por otro que expresa una proteína no funcional (ejemplo: el modelo de ratón 

deficiente del gen que expresa la proteína parkin) (Goldberg y cols, 2003; Bossy-Wetzel y cols, 2004; 

Hirsch, 2006).  

3. Principales alternativas de tratamiento en la EP 

El tratamiento contemporáneo de la EP se basa en la utilización de fármacos que intentan 

compensar la deficiencia dopaminérgica. En esta dirección la administración del aminoácido L-

DOPA, es el más efectivo de los tratamientos farmacológicos disponibles hasta el momento 

(Jankovic y Marsden, 1998; Mayeux, 2003). No obstante, el uso prolongado de este medicamento 

acarrea complicaciones motoras y psiquiátricas lo cual ha incentivado la búsqueda y evaluación de 
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nuevas terapias alternativas, tanto desde el punto de vista farmacológico como quirúrgico 

(Benazzouz y Hallet, 2000).  

En relación con el tratamiento farmacológico, un número de fármacos son combinados en 

diferentes dosificaciones con la L-DOPA entre ellas: inhibidores de la MAO como el deprenilo, 

antagonistas colinérgicos, antagonistas de los receptores NMDA como la amantadina, y 

particularmente agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina y el pergolide (Jankovic, 2000; 

Rogers, 2000).  

En lo que concierne a los tratamientos farmacológicos encaminados a la neuroprotección, en la 

tabla I se muestra un grupo de fármacos con potencialidades para enlentecer el curso progresivo de 

la EP atendiendo a los resultados de los estudios preclínicos (Schapira, 2002; Ravina y cols, 2003, 

Savitt y cols, 2006).  

Tabla I. Principales fármacos con actividad de neuroprotección aplicadas exitosamente en estudios 
preclínicos. FNT: Factores Neurotróficos, MPTP: 1 metil, 4 fenil, 1,2,3,6 tetrahidropiridina, PNH: Primates 
No-Humanos, DA: dopamina.  
 

Fármaco Efecto más conocido 

Cafeína Puede actuar como antagonista de los receptores de 
adenosina   

Coenzima Q10 Actividad antioxidante 

Estrógenos (específicamente el 17 β-estradiol) Modulan eventos de transcripción nuclear y cascadas 
de señalización intracelular 

Gangliósidos GM-1 Su acción está relacionada con la actividad de los 
factores neurotróficos 

Minociclina Cruza fácilmente la barrera hematoencefálica e 
inhibe los eventos inflamatorios relacionados con la 
actividad microglial 

Nicotina Previene la toxicidad inducida por MPTP en PNH y 
puede actuar como antioxidante o atenuando los 
procesos de excitoxicidad 

Ligando de las neuroinmunofilinas GPI-1485 Posee actividad neurotrófica sin mostrar las 
propiedades  inmunosupresivas de los fármacos 
similares. 

Complejo rasigilina/selegilina Su mecanismo de neuroprotección es multifactorial y 
tienen un probado efecto antiapoptótico 

Rompirol y Pramipexol Ambos son derivados de agonistas de la DA y 
muestran actividad antioxidante 

 

Las terapias quirúrgicas más empleadas en la EP son el trasplante de tejido, la lesión selectiva de 

diferentes núcleos de los GB, y la estimulación profunda del NST y muy recientemente del NPP 

(Luquin, 2004, Obeso y cols, 2000b; Benazzouz y Hallett, 2000; Alvarez y cols, 2001, 2005; Maurice  y 

cols, 2003; Windels y cols, 2003; Dezawa y cols, 2004;  Paul y cols, 2004; Stefani y cols, 2007).  

No obstante, a pesar de los avances en el tratamiento farmacológico y quirúrgico para la EP, 

ninguno de ellos por sí solo, atenúa o elimina todos los signos y síntomas que caracterizan a la EP, 

y tampoco ninguno de ellos ha sustituido a la terapia con L-DOPA a largo plazo (Obeso y cols, 
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2000b; Walters y cols, 2000). Una posible explicación es que la fisiopatología de muchos de los 

síntomas cardinales de la EP, involucra no sólo el lazo motor (corteza motora-GB-corteza motora), 

sino que alcanza la disfunción de otros núcleos y circuitos, secundaria a la degeneración de las 

células dopaminérgicas nigrales (Viallet y Witjas, 2003).   

3.1 La lesión selectiva del núcleo subtalámico como alternativa quirúrgica en la EP 

La hiperactividad del NST es actualmente aceptada como uno de los pilares de la fisiopatología de 

la EP lo cual ha sido demostrado en PNH parkinsonizados por administración de MPTP (Rodríguez-

Oroz y cols, 2001). En este modelo se ha encontrado un incremento significativo en la actividad 

subtalámica y de los núcleos de salida de los GB: la SNr y el GPm (Mitchell y cols, 1989; Bergman y 

cols, 1994; Vila y cols, 1997). Guridi y cols en 1996 demostraron que la lesión selectiva del NST en 

este modelo experimental se acompaña de un mejoramiento importante de los signos motores tales 

como la acinesia y la rigidez así como los trastornos posturales y de la marcha (Guridi y cols, 1996).  

Igualmente se evidenció el impacto de la lesión del NST reduciendo la expresión del ARNm de la 

enzima que cataliza el paso limitante en la síntesis de GABA en la SNr y el GPm, en consonancia 

con una menor actividad de descarga eléctrica en estos núcleos (Wichmann y cols, 1994; Guridi y cols, 

1996).  

En el modelo de hemiparkinsonismo en ratas por inyección de la neurotoxina 6-OHDA en la SNc se 

ha documentado igualmente, un incremento significativo en la actividad metabólica y eléctrica de 

las neuronas de los núcleos de salida de los GB, lo cual se ha revertido después de la lesión 

excitotóxica del NST (Blandini y cols, 1997).  

Otros estudios en este mismo modelo han revelado que la lesión excitotóxica del NST promueve 

una disminución significativa del número de giros inducidos por la administración de agonistas 

dopaminérgicos, junto al mejoramiento de otras variables que describen la ejecución motora del 

animal (Henderson y cols, 1999).  

Estos hallazgos experimentales, unido a las limitaciones existentes en el manejo farmacológico de 

la EP en sus estadios más avanzados, así como al desarrollo de los sistemas de registro de actividad 

eléctrica profunda y a las técnicas imagenológicas de alta resolución, han conducido al 

resurgimiento de la cirugía estereotáctica, específicamente de la subtalamotomía como alternativa 

terapéutica para la EP (Obeso y cols, 2000b, Rodríguez-Oroz y cols, 2001).                                                         

III. NEUROPROTECCIÓN EN LA EP EXPERIMENTAL 

En los últimos años se han desarrollado tratamientos farmacológicos en la EP que actúan sobre 

sistemas cerebrales distintos al dopaminérgico, como son los sistemas glutamatérgico, 

noradrenérgico o peptidérgico, implicados en la fisiopatología de la enfermedad (López-Lozano y 

Alvarez-Santullano, 2004). En contraste con el tratamiento sintomático, el objetivo del tratamiento 
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neuroprotector es proteger o evitar la muerte neuronas vulnerables al proceso degenerativo (Levi y 

Brimble, 2004).   

1. Neuroprotección basada en la disminución de la actividad glutamatérgica  

El glutamato es un aminoácido excitador que activa diversos tipos de receptores ampliamente 

localizados en los núcleos que forman los GB (Alonso-Solis, 1992). La activación de los receptores 

ionotrópicos, específicamente del tipo NMDA, induce la apertura de canales de calcio en la 

membrana celular (Smith y cols, 2001). Por otra parte, la activación de receptores metabotrópicos al 

glutamato asociados a proteína G, actúa modulando sistemas de segundos mensajeros a través de 

nucleótidos cíclicos o del metabolismo del fosfoinositol (Smith y cols, 2001; Marino y cols, 2003). 

En la EP, como consecuencia de la pérdida de neuronas en la SNc y de la degeneración de la vía 

nigroestriatal, existe una hiperactividad de las eferencias del NST: el GPm y la SNr, y posiblemente 

de las conexiones del NST con la SNc y el área tegmental ventral (ATV) (Dauer y Przedborski, 2003). 

En estas condiciones, las neuronas dopaminérgicas de la SNc, que poseen una vasta representación 

de receptores glutamatérgicos ionotrópicos y metabotrópicos, serían más vulnerables a los efectos 

producidos por la liberación de Glu en sus sinapsis (Bezard y Gross, 1998). De esta forma, el Glu se 

convertiría en un tóxico endógeno, ya que permitiría la entrada masiva de calcio a la célula, que 

desencadenaría un conjunto de reacciones dañinas para su supervivencia (Marin y Tolosa, 1999). De 

forma resumida, la entrada de calcio provocaría: formación de radicales libres y activación de 

proteasas y lipasas-calcio dependientes así como activación de la enzima óxido nítrico sintetasa que 

desencadenaría la producción de óxido nítrico (Obrenovitch, 2001). Este compuesto produce 

inhibición de los complejos mitocondriales I y II, por lo que disminuiría la producción de energía 

celular necesaria para los procesos metabólicos celulares claves y aumentaría el estrés celular 

(Zeevalk y cols, 2000). El calcio provocaría una caída de potencial de la membrana mitocondrial con 

la consiguiente apertura de poros en la membrana y salida de los productos proapoptóticos al 

citoplasma celular (Reggo y Oliveira, 2003). El calcio es, además, capaz de producir daño 

mitocondrial por sí mismo (Jordán y cols, 2000).    

Las evidencias experimentales apuntan a un efecto neuroprotector de diversas estrategias dirigidas 

a: limitar la acción del Glu sobre sus receptores, por medio de la administración de antagonistas 

glutamatérgicos, o atenuar la exposición de las células de la SNc a la acción de este neurotransmisor 

a través de la lesión temprana del NST (Turski y cols, 1991; Brouillet y Beal, 1993; Nakao y cols, 1999; 

Blandini y cols, 2001a;  Phillips y cols, 2006).  

Se ha demostrado que la administración sistémica previa del antagonista de los receptores NMDA, 

MK-801, previene la toxicidad del ión 1-metil 4-fenil 1,2,3-piridina (MPP+) inyectado directamente 

en la SNc de las ratas (Turski y cols, 1991). Otros trabajos han documentado que la administración 
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concomitante de MK-801 y MPTP a PNH, previene la degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc (Zuddas y cols, 1992).   

La deficiencia dopaminérgica induce una redistribución y un cambio en la composición y 

fosforilación de las  subunidades proteicas del receptor NMDA (Dunha y cols, 2000). En los 

receptores NMDA estriatales se redistribuyen las subunidades NR1, NR2A y NR2B, desde las 

membranas citoplasmáticas hasta los compartimentos intracelulares, con la consecuente 

internalización de una parte del receptor (Dunha  y cols, 2000; Loftis y Janowsky, 2003).  

La fosforilación de las proteínas opera como un mecanismo regulador muy importante en el 

receptor NMDA (Gurd, 1997). Específicamente la fosforilación de los residuos de tirosina modula 

algunas propiedades del receptor como canal iónico entre ellas su probabilidad de apertura, por lo 

que este mecanismo participa de manera directa en el control de la transmisión sináptica mediada 

por Glu (Gurd, 1997; Oh y cols, 1998; Dunha y cols, 2000; Marino y cols, 2003).  Se ha señalado, que el 

bloqueo de la transmisión glutamatérgica ejercido por el antagonista MK-801 puede estar vinculado 

con el efecto de este medicamento, impidiendo la activación de la unidad NR2B del receptor 

NMDA (Ravenscroft y Brotchie, 2000). Este mecanismo puede estar relacionado con el efecto 

neuroprotector del MK-801 (Marino y cols, 2003).  

Aunque el St ha sido el núcleo donde se han estudiado las modificaciones descritas anteriormente, 

no se descarta la posibilidad de que los receptores NMDA extraestriatales experimenten cambios 

similares (Nash y Brotchie, 2002). Por esta razón, se ha señalado que los receptores NMDA 

localizados en la SNc pueden desempeñar un papel relevante en el proceso neurodegenerativo 

nigral en la EP (Ravenscroft y Brotchie, 2000).  

En el orden quirúrgico, Piallat y cols en 1996, han señalado que la lesión del NST previa a la 

inyección de la neurotoxina 6-OHDA en el St de las ratas, atenúa la pérdida de cuerpos celulares 

dopaminérgicos en contraposición a la pérdida masiva de estos en las ratas con lesión de la SNc sin 

ablación quirúrgica del NST (Piallat y cols, 1996). Resultados similares publicaron Nakao y cols,  los 

cuales señalaron una mejor supervivencia de las células dopaminérgicas en el grupo de ratas con 

lesión neurotóxica del NST y seguidamente inyección de la neurotoxina ácido 3-nitropropiónico, la 

cual interfiere con la maquinaria energética mitocondrial de las células estriatales (Nakao y cols, 

1999).  

Por otra parte, la lesión neurotóxica del NPP previo a la administración de MPTP a PNH produce 

una disminución en la discapacidad motora mostrada por los sujetos experimentales, así como una 

mejor supervivencia de las células dopaminérgicas nigrales (Takada y cols, 2000).  Estos autores 

sugieren que la disminución del tono glutamatérgico sobre las células nigrales enlentece o suprime 

el disparo de los mecanismos neurotóxicos asociados a la inyección de la neurotoxina MPTP.  
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2. Neuroprotección basada en la exposición a nicotina  

El uso potencial de la nicotina en experimentos encaminados a la neuroprotección  se basa en la 

menor incidencia de la EP entre sujetos fumadores (Quick, 2004). No obstante, los resultados 

obtenidos en estudios epidemiológicos han sido controversiales y algunos autores señalan que la 

relación inversa entre el hábito de fumar y el padecimiento de la EP no alcanza significación 

estadística (Zhou y cols, 2003).   

En estudios in vitro el pretratamiento con (-) nicotina protege a las células estriatales y 

mesencefálicas contra la neurotoxicidad inducida por Glu, e igualmente atenúa la toxicidad 

promovida tanto por el β-amiloide como por el etanol o la deprivación de factor de crecimiento de 

nervio (Minana y cols, 1998; Meyer y cols, 1998; Li y cols, 1999; Copeland y cols, 2005). En el mismo 

sentido la aplicación de (-) nicotina a cultivos primarios de células mesencefálicas los protege de los 

efectos neurotóxicos de la administración de MPP+  (Jeyarasasingam y cols, 2002).    

La administración de (-) nicotina a roedores con daño de las células dopaminérgicas nigrales, 

origina una acción neuroprotectora similar a la descrita anteriormente (Janson y cols, 1988; Behmand 

y Harik, 1992).  

Los mecanismos responsables de la menor incidencia de EP entre sujetos fumadores se desconocen 

en la actualidad. El tabaco contiene múltiples productos químicos con potencialidad para alterar los 

procesos biológicos por lo que se han formulado varias hipótesis que intentan explicar el aparente 

efecto neuroprotector del hábito de fumar sobre el sistema dopaminérgico (Quick y Kulak, 2002; 

Martyn y Gale, 2003). La nicotina ha sido el foco principal de estudio en esta dirección por sus 

efectos positivos sobre la liberación de DA, pero no se descartan otras sustancias presentes en el 

tabaco o metabolitos de la nicotina como la conitina que puedan mediar o potenciar la 

neuroprotección (Baccafusco y Terry, 2003).  

Los efectos relacionados con la nicotina, tanto en modelos experimentales como en pacientes 

parkinsonianos, pueden ser dependientes o no de la activación de los receptores colinérgicos 

nicotínicos (Quick, 2004, Giniatullin y cols, 2005; Xie y cols, 2005). Entre las alternativas no 

dependientes de la activación de los receptores nicotínicos se plantea que la exposición a nicotina 

promueve un incremento en la expresión y liberación de FNT como del FNDG y del derivado de los 

fibroblastos (FNDF) (Maggio y cols, 1997). En su conjunto estas moléculas proteicas son cruciales 

para el mantenimiento, supervivencia y regeneración neuronal (Maggio y cols, 1997 y 1998; Roceri y 

cols, 2001).  

De igual forma se ha señalado un incremento en la expresión de la enzima citocromo P450 en el 

cerebro de sujetos fumadores y de ratas tratadas con (-) nicotina (Miksys y Tyndale, 2006).  Esta 

enzima participa en el metabolismo de varios compuestos como son drogas, carcinógenos 

ambientales y neurotransmisores. En este sentido, se ha postulado que el efecto neuroprotector de la 
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nicotina en la EP puede estar relacionado con el incremento en los niveles de citocromo P450 que 

contribuye a la inactivación de las toxinas (Miksys y Tyndale, 2006).   

En esta misma dirección, la nicotina puede actuar como antioxidante inhibiendo el complejo I de la 

cadena transportadora de electrones con la consecuente reducción en la formación de ERO 

(Newman, 2002).  

Las explicaciones alternativas del efecto neuroprotector mediado por la activación de los receptores 

nicotínicos toman en cuenta mecanismos pre y postsinápticos. En el orden presináptico, se ha 

contemplado que la nicotina modula la liberación de DA estriatal, lo cual pudiera estar involucrado 

en los mecanismos que subyacen al efecto beneficioso de este compuesto sobre los síntomas 

parkinsonianos (Zhou y cols, 2001; Turner, 2004; Quick, 2004; Pimlott y cols, 2004). La localización 

presináptica de los receptores colinérgicos nicotínicos en las terminales nigroestriatales los ubica en 

una posición privilegiada para ejercer esta modulación (Wonnacott, 1997). La activación de estos 

receptores por acetilcolina (ACo)  promueve la entrada de Ca++ y Na+ a la terminal presináptica 

facilitando la despolarización de la neurona y la consecuente exocitosis del neurotransmisor 

(Wonnacott y cols, 2002; Rowell, 2002). 

En el orden postsináptico, se conoce que la actividad de los receptores nicotínicos es dependiente 

del flujo de Ca++ al interior de la neurona (Zhou y cols, 2003). Esta pudiera ser la primera etapa de 

una cascada de vías de señalización intracelular, en la cual participan la vía del óxido nítrico-GMPc 

y la expresión de mediadores de la respuesta inmune, como las interleuquinas (IL) IL1(α y β) e IL6, 

entre otras (Quick, 2004). La activación de estos mecanismos siguiendo la exposición a nicotina 

pudiera ejercer neuroprotección a través de la inhibición de la apoptosis inducida por toxinas y/o la 

expresión incrementada de FNT (Mai, 2003; Quick, 2004).  

IV. NÚCLEO PEDUNCULOPONTINO: COMPOSICIÓN Y LOCALIZACIÓN   

El NPP, comúnmente identificado como grupo de células colinérgicas Ch5, es continuo en 

dirección caudomedial con el núcleo tegmental dorsal lateral o Ch6 (Lee y cols, 2000).  

El NPP, referido por Paxinos y Watson como núcleo pedunculopontino tegmental, contiene diversas 

poblaciones neuronales, neuroquímicamente diferentes. Así se ha determinado la presencia de 

neuronas colinérgicas que también sintetizan un neurotransmisor volátil, el óxido nítrico, en el NPP 

de las ratas (Mesulam y cols, 1983; Vicent y Kimura, 1992). Estas neuronas presentan árboles 

dendríticos extensos que se solapan con otros núcleos y se extienden hasta 300 micras fuera del 

NPP (Erro y Giménez-Amaya, 1999). Igualmente, se conoce la existencia de neuronas 

glutamatérgicas, gabaérgicas y peptidérgicas en el NPP  (Vicent y cols, 1986; García-Rill, 1991; Bevan 

y Bolam, 1995; Ford y cols, 1995). La co-liberación de la amplia variedad de neurotransmisores que 

expresan las células pontinas origina  complejas interacciones entre estos y las células de sus 

núcleos diana (Winn, 2006).  
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Por otra parte, en el NPP se ha encontrado una variada representación de receptores para diferentes 

neurotransmisores. Ellos incluyen: receptores colinérgicos (muscarínicos y nicotínicos), 

noradrenérgicos, serotoninérgicos, glutamatérgicos, gabaérgicos, dopaminérgicos y peptidérgicos 

(Klitenick y Kalivas, 1994; Forster y Blaha, 2004; Ikeda y cols, 2004). Este mosaico molecular sugiere 

que las neuronas del NPP están sujetas al control de diferentes sistemas de neurotransmisión (Winn, 

2006).     
El NPP localizado en la unión pontomesencefálica está conectado con múltiples regiones del 

cerebro entre ellas: la corteza cerebral, los GB, el tálamo y el tallo cerebral (García-Rill, 1991; Bevan 

y Bolam, 1995; Lee y cols, 2000).  

Este núcleo forma una banda de neuronas que se extienden caudalmente desde el locus coeruleus en 

la región peribraquial rodeando las regiones dorsal y lateral del pedúnculo cerebeloso superior hasta 

el nivel de la SN en dirección más rostral (Bolam y cols, 1991; Bevan y Bolam, 1995; Semba y Fibiger, 

1992). El NPP está recíprocamente unido a los GB, recibe y envía proyecciones a la  SNr y núcleo 

entopeduncular (NEP, equivalente al GPm en PNH) así como al NST y a la SNc (Steiniger y 

Kretschmer, 2003; Breit y cols, 2001, 2005, 2006; Mena-Segovia y cols, 2004) (Fig. 3). Se conoce que en 

el NPP se origina la única proyección colinérgica que recibe la SNc, y esta a su vez presenta una 

amplia representación de receptores colinérgicos tanto muscarínicos como nicotínicos (Felder y cols, 

2000; Lee y cols, 2000; Wilson y Dani, 2003). Los estudios inmunohistoquímicos han confirmado que 

los axones colinérgicos del NPP terminan en las neuronas dopaminérgicas de la SNc y del ATV, 

estableciendo contactos sinápticos asimétricos con las dendritas y el soma de estas neuronas 

(Bentivoglio y Morelli, 2005).   

Al mismo tiempo el NPP está conectado con diferentes núcleos del tallo cerebral y de la formación 

reticular, entre ellos: los núcleos reticuloespinales (que participan en el control de la musculatura 

axial), los núcleos cerebelosos profundos, el núcleo de la oliva inferior, los núcleos motores de los 

pares craneales,  y núcleos sensoriales como el del tracto solitario (Homma y cols, 2002).  

Una de las funciones más importantes del NPP está relacionada con la locomoción al formar parte 

de la región locomotora mesencefálica (RLM),  una de las zonas del tallo cerebral donde una 

estimulación eléctrica de muy baja amplitud induce o mejora la locomoción (García-Rill, 1991;  

Kobayashi y cols, 2001; Hathout y Bhidayasiri, 2005). La RLM no ha sido definida desde el punto de 

vista anatómico pero sí se sabe que funcionalmente comprende varios núcleos anatómicamente bien 

definidos, entre ellos el núcleo cuneiforme y las zonas rostral y peribraquial del NPP (Garcia Rill, 

1996). En la Fig. 3 se resumen las principales aferencias y eferencias del NPP.  
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Desde el punto de vista funcional, la literatura plantea dos posibles modelos (no excluyentes entre 

sí) para explicar el funcionamiento del NPP. El primero de ellos contempla que este núcleo 

constituye una estación de relevo entre la corteza cerebral y la médula espinal, actuando como un 

centro de control de la coordinación entre las extremidades en las tareas motoras bimanuales y en la 

locomoción (Erro y cols, 1999; Takakusaki y cols, 2003). El segundo modelo señala al NPP como un 

centro integrador que recibe impulsos excitatorios procedentes de la corteza cerebral y controla la 

actividad del tálamo y los GB, específicamente de las neuronas dopaminérgicas nigrales, 

posiblemente modulando el aprendizaje motor, los sistemas de recompensa y los movimientos 

voluntarios (Matsumura, 2005).   

1. Participación del NPP en la fisiopatología de la EP  

En relación con la participación del NPP en la fisiopatología de la EP, el conocimiento de que tanto 

los núcleos de salida de los GB como el NST y la SNc poseen conexiones recíprocas con el NPP, ha 

revolucionado un tanto el entendimiento y posiblemente el tratamiento de esta entidad (Erro y 

Giménez-Amaya, 1999).  El modelo de las vías “directa” e “indirecta” predice que en la EP y sus 

modelos experimentales debe existir un incremento de las aferencias inhibitorias que alcanzan el 

Glu 

Fig. 3 Principales aferencias y 
eferencias del núcleo 
pedunculopontino con énfasis en las 
conexiones con los ganglios basales. 
Leyenda: GPl: globus pallidum lateral; 
NST: núcleo subtalámico; GPm: 
globus pallidum medial; SNr: 
substantia nigra reticulata; SNc: 
substantia nigra compacta; Haz RE: 
Haz reticuloespinal; Glu: glutamato; 
Gaba: ácido γ-amino butírico; DA: 
dopamina, ACo: acetil colina.  
           Proyecciones aferentes  
           Proyecciones eferentes  
           Proyecciones recíprocas  
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NPP provenientes de los núcleos de salida de los GB. Asimismo, el modelo predice un incremento 

de los impulsos excitatorios provenientes del NST (Mena-Segovia y cols, 2004).  

El incremento de la inhibición pudiera conducir a la disminución o supresión de la actividad del 

NPP, lo cual debería acompañarse de un estado de hipoactividad motora si tomamos en cuenta que 

la estimulación del NPP facilita el movimiento. En concordancia con esta hipótesis, el bloqueo 

farmacológico de los impulsos inhibitorios hacia el NPP atenúa la acinesia en el modelo de 

parkinsonismo por administración de MPTP (Nandi y cols, 2002).  

Sin embargo, las neuronas del NPP en la EP exhiben un incremento de su tasa de descarga, lo cual 

está relacionado con la hiperactividad subtalámica que sigue a la disminución de la actividad 

dopaminérgica en los GB (Breit y cols, 2001, 2005). La literatura señala que la importancia del NPP 

va más allá de los cambios neuropatológicos que se instalan en esta zona en la EP (Jenkinson y cols, 

2005; Stefani  y cols, 2007). El aspecto crucial es definir cuales células del NPP incrementan su tasa 

de descarga en respuesta a la hiperactividad subtalámica y cuales grupos celulares disminuyen su 

tasa de descarga en respuesta a la actividad inhibitoria gabaérgica de los núcleos de salida de los 

GB. La respuesta a estas interrogantes abrirá las puertas a nuevas estrategias terapéuticas que 

involucren los ajustes en el funcionamiento de esta estructura (Hamani y Lozano, 2003; Mena-Segovia 

y cols, 2004; Jenkinson y cols, 2005).   

Una hipótesis muy reciente señala que el proceso degenerativo en la EP no comienza en la SNc 

(Braak y cols, 2004).  En los estadios presintomáticos muy tempranos el proceso neurodegenerativo 

está confinado a la médula oblongada, al tegmento mesopontino y a las estructuras olfatorias 

anteriores. En las etapas francamente sintomáticas los cambios patológicos alcanzan el cerebro 

medio y basal con énfasis en la muerte progresiva de las células dopaminérgicas de la SNc. 

Finalmente, en las etapas más avanzadas los procesos patológicos pueden ser observados en áreas 

corticales de asociación (Braak  y cols, 2004, 2006). Sin dudas, estos conceptos enfatizan en una fase 

premotora inicial que comienza en áreas no dopaminérgicas del cerebro donde el NPP parece jugar 

un papel determinante (Muller y cols, 2006).   

Si bien los cambios en la actividad eléctrica del NPP en el modelo de 6-OHDA han sido ya 

estudiados (Breit y cols, 2001), las alteraciones en las concentraciones extracelulares de Glu y GABA 

y el proceso de muerte celular no han sido abordadas en igual extensión.  

V. ESTUDIOS DE LIBERACIÓN DE NEUROTRANSMISORES Y DENSIDAD DE 

RECEPTORES EN LOS GB  

1. Estudios de liberación de neurotransmisores  
 
El principio de la técnica de microdiálisis cerebral fue concebido por primera vez en 1974 por 

Ungerstedt y Pycock al observar a través de un microscopio de fluorescencia que la DA radiactiva 
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difundía de las terminales nerviosas a los vasos sanguíneos cercanos (Ungerstedt y Pycock, 1974). 

Estos investigadores implantaron entonces fibras de diálisis que funcionaban como vasos 

sanguíneos a través de los cuales se recuperaban neurotransmisores del espacio extracelular.  

Estos hallazgos abrieron paso al desarrollo de los métodos de diálisis cerebral consistente en: un 

sistema cerrado en el que un fino tubo de diálisis es insertado a través del cerebro y se produce la 

transferencia pasiva de sustancias, en virtud de un gradiente de concentración entre el fluido de 

perfusión y el medio extracelular  (Ungerstedt, 1984, 1991).  

Esta técnica permite estudiar los mecanismos de liberación de neurotransmisores endógenos en el 

Sistema Nervioso Central, así como el efecto de la administración de diferentes compuestos activos, 

a partir de las concentraciones extracelulares de dichos neurotransmisores y sus metabolitos (Parson 

y Justice, 1994). Una de sus ventajas más importantes es que puede emplearse indistintamente en 

animales anestesiados o despiertos, lo cual ofrece la posibilidad de correlacionar los hallazgos 

neuroquímicos con las observaciones conductuales (Lunte y Scott, 1992).   

El St ha sido el núcleo más estudiado con esta técnica en los modelos experimentales de la EP,  

debido a su posición clave como centro integrador tanto de las señales dopaminérgicas 

nigroestriatales como de las aferencias corticales glutamatérgicas (Nissbrandt y Carlsoon, 1996;  Sarre 

y cols, 1996, 1998).  

La liberación de Glu y GABA ha sido menos abordada que la liberación de DA, lo cual, a nuestro 

juicio, responde a que la disfunción de estos sistemas de neurotransmisión se considera secundaria a 

la disfunción dopaminérgica. Sólo en la última década, con el advenimiento de las técnicas de 

estimulación de alta frecuencia del NST, se ha promovido el estudio de la liberación de estos 

aminoácidos neurotransmisores en un intento por dilucidar los mecanismos que pueden explicar la 

mejoría asociada a este tipo de tratamiento  (Windels y cols, 2003).  

2. Estudios de receptores 

En los GB existe una amplia representación de la mayoría de los sistemas de neurotransmisores y 

neuromoduladores descritos en la actualidad (McGeer y McGeer, 1993). En consonancia, existe 

también un mosaico de receptores cuya expresión, densidad y otras propiedades está modulada por 

la actividad de sus propios ligandos endógenos y en muchos casos por la actividad de más de un 

neurotransmisor (Gerfen, 1992). Los receptores constituyen el blanco principal de las estrategias 

terapéuticas farmacológicas, por lo que su estudio es de importancia primordial (McGeer y McGeer, 

1993). En este sentido, las técnicas de autorradiografía y las de biología molecular han permitido 

estudiar la distribución y localización de diferentes poblaciones de receptores en los GB (Mizukawa 

y cols, 1993).  

Se han identificado cinco subtipos diferentes de receptores colinérgicos muscarínicos, todos 

metabotrópicos (M1-M5). Los subtipos M1, M3 y M5 están acoplados a una proteína Gq que activa el 
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sistema de la fosfolipasa y moviliza el Ca++ intracelular (Caufield y Birdsall, 1998; Zhou y cols, 2003). 

Los subtipos M2 y M4 se encuentran acoplados a una proteína Gi/0 que inhibe a la adenilato ciclasa, 

reduce la formación de AMPc y bloquea la actividad de los canales de calcio operados por voltaje e 

involucrados en la liberación de los neurotransmisores (Felder y cols, 2000). La SNc posee una vasta 

representación de receptores colinérgicos (Felder y cols, 2000). Se conoce que la ACo actúa en sus 

receptores talámicos y nigrales produciendo una excitación rápida mediada por receptores 

nicotínicos, seguida de una despolarización lenta mediada por receptores muscarínicos (Winn, 2006).   

Por su parte, los receptores opioides son receptores de membrana constituidos por proteínas 

heptahelicas cuya activación está acoplada a una subfamilia de la proteína G (Gilman, 1987; Akil y 

cols, 1998). Los receptores mu y delta aunque pueden expresarse independientemente uno del otro, 

es frecuente encontrarlos formando heterodímeros (Levac y cols, 2002; Agnati y cols, 2003). El papel 

funcional de la oligomerización parece estar relacionado con la amplificación de la señal, ya que la 

activación de un número limitado de receptores puede disparar la activación de otros receptores 

asociados (Levac y cols, 2002).   

La interacción de los péptidos opioides con sus respectivos receptores modula diferentes procesos 

como: la respiración mitocondrial, la síntesis de mediadores de la respuesta inmune y la vía del 

dolor (Liu y Hong, 2003; Samadi y cols, 2003). Igualmente, se ha señalado que ellos no causan por sí 

mismos cambios en el potencial de membrana de la neurona postsináptica, sino que potencian la 

capacidad de otros neurotransmisores para alterar la excitabilidad neuronal, lo que refuerza su papel 

como neuromoduladores (Alonso-Solis, 1992).   

En lo que respecta al sitio benzodiacepínico (BDZ), se conoce que este es uno de los cinco 

dominios que forman el receptor GABAA, junto a los sitios barbiturato, picrotoxina, esteroides y el 

canal a cloruro (Sigel y Buhr, 1997). El sitio BDZ constituye el sitio de unión del ligando [3H] 

Flunitracepan, por lo que el uso de este isótopo en técnicas de autorradiografía permite marcar al 

receptor GABAA  (Olsen y De Lorey, 1999).  

La disminución del tono dopaminérgico en los GB en la condición parkinsoniana acarrea un 

desbalance significativo que alcanza a diferentes neurotransmisores (Chase y Justin, 2000). Se conoce 

que en el modelo de 6-OHDA, las actividades colinérgica, gabaérgica y peptidérgica se modifican 

sustancialmente (Samadi y cols, 2003; Cannizaro y cols, 2003; González-Hernández y cols, 2004). Sin 

embargo, hasta el momento, la mayoría de los estudios han abordado los cambios en las 

concentraciones tisulares y extracelulares de los neurotransmisores; mientras que los cambios que 

experimentan las poblaciones de receptores han sido menos estudiados (Höglund y cols, 2000). 

Excepcionalmente, los receptores dopaminérgicos estriatales y nigrales han sido extensamente 

estudiados (Hurley y Jenner, 2006).   
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MATERIALES Y MÉTODOS  

I. DISEÑO METODOLÓGICO  

Para dar cumplimiento a los objetivos específicos propuestos se organizaron un total de 12 tareas 

que se detallan a continuación:  

Objetivo Específico 1. Determinar las concentraciones extracelulares de Glu y GABA, la 
densidad de receptores colinérgicos muscarínicos, gabaérgicos BDZ y mu opioides, así como el 
proceso de muerte celular en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.    
Tarea 1.1 Evaluación del efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP.   

Tarea 1.2 Determinación del efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre la densidad de 

receptores: colinérgicos muscarínicos en el NPP y en el St, y gabaérgicos BDZ y mu opioides en el 

NPP.   

Tarea 1.3 Evaluación del efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre la fragmentación del ADN 

en el NPP.  

Grupos Experimentales  

a) Ratas sanas (n=13) 

b) Ratas con lesión unilateral completa de la SNc por inyección de la neurotoxina 6-OHDA (n=11) 

c) Ratas con falsa lesión de la SNc por inyección de solución salina fisiológica (SSF) (n=10) 

Objetivo Específico 2. Evaluar el efecto del tratamiento sistémico con MK-801 sobre los 
trastornos motores, las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y la presencia 
de células dopaminérgicas en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas.   
Tarea 2.1 Determinación del efecto de la aplicación sistémica de MK-801, sobre la coordinación 

motora y la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina en ratas hemiparkinsonizadas.  

Tarea 2.2 Evaluación del efecto de la aplicación sistémica de MK-801, sobre las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.  

Tarea 2.3 Evaluación del efecto de la aplicación sistémica de MK-801, sobre la presencia de células 

dopaminérgicas en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas.   

Grupos Experimentales  

a) Ratas con inyección de la neurotoxina 6-OHDA en la SNc (n=15) 

b) Ratas tratadas sistémicamente con MK-801 e inyectadas con 6-OHDA en la SNc (n=17)  

c) Ratas con inyección de SSF en la SNc (n=10) 

d) Ratas tratadas sistémicamente con SSF e inyectadas con 6-OHDA en la SNc (n=10)  

e) Ratas sanas  (n=22) 

Objetivo Específico 3. Evaluar el efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina sobre los 
trastornos motores, las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, la expresión 
estriatal de distintos factores neurotróficos y la presencia de células dopaminérgicas en la SNc de 
ratas hemiparkinsonizadas.   
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Tarea 3.1 Estudio del efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina, sobre la coordinación motora 

y la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina en ratas hemiparkinsonizadas.  

Tarea 3.2  Evaluación del efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina, sobre las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.  

Tarea 3.3  Evaluación del efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina, sobre la presencia de 

células dopaminérgicas en la SNc en ratas hemiparkinsonizadas.  

Tarea 3.4 Determinación del efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina, en la expresión 

estriatal del FNDC y del FNDG de ratas hemiparkinsonizadas.   

Grupos Experimentales  

a) Ratas con inyección de la neurotoxina 6-OHDA en la SNc (n=10) 

b) Ratas tratadas sistémicamente con (-) nicotina e inyectadas con 6-OHDA en la SNc (n=18)  

c) Ratas con inyección de SSF en la SNc (n=10) 

d) Ratas tratadas sistémicamente con SSF e inyectadas con 6-OHDA en la SNc (n=10) 

e) Ratas sanas  (n=11)   

Objetivo Específico 4. Evaluar el efecto de la lesión del NST y la infusión intracerebral de MK-
801 sobre las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas previamente 
hemiparkinsonizadas por inyección de 6-OHDA en la SNc.    
Tarea 4.1 Estudio del efecto de la lesión excitotóxica del NST sobre la actividad rotatoria inducida 

por D-anfetamina y las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP.  

Grupos Experimentales  

a) Ratas con lesión unilateral completa de la SNc por inyección de la neurotoxina 6-OHDA (n=11) 

b) Ratas con lesión unilateral completa de la SNc (por inyección de 6-OHDA) y el NST (por 

inyección de ácido quinolínico) (n=9)  

c) Ratas con falsa lesión de la SNc por inyección de SSF (n=10) 

d) Ratas con falsa lesión de la SNc y el NST (n=5)  

e) Ratas sanas  (n=13) 

Tarea 4.2 Determinación del efecto de la infusión intracerebral de MK-801 en el NPP de ratas con 

lesión de la SNc, sobre las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en este núcleo.   

Grupos Experimentales  

a) Ratas sanas con infusión de MK-801 en el NPP (n=10) 

b) Ratas con lesión unilateral completa de la SNc por inyección de la neurotoxina 6-OHDA e 

infusión de  MK-801 en el NPP (n=9) 

c) Ratas con falsa lesión de la SNc por inyección de SSF e infusión de MK-801 en el NPP (n=9)  

La fig. 4 resume el diseño experimental propuesto en la tesis.  
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Fig. 4 Síntesis del diseño experimental propuesto en la tesis. OE: Objetivo Específico.  
 
 
II. SUJETOS EXPERIMENTALES 
  
Se utilizaron ratas Wistar machos adultos entre 200-250 g de peso al inicio de cada experimento, las 

cuales fueron colocadas en grupos de cinco por caja y una vez implantadas las cánulas guías, fueron 

individualizadas. Se mantuvieron todo el tiempo bajo condiciones de temperatura (23 ± 1°C) y 

humedad (70%) constantes, ciclos de luz y oscuridad de 12 h, así como suministro de agua y 

alimentos ad libitum. Se emplearon 300 ratas para cumplimentar los objetivos propuestos. 

1. Consideraciones Éticas  
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Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas establecidas en: “Guía para el 

cuidado, uso y reproducción de los animales de experimentación en el Centro para la Producción de 

Animales de Laboratorio, CENPALAB, Cuba”.  Igualmente fueron observadas las normas para el 

uso y manejo de animales de experimentación aprobadas en el Manual de Procedimientos del 

Vivario del CIREN. 

Se garantizó la autenticidad genética de los animales. Durante el tiempo que duró el estudio, los 

animales tuvieron condiciones óptimas de alojamiento que también cumplía con los principios 

éticos establecidos. Para garantizar el bienestar de los animales se controlaron factores externos 

como los ruidos, el encamado, la ventilación y la humedad relativa.  

Asimismo, en el curso de la investigación los animales fueron manipulados y atendidos por 

personal calificado.  

Criterios de Inclusión 

 En el caso de los sujetos experimentales con lesión unilateral completa de la SNc por inyección 

de 6-OHDA, fueron utilizados aquellos sujetos que mostraron al menos 630 giros completos en 90 

min (siete giros/minuto) bajo el efecto de la inyección intraperitoneal (i.p) de D-anfetamina (5 mg/kg 

de peso).  

 Para el caso de los sujetos experimentales inyectados con 6-OHDA en la SNc tratados o no  

farmacológicamente (correspondientes a los objetivos específicos 2 y 3), se aceptaron aquellos 

sujetos que mostraron al final del experimento, una adecuada localización de la inyección de la 

neurotoxina 6-OHDA. Esta evaluación se realizó por medio de técnicas morfológicas.  

Criterios de Exclusión  

 Aquellos sujetos pertenecientes a cualquiera de los grupos experimentales que mostraron en 

algún momento infecciones severas, lesiones en los ojos que les dificultaran la visión o algún indicio 

de lesión vestibular secundaria a la colocación de la rata en el marco de cirugía estereotáctica.  

 Los sujetos en los cuales se encontró una localización errónea de la cánula de microdiálisis 

cerebral o restos de sangre en la trayectoria seguida por la cánula de microdiálisis o la aguja de 

inyección.  

III. MATERIALES Y REACTIVOS  

1. Cánulas de Microdiálisis Cerebral  

Para el estudio de las concentraciones extracelulares de aminoácidos neurotransmisores se asimiló la 

tecnología de construcción de cánulas de microdiálisis cerebral a partir de tubos de acero (diámetro 

externo 0.22 mm, diámetro interno 0.12 mm) (Small Parts, Nueva York, EUA), fibras de vidrio 

(Polymicro Technology, Nueva York, EUA), resinas epóxicas (Cianocrilato adhesivo, Plastics Metal, 

Tokio, Japón) y membrana de diálisis de poliacrilonitrilo con un poro de 41 KDa (Hospal Industrie 

Meyzie, Lyon, Francia).  
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En la figura 5 se muestra el ensamblaje de cada una de las piezas que constituyen la cánula y el 

proceso de montaje desde el inicio, hasta que la cánula queda lista para su uso en experimentos in 

vivo.   

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 5 Secuencia de los pasos más importantes seguidos para la construcción de las cánulas de microdiálisis 
cerebral. A. Ensamblaje entre los segmentos de tubo de acero y los de fibras de vidrio. B.  Pequeño anillo de 
Plasti-Loka que recubre el punto de ensamblaje entre los tubos y las fibras. C. Cánula lista para usarse en 
experimentos “ in vivo”. Obsérvese el pequeño aro de resina epóxica que sella la membrana de diálisis en su 
parte más distal y en el punto de empate con el tubo de acero y la fibra de vidrio. TAI: Tubo de acero 
inoxidable, FV: Fibra de vidrio, Anillo PL: Anillo de Plasti-Loka.  
 

 

2. Reactivos  

En todos los estudios se empleó agua deshionizada (conductividad < 1.0  µS) y destilada.   

La Tabla No. 2  muestra los reactivos utilizados y su procedencia.  
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Tabla 2.  Datos de los reactivos utilizados, firma, ciudad y país de procedencia en los que fueron adquiridos.  

Reactivo Firma que lo 
comercializa 

Ciudad País 

 

3[H] Flunitracepan  
 

Sigma 
 

St. Louis, MO 
 

EUA 
3[H] 

Quinuclidinylbenzilato 
(QNB) 

 
Sigma 

 
St. Louis, MO 

 
EUA 

6-hidroxidopamina Sigma St. Louis, MO EUA 
Acido acético BDH Poole Gran Bretaña 

Acido ascórbico BDH Poole Gran Bretaña 
Acido quinolínico Sigma St. Louis, MO EUA 

Anti-β Actina  CINVESTAV  DF México  México 
Anti-tirosina hidroxilasa Dako California EUA 
Anticuerpo de carnero 

fluoresceinado 
Roche Molecular 

Biochemical 
 

Berlin  
 

Alemania 
Anticuerpo 1rio para 

FNDC 
Santa Cruz 

Biotechnology  
 

California  
 

EUA 
Anticuerpo 1rio para 

FNDG 
Santa Cruz 

Biotechnology 
 

California 
 

EUA 
Anti conejo conjugado 

con peroxidasa  
Santa Cruz 

Biotechnology 
 

California 
 

EUA 
Atropina Sigma St. Louis, MO EUA 

CaCl2 BDH Poole Gran Bretaña 
Complejo Streptavidina-

biotina-peroxidasa (ABC-
HRP) 

 
Dako 

 
California 

 
EUA 

D-anfetamina  IMEFA  C. Habana  Cuba  
DANGO Sigma St. Louis, MO EUA 

Diaminobenzidina  
(DAB) 

 
Dako 

 
California 

 
EUA 

Hidrato de cloral Merck Darmstadt Alemania 
Ioduro de propidio  Sigma St. Louis, MO EUA 

Isopentano BDH Poole Gran Bretaña 
KCl Merck Darmstadt Alemania 

Medio de Montaje Eukit  Panreac  Barcelona  España 
Metanol BDH Poole Gran Bretaña 

MgCl.6H2O BDH Poole Gran Bretaña 
MK-801  Sigma St. Louis, MO EUA 
Na2HPO4 BDH Poole Gran Bretaña 

NaCl Merck Darmstadt Alemania 
NaH2PO4 Merck Darmstadt Alemania 
Naloxone Sigma St. Louis, MO EUA 

(-) Nicotina  Sigma St. Louis, MO EUA 
o-ftaldialdehído (OPA) Sigma St. Louis, MO EUA 
Revelador Kodak D-11 Kodak  California EUA 

 
TriPure  

Roche Molecular 
Biochemical 

 
Berlin  

 
Alemania 

Solución Salina 
Fisiológica NaCl 0.9% 

 
IMEFA 

 
C. Habana  

 
Cuba  
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IV. MÉTODOS Y TÉCNICAS  

1. Método de Lesión de la SNc y del NST    

Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron en un salón de cirugía experimental que contaba 

con las condiciones de esterilidad, iluminación y temperatura adecuadas. En cada sesión de cirugía se 

trabajó con un instrumental quirúrgico limpio y estéril de acuerdo a las normas de calidad que rigen 

el manual de procedimientos de nuestra institución.  

Las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (420 mg/kg de peso i.p) y se colocaron en un marco de 

cirugía estereotáctica para roedores (David Kopf Instruments, Tujunga, EUA). Las soluciones que 

contenían las neurotoxinas utilizadas en cada caso se inyectaron en el hemisferio derecho. Se empleó 

una jeringuilla Hamilton de 5µL, cuya aguja se mantuvo en la coordenada ventral hasta 5 min  

después de finalizada la inyección en todos los casos. Se utilizaron dos neurotoxinas: 6-OHDA y 

ácido quinolínico. El volumen y la concentración empleados, las coordenadas de lesión (Paxinos y 

Watson, 1998), así  como  los flujos a los que se inyectaron las toxinas se muestran en la Tabla No. 3.   

La lesión del NST fue practicada 45 días después de la lesión de la SNc.    

Tabla 3 Detalles técnicos de la cirugía estereotáctica practicada en cada estructura para su lesión neurotóxica.  
SSF: Solución Salina Fisiológica, AP: Anteroposterior, ML: Medio Lateral, DV: Dorsoventral 

 

 
Neurotoxina 

 
Estructura 

Volumen 
Cantidad / Concentración

Flujo de Inyección 

Coordenadas de 
inyección (mm) 

Respecto a Bregma  
 

6-hidroxidopamina 
 

Substantia nigra 
compacta  

 
3 µL 

8 µg/3µL SSF + 0.5 
mg/mL ácido ascórbico

1 µL/min  

 
AP:-4.4;  ML:1.2;  

DV:7.8 
Barra de incisivos: 2.4 

 
Acido 

Quinolínico 

 
Núcleo 

subtalámico  

 
0.6µL 

100 nmol/L 
0.2 µL/min 

 
AP:-3.80; ML:2.4; 
DV:8.00;  Barra de 

incisivos: 2.4 
 

Los grupos de ratas control con falsa lesión se conformaron por medio de la inyección de SSF  con 

iguales condiciones técnicas y en las mismas coordenadas.   

2. Evaluación Conductual  

Las evaluaciones conductuales se realizaron en locales que cumplen con las buenas prácticas de 

laboratorio, poseen temperatura y humedad controlada así como condiciones de silencio e higiene  

adecuadas a estos fines.  

2.1 Evaluación de la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina   

Un mes después de la inyección de 6-OHDA se estudió la actividad rotatoria inducida por D-

anfetamina (5 mg/kg i.p). Se determinó el número de vueltas completas (360°) ipsilaterales al 

hemisferio lesionado, en un tiempo de 90 min con el empleo de un Multicontador Electrónico LE 
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3806 acoplado a sensores LE 902 (PanLAB, Barcelona, España) que determinaban el sentido de 

giro. Se consideraron bien lesionados los animales que mostraron como mínimo, siete giros por 

minuto.    

En el caso de las ratas con lesión unilateral completa de la SNc y lesión excitotóxica del NST (O.E. 

4), el estudio de la actividad rotatoria se repitió una semana después de la lesión del núcleo.  

2.2 Exploración de la coordinación motora a través de la Prueba de los Puentes Transversales   

La evaluación se realizó por parte de dos observadores entrenados en la valoración de este 

paradigma conductual. Se siguió en todos los casos la observación directa y el tiempo fue 

cuantificado por medio de un cronómetro Han-Hart (Dresden, Alemania).       

Las ratas se colocaron en un punto medio situado en un puente entre dos plataformas de escape a 

una altura de 60 cm de una superficie de apoyo y se les permitió dirigirse libremente a cualquiera de 

las dos plataformas (Fig. 6A). Cada ensayo tuvo una duración de 60 s y se cuantificó el tiempo que 

demoraba el animal en alcanzar una de las dos plataformas extremas (latencia de escape). Si en el 

transcurso del ensayo, la rata no alcanzaba una de las plataformas o no caía del puente, se otorgaba 

el valor máximo de latencia para el ensayo (60 s). Se cuantificó igualmente el tiempo que demoraba 

la rata en caer del puente (latencia de caída) en caso de que no alcanzara ninguna de las dos 

plataformas y cayera antes de cumplirse los 60 s del ensayo. Simultáneamente se cuantificaron los 

errores cometidos por las ratas desde que se inicia el ensayo hasta que alcanzan la plataforma o caen 

del puente. Se consideró error todo intento infructuoso de sujeción con las extremidades o con la 

cola, o de mantenimiento del equilibrio, así como la caída del puente antes de cumplirse los 60 s del 

ensayo. Se utilizaron puentes de sección rectangular y circular de 60 cm de longitud que se 

colocaron en el siguiente orden: rectangular grande (2.5 cm de ancho), circular grande (2.5 cm de 

diámetro), rectangular pequeño (1 cm de ancho) y circular pequeño (1 cm de diámetro), 

aumentando paulatinamente la dificultad de la prueba (Fig. 6B). El estudio se realizó en dos días 

consecutivos, tres ensayos cada día. Como latencia de escape y de caída se tomó el valor promedio 

de los seis ensayos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6  Aditamentos utilizados para la  
exploración de la coordinación motora  
en la prueba de los puentes transversales.  
A. Muestra las dos plataformas de escape  
unidas a través de un puente en cuyo punto  
medio (señalada con una flecha) se sitúa a  
la rata. B. Puentes transversales: 1. Puente 
de sección rectangular grande, 2. Puente de 
sección circular grande (2.5 cm de ancho y 
diámetro respectivamente), 3. Puente de sección  
rectangular pequeño, 4. Puente de sección 
circular pequeño (1 cm de  ancho y diámetro 
respectivamente).  
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3. Esquema de administración sistémica de MK-801 y (-) nicotina   

Los fármacos se disolvieron en SSF al 0.9%.   

MK-801: las ratas recibieron tres inyecciones i.p de MK-801 (0.5 mg/kg de peso) en tres días 

consecutivos (1 dosis / día) administrándose la tercera dosis exactamente antes de realizar la cirugía 

para inyectar la solución de la 6-OHDA. Este esquema de administración se repitió en tres días 

igualmente consecutivos, a partir de los 14 y de los 21 días de la inyección de la neurotoxina 6-

OHDA.  

(-) Nicotina: las ratas recibieron tres inyecciones subcutáneas (s.c) de (-) nicotina (1mg/kg de peso), 

una cada 30 min y finalizada la tercera aplicación se realizó la inyección de la solución de la 6-

OHDA en las coordenadas de SNc. Este esquema de administración se repitió a los 7, 14 y 21 días 

de la inyección intracerebral de la neurotoxina 6-OHDA.  

Las ratas controles recibieron los esquemas de tratamiento descritos en cada caso pero en lugar del 

principio activo, se administró el mismo volumen de SSF.   

4. Evaluación de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA   

4.1 Método de implante de cánula guía para uso de microdiálisis cerebral 

Dos semanas después de concluidos los estudios conductuales se realizó el implante de la cánula 

guía. Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral (420 mg/kg de peso i.p) y se colocaron en 

un marco de cirugía estereotáctica para roedores (David Kopf Instruments, EUA). Se practicó una 

pequeña incisión en la piel y después de retirar el tejido subcutáneo se colocaron dos pequeños 

tornillos (CMA Microdialysis, Estocolmo, Suecia) a manera de ancla de las cánulas guías. Estos 

tornillos se situaron siempre por delante de Bregma en zonas que no constituían objeto de estudio.  

A continuación fue horadado un pequeño trépano en las coordenadas anteroposterior y lateral 

correspondientes al NPP derecho (Tabla 4) y se colocó una cánula guía (Plastic One, Ranaoke, 

EUA) cuyo orificio externo quedó perfectamente cubierto por un estilete protector. La cánula guía y 

los tornillos se fijaron al cráneo utilizando cemento-acrílico dental.  

Tabla 4 Coordenadas de implante de la cánula guía para uso en la técnica de microdiálisis cerebral.  
AP: Anteroposterior; ML: Medio Lateral; DV: Dorsoventral.  

 
 

Estructura 
Coordenadas de implante de 

cánula guía (mm). 
(Tomadas con respecto a 

Bregma)  
Núcleo 

pedunculopontino 
 

AP:-8.00;  ML:2.00; DV:5.40  
 

 

4.2  Microdiálisis in vivo, estudio de las concentraciones extracelulares de los neurotransmisores   

Los experimentos de microdiálisis cerebral se realizaron 24 h después de concluida la cirugía del 
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implante de la cánula guía. Inicialmente, fue retirado el estilete que cubría el orificio de la cánula 

guía y se introdujo cuidadosamente la cánula de microdiálisis cerebral. A continuación, las ratas 

fueron colocadas en tanques de 50 cm de diámetro, que cuentan con un brazo metálico que permite 

asegurar el sistema de infusión / recolección de las muestras. Seguidamente, los extremos de 

entrada y salida de fluido de la cánula (ver fig. 5C) fueron acoplados mediante mangueras de teflón 

(0.65 mm de diámetro externo X 0.12 mm de diámetro interno) por un lado a un sistema de bomba 

de infusión (CMA 100, CMA Microdialysis, Estocolmo, Suecia) y por el otro a un vial Eppendorf 

(Fig. 7).  Las cánulas fueron infundidas continuamente con una solución de líquido cefalorraquídeo 

artificial (LCRa): 125 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L KCl, 0.5 mmol/L NaH2PO4, 5 mmol/L Na2HPO4, 

1 mmol/L MgCl.6H2O, 1.2 mmol/L CaCl2, 1.2 mmol/L ácido ascórbico, pH 7.4 -7.6 a un flujo de 2 

µL/min.  

La colecta de los dializados se realizó de forma manual 1 h después de iniciada la infusión de las 

cánulas. Se tomaron seis dializados basales (1 cada 20 min)  al término de los cuales, se cambió el 

fluido de infusión de la cánula implantada, por una solución de continuación que contenía una 

solución de MK-801 (10 μmol/L) o LCR con mayor concentración de KCl. Las muestras fueron 

inmediatamente congeladas a -80°C hasta su posterior análisis. Todos los experimentos se realizaron 

con las ratas despiertas (Fig. 7).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.  Infusión de MK-801  y otras soluciones a través de la cánula de microdiálisis cerebral  

 

Una vez finalizada la toma de muestra para la cuantificación de las concentraciones extracelulares de 

los aminoácidos en condiciones basales, se procedió a cambiar el fluido de infusión de la cánula por 

una solución que en dependencia del experimento contenía: LCRa con mayor concentración de KCl 

(100 mmol/L) y menor concentración de NaCl (43.4 mmol/L) (O.E. 1) o una solución de MK-801 

Fig. 7 Rata despierta con la cánula de microdiálisis cerebral implantada en las coordenadas 
correspondientes al núcleo pedunculopontino. La entrada  y salida de fluido de la cánula están conectadas 
al sistema infusión / recolección de muestras.   
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(10 μmol/L) (O.E. 4, Tarea 4.2). El MK-801 fue disuelto en la solución de LCRa utilizada en la 

perfusión.  

La infusión de una solución de LCRa con mayor concentración de KCl se realizó de manera 

comprobatoria con el propósito de evaluar la integridad de los mecanismos de liberación de 

neurotransmisores al final de cada experimento dentro de la tarea 1.1.   

Tanto la solución de LCRa con mayor concentración de KCl como el MK-801 fueron perfundidos 

por espacio de 1 h y se tomaron dializados cada 20 min. Al término de este tiempo, se restableció la 

perfusión de la cánula con la solución de LCRa inicial, lo cual tuvo una duración de 2 h y se tomaron 

igualmente dializados cada 20 min.   

5. Evaluación Bioquímica. Cuantificación de los aminoácidos 

Todas las soluciones utilizadas, tanto para administración intracerebral (LCRa) o para inyección en 

el sistema de cromatografía, fueron filtradas con un filtro de membrana de 0.2 µM (Sartorious, 

Gottingen, Alemania).  

Las concentraciones de aminoácidos en los dializados fueron determinadas por cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC, del inglés, High Performance Liquid Chromatography) acoplado 

a un detector de fluorescencia y usándose derivatización con o-ftaldialdehído (OPA).  

Se mezclaron 10 µL  de muestra con 10 µL del agente derivatizante OPA (10 mmol/L de OPA 

disueltos en tampón de tetraborato de sodio 0.1 mol/L con 77 mmol/L de ácido 3-

mercaptopropiónico y metanol al 10% pH 9.3).  La mezcla se agitó en vórtex durante 15 s y la 

reacción se detuvo con ácido acético al 5% a los 45 s. De esta mezcla se inyectaron 20 µL al 

cromatógrafo con una jeringuilla Hamilton. Los aminoácidos derivatizados se hicieron pasar por 

una columna de fase inversa (HR-80, de 8 cm de longitud y 4.6 mm de diámetro interno, ESA), con 

una precolumna de fase estacionaria similar, mediante una bomba cromatográfica isocrática 

(Phillips PU 4100) y se detectaron mediante un detector de fluorescencia con λ excitación = 340 

nm y λ emisión = 460 nm (Phillips PU 4027). El registro de los cromatogramas se realizó mediante 

el programa CHROMATEPC versión 4.24 (Phillips). Para la separación de los aminoácidos se 

utilizó una fase móvil compuesta por NaH2PO4 0.1 mol/L y metanol al 20%. Cada muestra fue 

analizada por duplicado.  

6. Evaluación de la densidad de poblaciones de receptores en St  y NPP 

6.1 Obtención del tejido: al concluir los estudios de liberación de neurotransmisores, las ratas 

fueron anestesiadas con una dosis mayor de hidrato de cloral (480 mg/kg i.p)  y sacrificadas por 

decapitación. Los cerebros fueron extraídos y congelados en hielo seco inmediatamente. A 

continuación se guardaron a –80 οC hasta el momento de ser rebanados.  

Para los estudios de autorradiografía, se rebanaron los cerebros en un criostato Leitz (Berlin, 
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Alemania). Para el NPP, se obtuvieron series de seis cortes coronales (20 µm) tomados cada uno de 

ellos cada 240 micras a partir de la coordenada AP:-7.3 mm y hasta la coordenada AP:-8.8mm. Una 

muestra de la zona de lectura de la DO se muestra en la Fig. 8A. Igualmente para el St, se 

obtuvieron series de seis cortes coronales (20 µm) tomados cada 500 micras a partir de la 

coordenada AP:+2.7 mm hasta la coordenada AP:-0.40 mm. Una muestra de la zona de lectura de la 

DO se muestra en la Fig. 8B. En todos los casos las coordenadas fueron referentes a Bregma. Este 

diseño de corte permitió panear completamente el NPP y la región anterior del St en sentido 

rostrocaudal.    

 

 

 

 

 

6.2 Técnica de autorradiografía para receptores muscarínicos, BDZ y mu opioides   

La densidad de receptores muscarínicos, gabaérgicos benzodiacepínicos y mu opioides en el NPP y 

St fue evaluada por autorradiografía sobre secciones coronales provenientes de ratas sanas (n=9), 

con lesión unilateral completa de la SNc por inyección de 6-OHDA (n=7) y con falsa lesión de la 

SNc por inyección de SSF (n=5).  

 Receptores muscarínicos: las secciones cerebrales se incubaron durante 2 h a 22 οC en una 

solución conteniendo 1.23 nmol/L de [3H]Quinuclidinylbenzilato (QNB) en solución Tampón 

Fosfato (PBS) 50 mmol/L, en ausencia o presencia de atropina (1μmol/L) (antagonista 

muscarínico). La unión a receptores en presencia de atropina se consideró unión inespecífica. La 

incubación finalizó con dos lavados sucesivos en PBS (pH 7.5, 4 οC) (5 min cada uno). Finalmente, 

las rebanadas se enjugaron en agua destilada durante 2 s a 4 οC. Las secciones fueron secadas  

rápidamente con aire frío.  

Fig. 8 Representación esquemática de las estructuras donde se estudió la densidad de receptores. A. Corte 
coronal del striatum (St) a nivel de la coordenada AP: +1 mm (referente a Bregma). La zona sombreada en 
gris representa la región del St donde se realizó la determinación de la densidad óptica. B. Corte coronal 
del núcleo pedunculopontino (NPP) a nivel de la coordenada AP:-8 mm (referente a Bregma). La flecha 
señala la región del NPP donde se realizó la determinación de la densidad óptica. CPu: núcleo caudado 
putamen.  

Bregma 1mm
Bregma –8mm

A B

Bregma 1mm
Bregma –8mm

A B
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 Receptores gabaérgicos BDZ: las secciones cerebrales se incubaron durante 45 min a 4οC en 

una solución que contenía 2.08 nmol/L de 3[H]Flunitracepan (agonista para el sitio de acción BDZ 

en el complejo GABAA) en solución tampón Tris HCl 170 mmol/L pH 7.6, en ausencia o presencia 

de diazepám 1μmol/L. La unión de receptores en presencia de diazepám se consideró inespecífica.  

 Receptores mu opioides: las secciones cerebrales fueron prelavadas en una solución Buffer Tris 

50 mmol/l durante 30 min a temperatura ambiente. A continuación, las láminas se incubaron 

durante 1 h a 25 0C en una solución que contenía 2 nmol/L de  [3HTyr-D-Ala-(Nme)Phe-Gly-ol] 

(3H-DAMGO) (agonista de los receptores mu opioides) en solución Tris HCl 50 mmol/L, en 

ausencia o presencia de naloxone (2 µmol/L)  (antagonista competitivo de los receptores opioides). 

La unión a receptores en presencia de este compuesto se consideró unión inespecífica.  

Para los receptores mu opioides y BDZ, las incubaciones finalizaron con dos lavados sucesivos en 

solución tampón Tris 50 mmol/L (pH 7.4;  4 οC) (1 min  cada uno). Por último, las láminas se 

lavaron en agua destilada durante 2 s a 4 οC. Las secciones fueron secadas rápidamente con aire 

frío.  

6.3  Exposición y revelado de las láminas  
 
Las láminas se colocaron en casettes de plomo para autorradiografía junto con estándares de tritio, y 

se pusieron en contacto con una película sensible a tritio (Kodak MR-2). Para los receptores 

muscarínicos los casettes se conservaron en un lugar oscuro y a temperatura de 4 οC durante tres  

semanas. Para los receptores opioides y BDZ las películas se conservaron a temperatura ambiente 

(TA) durante diez  y dos semanas respectivamente. Posteriormente se procesaron con revelador 

Kodak (D 11) y fijador rápido. La densidad óptica (DO) de los autorradiogramas se determinó 

utilizando un programa de análisis de imágenes (JAVA, Jandel Software del Análisis de Video). 

Las lecturas de DO de los estándares se utilizaron para determinar los valores de la radioactividad 

del tejido de las láminas adyacentes. Para cada área de estudio se realizaron diez lecturas de la DO 

en por lo menos cinco secciones y se obtuvo un promedio. Para las estructuras en estudio se 

realizaron lecturas en el hemisferio derecho. La DO se convirtió en fentomolas por mg de tejido con 

base en los valores obtenidos de los estándares de tritio.  

7.  Evaluación de la expresión del FNDC y del FNDG 

7.1 Aislamiento de proteínas totales 

Al concluir los tratamientos y evaluaciones las ratas de los grupos experimentales correspondientes 

al objetivo específico 3 fueron anestesiadas (hidrato de cloral, 480 mg/kg de peso corporal, i.p.) y 

decapitadas. Sus cerebros fueron extraídos y lavados con NaCl 0.9 % frío y el St fue disecado. El 

tejido se congeló en nitrógeno líquido, se pesó y conservó a  -80 °C hasta su análisis. 
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Las proteínas fueron extraídas del tejido estriatal usando la técnica del TriPure. El tejido se 

homogenizó en 1 ml de solución de TriPure, se le adicionaron 0.2 mL de cloroformo y se 

obtuvieron tres fases. La fase inferior, que contenía las proteínas, se trató con 0.3 mL de etanol 

absoluto para precipitar el ADN contaminante y obtener una muestra pura de proteínas. 

Posteriormente, se adicionaron 1.5 mL de isopropanol para precipitar las proteínas totales. Las 

muestras fueron centrifugadas a 4 °C y a 12 000  rpm durante 10 min y lavadas tres veces con 

tiocianato de guanidine 0.3 mol/L preparado en etanol al 95%. Finalmente, las muestras se lavaron 

con etanol absoluto, se centrifugaron en las mismas condiciones descritas anteriormente y el 

precipitado se resuspendió en 0.2 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1%.   

7.2  Determinación de la concentración de proteínas 

Se prepararon diluciones 1:100 de cada muestra de proteínas por duplicado, en un volumen final de 

0.1 mL.  A cada una de las diluciones se les adicionaron 0.1mL de una solución que contenía ácido 

bicinconílico al 4% en un volumen final de 5 ml, 0.2 mL de sulfato de cobre y 5.2 mL de 

microrreactivo A (7 g de carbonato de sodio anhidro, 1.6 g de hidróxido de sodio y 1.6 g de tartrato 

de sodio disueltos en 100 mL de agua destilada, pH 11.25).  Las muestras se incubaron toda la 

noche a TA y se leyó la absorbancia a 280 nm empleando un espectrofotómetro (Shimadzu, Kyoto, 

Japón). La concentración de proteínas totales se calculó tomando como referencia una curva patrón 

obtenida a partir de diferentes concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina.  

7.3 Western Blot 

Mediante la técnica de Western Blot se realizó la inmunodetección del FNDC, FNDG y β-actina, 

esta última proteína se usó como control de la integridad de la muestra proteica. Se tomó de cada 

muestra un volumen equivalente a 50 μg de proteínas y se realizó una electroforesis en un gel de 

poliacrilamida al 12 %. Para identificar las proteínas de interés, se utilizó un patrón de peso 

molecular de color dual que incluía moléculas con pesos moleculares en el rango de 10 a 250 kDa 

(Bio-Rad, Richmond, VA, USA).  

Una vez que las proteínas fueron separadas  a 80 V, se transfirieron a una membrana PVDF (del 

inglés, polyvinylidene fluoride) (Bio-Rad, Richmond, VA, USA) durante 1 h. Los sitios 

inespecíficos fueron bloqueados con leche descremada al 5 % preparada en PBS-Tween 0.05 % 

durante 1 h a TA.  Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4 °C con anticuerpos primarios 

para FNDG (1:200), FNDC (1:200) y β-actina (1:300), preparados en solución bloqueadora. Estos 

anticuerpos fueron: inmunoglobulina anti- FNDG y anti- FNDC producidas en conejo 

(policlonales), e inmunoglobulina anti-β-actina producida en ratón (monoclonal). Al siguiente día, 

las membranas fueron lavadas con PBS-Tween 0.05 % y marcadas con peroxidasa de rábano 

picante (HRP, del inglés, horseradish peroxidase). Como segundos anticuerpos se usaron anti-

inmunoglobulinas de conejo producidas en cabra (1:2000) y para β-actina se utilizó una anti-
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inmunoglobulina de ratón producida en cabra (1:6000) marcada con HRP.  Las membranas fueron 

lavadas y se revelaron usando el sistema de detección ECL (del inglés, Enhanced 

Chemiluminescence) (Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Alemania). 

Para cuantificar la expresión de los FNT, las imágenes fueron digitalizadas con el sistema BioDoc-

It (Bio-Rad, Richmond, VA, USA). El análisis densitométrico se realizó con el programa Lab 

Works 4.0 Image Acquisition.      

Se utilizó la  β-actina como control para normalizar la expresión de los factores neurotróficos, de 

manera que las densidades ópticas de FNDC y FNDG se expresaron en relación con la densidad 

óptica de β-actina. Para cada corrida electroforética los valores de FNDC y FNDG, normalizados 

en base a β-actina, se normalizaron nuevamente en base a 1. Cada muestra se analizó por triplicado. 

8.  Métodos de evaluación morfológica e inmunohistoquímica     

8.1 Obtención del tejido: al concluir los estudios in vivo, las ratas recibieron una dosis mayor de 

hidrato de cloral (i.p; 480 mg/kg) y fueron perfundidas a través de la aorta ascendente con 500 mL de 

NaCl 0.9% y 500 mL de una solución fijadora consistente en paraformaldehído 4% / glutaraldehído 

0.1% / ácido pícrico 15% en fosfato de sodio 0.1mol/L, pH 7.4. A continuación los cerebros fueron 

extraídos, conservados en la solución fijadora por 1 h, lavados con fosfato de sodio 0.1 mol/L pH 

7.4, crioprotegidos en sacarosa 7, 15, 30% (24 h a cada concentración) y congelados en nitrógeno 

líquido.  Seguidamente, se obtuvieron cortes coronales (20 µM) de las áreas correspondientes a la 

SNc, el NST y el NPP. Las secciones fueron montadas en láminas portaobjetos previamente 

recubiertas con gelatina-alumbre de cromo.  

8.2 Técnica de Violeta de Cresilo   

La tinción con Violeta de Cresilo se utilizó para comprobar la localización correcta de la cánula de 

microdiálisis en el NPP (n=15) y la lesión del NST (n=5). Las láminas se lavaron en PBS por 15 min, 

a continuación se enjuagaron en agua destilada por 10 min y seguidamente se mantuvieron en 

alcohol 70% durante 5 min. Posteriormente las láminas fueron sumergidas en violeta de Cresilo al 

0.5% por 30 s buscando siempre homogeneidad en la penetración del colorante.  

El exceso de colorante se eliminó en abundante agua corriente. Se deshidrataron las láminas y se 

aclararon en xilol. Como medio de montaje fue utilizado Eukitt. Los cortes fueron observados al  

microscopio de campo claro Olympus SR-2 (Tokio, Japón).  

8.3 Procesamiento inmunohistoquímico 

Las secciones histológicas para la visualización de las células inmunoreactivas a la enzima TH 

fueron colocadas en PBS tres veces durante 7 min cada una. A continuación, se incubaron durante 20 

min con solución de bloqueo y permeabilización (suero fetal de ternera 20%, Triton X-100 0.25%), 

se recubrieron con el anticuerpo anti-TH (1:100,  STF suero fetal de ternera 1% y Triton X-100 

0.25%) y se incubaron durante la noche a 4°C. Las secciones fueron lavadas en PBS tres veces 
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durante 7 min e incubadas con el anticuerpo anti IgG de ratón biotinilado durante 1 h (1:500, STF 

suero fetal de ternera 1% y Triton X-100 0.25%). Después de tres lavados con PBS durante 7 min, 

las secciones fueron incubadas durante 1 h con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa de 

rábano, lavadas con PBS y reveladas con H2O2 como sustrato de la enzima y tetrahidrocloruro de 

diaminobenzidina como cromógeno. Las secciones de tejido fueron deshidratadas utilizando una 

serie de alcoholes de concentraciones ascendentes, aclaradas en xilol y montadas con Eukitt.  

8.4  Método de detección de muerte celular in situ (TUNEL)  

La fragmentación del ADN fue detectada in situ mediante un kit que contiene deoxinucleotidil 

transferasa terminal (TdT) según la descripción del fabricante (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Alemania). Inicialmente las láminas que contenían cortes coronales (10 μm) del NPP de 

ratas con lesión unilateral completa de la SNc (n=5), se incubaron con proteinaza K por 15 min a 

TA y con  una solución permeabilizadora (0.1% Triton x 100, 0.1% citrato de sodio) durante 2 min 

a 4 °C. Seguidamente se lavaron con una solución tampón fosfato y se adicionó la mezcla de la 

solución TUNEL. Las secciones se incubaron durante 60 min a 37 °C y se lavaron tres veces con la 

solución tampón fosfato. Con el objetivo de verificar si existía muerte apoptótica, las secciones 

fueron contrastadas con ioduro de propidio (IP) por 2 min y finalmente fueron cubiertas con medio 

de montaje Vectashield con DAPI (1.5 µg/mL de DAPI, Vector Lab., CA, EUA). Las láminas se 

examinaron en un microscopio de fluorescencia (λ excitación 560-500 nm y λ detección 515-565 

nm, Leitz, Alemania) y en un microscopio confocal Leica 2B (Berlin, Alemania).   

V.  ANÁLISIS DE LOS DATOS  

En todos los casos se realizó la prueba de normalidad a los datos por medio del test de Kolmogorov 

Smirnov. Igualmente se probó la homogeneidad de varianzas mediante la Prueba de Levene. 

La comparación de las concentraciones de Glu y GABA, la densidad de receptores, la latencia de 

escape, de caída y el promedio de errores cometidos por las ratas, entre los grupos experimentales, 

fue realizada mediante un Análisis de Varianza (ANOVA) de Clasificación simple. Para las 

concentraciones de los aminoácidos, las latencias de escape y de caída y el promedio de errores, el 

ANOVA fue seguido de una prueba de Tukey, y para la densidad de receptores de una prueba de 

rangos múltiples de Duncan.  

La comparación de los niveles de GABA y Glu dentro de cada grupo experimental, antes y después 

de la infusión de una solución de LCRa con mayor concentración de KCl se realizó mediante una 

prueba T de Student para datos pareados.  

La actividad rotatoria inducida por D-anfetamina, no siguió una distribución normal, por lo que la 

comparación de esta variable entre los grupos experimentales, se efectuó por medio de un ANOVA 

no paramétrico Kruskal Wallis, seguido de una prueba de comparación Student-Newman-Keuls 

(SNK).   
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La comparación de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA entre los grupos 

experimentales y los tiempos de colecta de los dializados (Grupos x Tiempo de colecta) se realizó 

mediante un ANOVA bifactorial con medidas repetidas seguido de una prueba de Bonferroni. Se 

trabajó con un nivel de significación de 0.05 y para el análisis de los datos se empleó el software 

Statistica CSS versión 6.1.  
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RESULTADOS  

Lesión de la SNc  

Aproximadamente el 60% de los animales tratados mostraron una conducta rotatoria inducida por la 

administración i.p de D-anfetamina, que se correspondió con nuestro criterio de inclusión. En estos 

animales fue posible observar una pérdida masiva de cuerpos celulares dopaminérgicos en la SNc 

lesionada con 6-OHDA (hemisferio derecho) (Fig. 9).  La imagen se corresponde con la coordenada 

(referente a Bregma) AP:-4.4 mm que coincide con la coordenada de inyección de la neurotoxina.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 9 Microfotografía representativa de la inmunodetección de la enzima tirosina hidroxilasa en un corte 
coronal de la substantia nigra compacta (SNc) de una rata inyectada con 6-hidroxidopamina. (10X). El área 
señalada indica la zona correspondiente a la SNc del hemisferio lesionado. Nótese la pérdida de cuerpos 
celulares dopaminérgicos en el hemisferio derecho al comparar con el hemisferio contralateral en el que se 
observa una inmunopositividad a la enzima tirosina hidroxilasa.     
  
Localización de la cánula de microdiálisis cerebral en el NPP  

El NPP se extiende desde la coordenada (mm) AP:–7.30 hasta la coordenada AP:–8.30 (referentes a 

Bregma) imbricado en la parte distal del pedúnculo cerebeloso superior, de acuerdo al atlas de 

Paxinos y Watson, 1998 (Paxinos y Watson, 1998). La coordenada AP:–8.00 mm se corresponde 

con la mejor visualización de la estructura en estudio, como se evidencia en la Fig. 10A. La 

evaluación morfológica mostró la ubicación correcta de la cánula de microdiálisis cerebral en las 

coordenadas correspondientes al NPP (Fig. 10B).   
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Fig.10A Representación esquemática de un corte coronal del núcleo pedunculopontino (NPP) en la 
coordenada AP: -8 mm que coincide con la mejor visualización de la estructura. La intersección de las 
líneas en rojo, representa la ubicación de la cánula de microdiálisis cerebral. B.  Microfotografía (5x) de 
un corte coronal de la zona del núcleo pedunculopontino. Las flechas rojas señalan el haz de fibras que 
constituye el pedúnculo cerebeloso superior en cuya parte distal se encuentra el NPP. El área delimitada 
con los puntos discontinuos corresponde a la huella de la cánula de microdiálisis cerebral en el tejido. 
Tinción con Violeta de Cresilo.  

 
Objetivo Específico 1. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA, densidad de diferentes 
poblaciones de receptores  y  proceso de muerte celular en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.   
 
Efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre las concentraciones extracelulares de Glu y 

GABA en el NPP.  

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc induce un incremento en las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP ipsilateral a la lesión (p<0.001) con respecto a los 

controles (Fig. 11A y B, respectivamente).  

A B 

NPP 
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Efecto de la estimulación con potasio sobre las concentraciones extracelulares de Glu y GABA  

Con el propósito de comprobar si aún después de la manipulación quirúrgica se conservaban 

intactos los mecanismos de liberación de los neurotransmisores, al final del experimento se infundió 

una solución de LCRa con mayor concentración de KCl y menor concentración de NaCl. El 

resultado fue un aumento significativo en las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en 

todos los grupos experimentales. Este hallazgo, constituyó una prueba fehaciente de la conservación 

de los  mecanismos de liberación y su control sináptico, a partir de la despolarización inducida por 

las mayores concentraciones de  KCl infundidas (Tabla 5).  

Tabla 5 Comparación de las concentraciones extracelulares de glutamato y ácido γ-aminobutírico en el 
núcleo pedunculopontino antes y después de la infusión de una solución de líquido cefalorraquídeo artificial 
(LCRa) con mayor  concentración de potasio dentro de cada grupo. Las comparaciones se realizaron por 
medio de una prueba T de Student. (Basal: antes de la infusión de LCRa con mayor concentración de 
potasio) (Los datos se presentan como X± E.E.M).  
 

Grupos 
 

Glutamato  
(µmol/L) 

 Àcido  γ-aminobutírico  
(µmol/L) 

 

  
 

Basal 

Mayor 
concentración 

de K+ 

 
 

Estadística

 
 

Basal 

Mayor 
concentración  

de K+ 

 
 

Estadística 
Ratas Sanas 

(n=13) 
0.646  ± 0.07 1.263 ± 0.16 t=5.048 

p<0.01 
0.059 ± 0.01 0.155 ± 0.05 t=2.39 

p< 0.05 
Lesión SNc  

(n=11) 
2.06 ± 0.20 2.894 ± 0.09 t=12.61 

p<0.001 
0.358 ± 0.03 0.700 ± 0.06 t=4.66 

p< 0.05 
Falsa Lesión 

SNc 
(n=10) 

0.835 ± 0.11 1.302 ± 0.13 t=3.17   
p<0.05 

0.080 ± 0.02 0.180 ± 0.05 t=3.21 
p< 0.05 

Fig. 11 Concentraciones extracelulares de glutamato (Glu) y ácido γ-aminobutírico (GABA) en el núcleo 
pedunculopontino. A. Comparación de la concentración de Glu entre los grupos (F(2, 31)=26.51 p<0.01). B. 
Comparación de la concentración de GABA entre los grupos (F(2, 33)= 23.57  p<0.001). Grupos 
Experimentales: ratas sanas (n=13), ratas con lesión unilateral completa de la substantia nigra compacta (SNc) 
(n=11), ratas con falsa lesión de la SNc (n=10). ANOVA de clasificación simple y prueba de Tukey. a vs b: 
p<0.001. (Las barras representan  X± E.E.M). 
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Efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre la densidad de receptores: colinérgicos 

muscarínicos en el NPP y el St, y gabaérgicos BDZ  y mu opioides en el NPP.   

El estudio de la densidad de diferentes poblaciones de receptores en ambas estructuras se realizó 

con el objetivo de conocer algunos de los cambios moleculares que se producen en las neuronas 

pontinas y estriatales, asociados a la lesión neurotóxica de la SNc. Se seleccionaron cortes para 

realizar los estudios de autorradiografía en cada grupo experimental que fueron representativos de 

toda el área que ocupa el NPP y la región anterior del St siguiendo una distribución rostrocaudal.  

Receptores Colinérgicos Muscarínicos en el NPP y en el St  

En general, la densidad de receptores muscarínicos en el NPP fue menor que en el St.  

En el NPP, todos los grupos experimentales mostraron valores de DO por debajo de 100 fmoles/mg 

de proteína, mientras que para el St, el promedio de los valores de los diferentes grupos 

experimentales mostró un rango entre 150 y 280 fmoles/mg de proteína.  

Cuando comparamos los valores promedio de densidad óptica de los diferentes grupos 

experimentales en cada estructura, encontramos que el grupo de ratas lesionadas con 6-OHDA 

mostró un incremento estadísticamente significativo en la densidad de receptores muscarínicos 

tanto en el NPP (p<0.05) como en el St (p<0.01), en comparación con los restantes grupos 

experimentales (Fig.12A y B).  

  

Fig. 12 Estudios autorradiográficos para receptores colinérgicos muscarínicos. A. Comparación de la 
densidad de receptores colinérgicos muscarínicos en el núcleo pedunculopontino entre los grupos (F(2, 

13)=3.93 p<0.01). B. Comparación de la densidad de receptores colinérgicos muscarínicos en el striatum entre 
los grupos (F (2, 19)=8.35 p<0.01). Grupos Experimentales: ratas sanas (n=9), ratas con lesión unilateral 
completa  de la substantia nigra compacta (SNc) (n=7), ratas con falsa lesión de la SNc (n=5). ANOVA de 
clasificación simple y prueba de Duncan. a vs b: p<0.01.  (Las barras representan X± E.E.M).  
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Receptores gabaérgicos BDZ en el NPP           

El análisis de los valores promedio de densidad óptica de los diferentes grupos arrojó que las ratas 

con lesión unilateral completa de la SNc presentan una disminución significativa de la densidad de 

receptores gabaérgicos BDZ en el NPP del hemisferio lesionado (p<0.001) (Fig. 13).                  
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Receptores mu-opioides en el NPP  

La comparación de los valores promedio de densidad óptica evidenció una disminución 

estadísticamente significativa de la densidad de receptores mu opioides en el NPP ipsilateral al 

hemisferio lesionado de las ratas hemiparkinsonizadas (p<0.01) (Fig. 14). 
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Fig. 14 Estudio comparativo de la densidad de receptores mu opioides en el núcleo pedunculopontino 
entre los grupos (F(2, 14)=6.02  p< 0.01). Grupos Experimentales: ratas sanas (n=9),  ratas con lesión 
unilateral completa de la substantia nigra compacta (SNc) (n=7), ratas con falsa lesión de la SNc (n=5). 
ANOVA de clasificación simple y prueba de Duncan. a vs b: p<0.01. (Las barras representan X ± 
E.E.M).   

Fig. 13 Estudio comparativo de la densidad de receptores gabaérgicos benzodiacepínicos (BDZ) en el núcleo 
pedunculopontino entre los grupos (F(2, 18) = 8.54, p<0.001). Grupos Experimentales: ratas sanas (n=9),  ratas con 
lesión unilateral completa de la substantia nigra compacta (SNc) (n=7), ratas con falsa lesión de la SNc (n=5). 
ANOVA de clasificación y prueba de Duncan. a vs b p<0.001. (Las barras representan X± E.E.M).  
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Efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre la fragmentación del ADN en el NPP.  

Una vez conocido los efectos de la lesión neurotóxica de la SNc sobre las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP, así como los cambios en la densidad de diferentes 

poblaciones de receptores en el NPP y el St, nos propusimos conocer si la lesión neurotóxica de la 

SNc induce secundariamente, un proceso de muerte celular en el NPP del hemisferio lesionado.    

Estudio de fragmentación del ADN celular en el NPP 

El estudio de la fragmentación del ADN celular (TUNEL) no mostró células TUNEL+ en el NPP 

izquierdo (contralateral a la inyección de la 6-OHDA en la SNc) (Fig. 15). Sin embargo, fue posible 

observar células TUNEL+ en el NPP correspondiente al hemisferio lesionado (derecho). Este 

hallazgo sugiere la presencia de muerte celular en el NPP después de la lesión con 6-OHDA (Fig 

15).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Fig. 15 Microfotografía confocal representativa de la inmunodetección de células TUNEL+ en secciones 
coronales del núcleo pedunculopontino (NPP) contrastadas con ioduro de propidio (IP) (n=5). A. Tinción de 
IP en un campo. B. Igual campo que A pero con el marcador TUNEL. Nótese que no se aprecian células 
TUNEL+ en el hemisferio izquierdo. C. Doble expresión de la tinción con IP y el marcaje con TUNEL, se 
observan en color naranja las células teñidas y marcadas. (40x) 
 

En el NPP izquierdo (hemisferio contralateral a la inyección de la 6-OHDA) fue posible observar 

células teñidas con DAPI pero en ningún caso las mismas mostraron inmunoreactividad a TUNEL 

(Fig. 16A). En el caso del NPP del hemisferio lesionado, se observó en células aisladas positividad 

para ambos marcadores (DAPI + TUNEL) indicativo de que la muerte celular por mecanismos 

apoptóticos es muy escasa (Fig. 16B).  
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Fig. 16 Microfotografía representativa de un campo de una sección coronal del núcleo pedunculopontino 
(NPP) mostrando los resultados del estudio inmunohistoquímico para TUNEL y DAPI. A. NPP del 
hemisferio izquierdo (hemisferio contralateral a la lesión de la substantia nigra compacta, SNc). B. NPP del 
hemisferio derecho (hemisferio ipsilateral  a la lesión de la SNc) donde se señala una célula con marcaje 
positivo para DAPI y TUNEL, indicativo de muerte apoptótica. Notar que solo es evidente esta doble tinción 
en células muy escasas. (40x). 
 
De los resultados hasta aquí abordados podemos inferir que la lesión neurotóxica de la SNc induce 

modificaciones en la neurotransmisión a nivel del NPP ipsilateral al hemisferio lesionado, 

caracterizadas por un incremento en las concentraciones extracelulares de los aminoácidos Glu y 

GABA. Adicionalmente, es posible demostrar un incremento en la densidad de receptores 

colinérgicos muscarínicos tanto en NPP como en St y una disminución en la densidad de receptores 

gabaérgicos BDZ y mu opiodes en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas con respecto a los 

grupos controles. Todos estos cambios se acompañan de un proceso de muerte celular en el NPP del 

hemisferio ipsilateral a la inyección de 6-OHDA.    

Objetivo Específico 2. Efecto del tratamiento sistémico con MK-801 sobre los trastornos motores, 
las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y la presencia de células 
dopaminérgicas en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas.   
 
Efecto del tratamiento con MK-801 sobre la coordinación motora: prueba de los puentes 

transversales 

El estudio de la coordinación motora mediante la prueba de los puentes transversales se realizó 

utilizando puentes de diferentes formas y medidas, aumentando paulatinamente la dificultad de la 

prueba. Nuestros resultados mostraron que la lesión neurotóxica de la SNc produce un deterioro 

A B
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significativo en la coordinación motora, que se pone de manifiesto aún cuando la prueba se realice 

con su menor grado de complejidad (ensayos donde se utilizan los puentes grandes, 2.5 cm de 

ancho y diámetro).  

Cuando utilizamos el puente rectangular grande, solo se encontraron diferencias significativas entre 

los grupos lesionados (con y sin tratamiento farmacológico) y los grupos controles (sanas y falsas 

lesionadas en la SNc, datos no mostrados).  

Sin embargo, cuando la latencia de escape (tiempo que demoran los animales en alcanzar la 

plataforma) fue evaluada en el puente circular grande (2.5 cm de diámetro) se encontró un aumento 

significativo (p<0.001) en el grupo de ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico en 

comparación con las ratas sanas y falsas lesionadas (Fig. 17A). Por otro lado, las ratas tratadas con 

MK-801 mostraron un comportamiento intermedio y significativamente diferente (p<0.01) tanto de 

las ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico como de las sanas (Fig. 17A). Cuando 

se realizó la prueba con un mayor grado de dificultad, utilizando puentes de menor ancho y 

diámetro (1 cm), no fue posible evaluar la latencia de escape porque los animales con lesión de la 

SNc de todos los grupos experimentales, no completaron el tiempo de ejecución de la prueba.  

La latencia de caída (tiempo que demoran los animales en caer del puente en caso de no alcanzar 

una de las dos plataformas) se cuantificó en todos los grupos experimentales. Las ratas sanas no 

mostraron caídas del puente rectangular grande (2.5 cm de ancho), por lo que para este puente no se 

realizó el análisis comparativo entre los grupos. Esta variable mostró diferencias entre los grupos en 

todos los puentes siendo significativamente menor (p<0.001) en el grupo de ratas con lesión de la 

SNc (sin tratamiento farmacológico y tratadas con SSF en lugar de MK-801). La latencia de caída 

de las ratas tratadas con MK-801 fue similar a la de las ratas sanas para los puentes circulares, 

mientras que para el puente rectangular de menor ancho, mostró un comportamiento intermedio y 

significativamente diferente (p<0.05) entre las ratas con lesión de la SNc y las sanas (Fig. 17B).  
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Fig.17 Efecto del tratamiento sistémico con MK-801 (0.5 mg/kg de peso  i.p)  en la latencia de escape y de 
caída en  la prueba de los puentes (Pte) transversales.  A. Comparación de la latencia de escape en el Pte 
circular grande entre los grupos (F(4, 48)=19.2 p<0.001). B. Comparación de la latencia de caída entre los 
grupos dentro de cada Pte. Grupos Experimentales: ratas con lesión de la substantia nigra compacta (SNc) 
(n=11), ratas con lesión de la SNc + MK-801 (n=17), ratas con falsa lesión de la SNc (n=11), ratas con lesión 
de la SNc + solución salina fisiológica (SSF) (n=10), ratas sanas (n=22). ANOVA de clasificación simple 
seguido y prueba de Tukey. a vs b p<0.05, b vs c p<0.01, a vs c p<0.001. (Las barras representan X ± 
E.E.M). 

 
Calidad de la ejecución motora  

A diferencia de la estrategia de agarre y sujeción al puente observada en el grupo control sano (Fig. 

18A), las ratas con lesión de la SNc mostraron, en general, una postura asimétrica durante la 

ejecución de la prueba y no pudieron mantener el equilibrio en los puentes de menores ancho y  

diámetro (Fig. 18 B-C). Dicha postura se caracterizó por apoyar el peso del cuerpo sobre el lado 

sano, mientras que la extremidad trasera contralateral a la lesión quedaba suspendida del puente. En 

este grupo, la cola no se enrolló de forma activa en el puente por lo que no participa de la estrategia 

de soporte del animal.  

Las ratas tratadas con MK-801 fueron incapaces de lograr una flexión adecuada de los dígitos lo 

que comprometió la sujeción eficaz del puente (Fig. 18D).   
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Fig. 18 Errores más frecuentes cometidos por las ratas lesionadas durante la ejecución en la prueba de los 
puentes (Pte) transversales. A. Rata sana mostrando una sujeción que involucra a las cuatro extremidades y la 
cola con mantenimiento óptimo del equilibrio en el Pte. B-C. Rata con lesión de la substantia nigra compacta 
(SNc) mostrando las extremidades izquierdas, contralaterales a la lesión de la SNc, suspendidas de los  Ptes 
rectangular (B) y circular grande (C) respectivamente, sin participar de la estrategia de apoyo. D. Rata tratada 
con MK-801 mostrando incapacidad para flexionar adecuadamente los dígitos y asirse al Pte circular grande. 
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Con el propósito de evaluar la calidad de la ejecución motora se comparó el promedio de errores 

cometidos en cada puente, entre los grupos experimentales. En todos los puentes se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos (Fig. 19). Para los puentes de mayores ancho y diámetro 

respectivamente, el grupo de ratas tratadas con MK-801 no mostró diferencias significativas con el 

grupo de ratas sanas (p>0.05). Sin embargo, para los puentes menores, las ratas tratadas con MK-

801 fueron estadísticamente similares a las ratas con lesión de la SNc (p>0.05).   

Por su parte el grupo de ratas con falsa lesión en la SNc no mostró diferencias con respecto al grupo 

sano, mientras que el grupo con lesión de la SNc y tratamiento con SSF en lugar de MK-801 se 

comportó de manera similar al grupo de ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico.  

 

Fig. 19 Comparación del promedio de errores cometidos en cada puente (Pte) transversal entre los grupos. 
Grupos Experimentales: ratas con lesión de la substantia nigra compacta (SNc) (n=11), ratas con lesión de la 
SNc + MK-801 (n=17), ratas con falsa lesión de la SNc (n=11), ratas con lesión de la SNc + solución salina 
fisiológica (SSF) (n=13), ratas sanas (n=22). ANOVA de clasificación simple y prueba de Tukey. a vs b 
p<0.05. (Las barras representan  X± E.E.M). 

 

Efecto del tratamiento con MK-801 sobre la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina  

Las ratas con lesión de la SNc y tratamiento sistémico con MK-801 mostraron una disminución 

significativa (p<0.01) de la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina en comparación con las 

ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico (Fig. 20). Este resultado apunta al impacto 

positivo del tratamiento farmacológico disminuyendo la asimetría motora que caracteriza al modelo 

de 6-OHDA.   
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Fig.20 Comparación de la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (5 mg/kg i.p) entre las ratas con 
lesión de la substantia nigra compacta (SNc) (n=15), ratas tratadas con MK-801 y lesionadas en la SNc 
(n=17), ratas con falsa lesión de la SNc (n=6), ratas con lesión de la SNc y  tratadas con solución salina 
fisiológica (SSF) en lugar de MK-801 (n=9). ANOVA no parámetrico Kruskal Wallis (H(3, 48)= 19.62 p<0.01) 
y prueba Student-Newman-Keuls. a vs b p<0.01. (Las barras representan  X± E.E.M).  

 

Efecto de la aplicación sistémica de MK-801 sobre las concentraciones extracelulares de Glu y 

GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.  

Una vez concluidos los estudios conductuales, nos propusimos conocer si la administración 

sistémica de MK-801 en ratas hemiparkinsonizadas modificaba las concentraciones extracelulares 

de Glu y GABA en el NPP.  

El tratamiento sistémico con MK-801 reduce significativamente el incremento en las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, inducidas por la lesión neurotóxica de la 

SNc. Las concentraciones extracelulares de Glu en el NPP de las ratas con lesión de la SNc y 

tratamiento con MK-801 mostraron un comportamiento intermedio y significativamente diferente 

(p<0.05) entre las ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico y las sanas (Fig. 21A).  

Las concentraciones extracelulares de GABA en el grupo de ratas con lesión de la SNc y 

tratamiento con MK-801 presentaron una disminución significativa en comparación con las ratas 

con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico y no se diferenciaron significativamente de los 

grupos controles: sanas y falsa lesión de la SNc (Fig. 21B).  
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Fig. 21 Efecto del tratamiento sistémico con MK-801 (0.5 mg/kg de peso i.p) en las concentraciones 
extracelulares de glutamato (Glu) y ácido γ-aminobutírico (GABA) en el núcleo pedunculopontino. A. 
Comparación de la concentración de Glu entre los grupos (F(4, 39)=6.57 p<0.05). a vs b p<0.05; b vs c p<0.01; 
a  vs c p<0.001. B. Comparación de la concentración de GABA entre los grupos (F(4, 37)= 4.13 p<0.05) a vs b 
p<0.01. Grupos Experimentales: ratas con lesión de la substantia nigra compacta (SNc) (n=9), ratas con 
lesión de la SNc + MK-801 (n=17), ratas con falsa lesión de la SNc (n=6), ratas con lesión de la SNc + 
solución salina fisiológica (SSF) (n=6), ratas sanas (n=10). ANOVA de clasificación simple y prueba de 
Tukey. (Las barras representan X ± E.E.M).  

 

 

Efecto de la aplicación sistémica de MK-801 sobre la presencia de células dopaminérgicas en la 

SNc de ratas hemiparkinsonizadas.   

Finalmente, abordamos el efecto del bloqueo sistémico de la neurotransmisión glutamatérgica sobre 

la presencia de células dopaminérgicas en la SNc. Nuestros resultados indican que la  

administración sistémica de MK-801 protege a las células dopaminérgicas del ATV ya que en esta 

zona, se observaron cuerpos celulares positivos a la enzima TH (Fig. 22). No obstante, el 

tratamiento farmacológico falló para evitar la pérdida de células dopaminérgicas en la SNc.  
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De forma resumida, estos resultados nos permiten afirmar que el tratamiento sistémico con MK-801 

tiene un efecto positivo sobre la conducta motora de los animales disminuyendo la asimetría y 

mejorando la coordinación motora de las ratas hemiparkinsonizadas. Este efecto conductual, se 

acompaña de una reducción importante de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el 

NPP y una  menor pérdida de cuerpos celulares  dopaminérgicos en el ATV. Estos hallazgos en su 

conjunto apuntan a un efecto neuroprotector del MK-801 en el modelo de 6-OHDA.  

 
Objetivo Específico 3. Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina sobre los trastornos 
motores, las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, la expresión estriatal de 
distintos factores neurotróficos y la presencia de células dopaminérgicas en la SNc de ratas 
hemiparkinsonizadas.     
 
Efecto del tratamiento con (-) nicotina sobre la coordinación motora: prueba de los puentes 

transversales 

A continuación evaluamos el efecto de la manipulación del sistema colinérgico sobre los trastornos 

motores de ratas hemiparkinsonizadas, a través de la administración sistémica de (-) nicotina. 

En esta secuencia de experimentos, las ratas con lesión de la SNc sin tratamiento con (-) nicotina 

mostraron una ejecución similar a la descrita anteriormente en el O.E. 2.  

La latencia de escape fue evaluada en el puente circular grande (2.5 cm de diámetro) donde se 

encontró un incremento significativo de esta variable tanto en el grupo de ratas con lesión de la SNc 

sin tratamiento con (-) nicotina (p<0.01) como en el grupo de ratas con lesión de la SNc que recibió 

Fig. 22 Microfotografía de la inmunodetección de la enzima tirosina hidroxilasa en una sección coronal a nivel 
del área tegmental ventral (ATV) y la substantia nigra compacta (SNc) de una rata con lesión de la SNc y 
tratamiento con MK-801 (n=9) (10X). Las flechas indican la presencia de cuerpos celulares dopaminérgicos en 
la zona correspondiente al ATV.  
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A B

tratamiento farmacológico (p<0.05), con respecto a los controles (Fig. 23A). Sin embargo, a pesar 

de este incremento en ambos grupos, la latencia de escape de las ratas con lesión de la SNc tratadas 

con (-) nicotina aumenta menos, lo que ubica a este grupo en una posición intermedia entre las ratas 

con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico y las ratas control (sanas y con falsa lesión de la 

SNc) (Fig. 23A).   

La latencia de escape en el puente rectangular grande (2.5 cm de ancho) solo mostró diferencias 

entre los grupos controles (sanas y  falsas lesionadas en la SNc) y los grupos con lesión de la SNc 

(con y sin tratamiento farmacológico) (datos no mostrados). No se evaluó la latencia de escape en 

los puentes de menor ancho y diámetro (1 cm) porque las ratas con lesión de la SNc (con y sin 

tratamiento farmacológico) no completan el tiempo de ejecución de la prueba.  

La latencia de caída se cuantificó en todos los grupos experimentales excepto en las ratas sanas en 

el puente rectangular grande. En el puente circular grande (2.5 cm de diámetro), no se evidenciaron 

diferencias significativas entre los grupos (p>0.05). En los puentes de menor ancho y diámetro (1 

cm de diámetro), la latencia de caída de las ratas con lesión de la SNc (tanto las que no recibieron 

tratamiento con (-) nicotina, como las que lo recibieron) mostró un comportamiento muy similar 

con una disminución significativa (p<0.001)  con respecto a los controles (sanas y falsa lesión de la 

SNc) (Fig. 23B). 

 
 

Fig.23 Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina (1 mg/kg de peso s.c) en la latencia de escape y de caída de las 
ratas en la prueba de los puentes (Pte) transversales.  A. Comparación de la latencia de escape en el Pte. circular grande 
entre los grupos (F(4, 62)=9.22 p<0.01). a vs b p<0.05; b vs c p<0.01; a vs c p<0.001. B. Comparación de la  latencia de 
caída entre los grupos dentro de cada Pte. a vs b p<0.01. Grupos Experimentales: ratas con lesión de la substantia nigra 
compacta (SNc) (n=11), ratas con lesión de la SNc + (-) nicotina (n=13),  ratas con falsa lesión de la SNc (n=11), ratas 
con lesión de la SNc + solución salina fisiológica (SSF) (n=10), ratas sanas (n=22). ANOVA de clasificación simple y 
prueba de Tukey. (Las barras representan X ± E.E.M). 
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Calidad de la ejecución motora  
 
Una vez conocido el efecto del tratamiento con (-) nicotina sobre la latencia de escape y de caída de 

las ratas, evaluamos la calidad de la ejecución motora de las ratas. Para ello en primer término, 

realizamos una valoración cualitativa del desempeño de cada grupo de ratas por medio de la 

observación directa. En segundo término, calculamos el promedio de errores que globalmente 

cometieron los animales en cada puente y se comparó esta variable, entre los grupos 

experimentales.  

De acuerdo a nuestras observaciones, las extremidades contralaterales a la lesión de las ratas con 

inyección de 6-OHDA en la SNc sin tratamiento con (-) nicotina mostraron una ligera oscilación 

que balancea el cuerpo de la rata, sin impulsarlo hacia adelante, por lo que no participan en el 

movimiento de avance.  Asimismo, este grupo de ratas no avanzó en línea recta sobre los puentes, 

sino que alternaron el movimiento rectilíneo con giros muy estrechos que las obligaron a adoptar 

posiciones cada vez más inestables en la medida en que disminuyó el diámetro de los puentes (Fig. 

24A).  

Las ratas tratadas con (-) nicotina, aunque también giraron espontáneamente en círculos estrechos, 

mostraron una menor disfunción de la extremidad posterior contralateral a la lesión de la SNc, lo 

cual fue evidente en el apoyo de esta en el puente durante el reposo (Fig. 24B) y la locomoción 

(Fig. 24C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En relación con el promedio de errores, las ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico 

mostraron un incremento significativo (p<0.05) de esta variable durante su desempeño en el puente 

rectangular grande (2.5 cm de ancho). Por su parte, en este mismo puente, las ratas con lesión de la 

SNc tratadas con (-) nicotina mostraron un promedio de errores estadísticamente similar al de las 

A B C

Fig. 24 Errores más frecuentes cometidos por las ratas lesionadas durante la ejecución en la prueba de los 
puentes (Pte) transversales. A. Rata con lesión de la substantia nigra compacta (SNc) mostrando una 
postura muy inestable  durante el giro espontáneo. B-C. Rata tratada con (-) nicotina apoyada en el Pte. 
rectangular grande sus dos extremidades traseras, en reposo en B y durante la ejecución de la prueba en C.



                                                                                                                                                             Resultados    

 65 
 

ratas sanas. En el puente circular grande (2.5 cm de diámetro), no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos experimentales (p>0.05). Para los puentes de menores ancho y 

diámetro (1 cm) las ratas con lesión de la SNc, tanto las que recibieron tratamiento con (-) nicotina 

como las que no lo recibieron, mostraron un aumento significativo en el promedio de errores 

(p<0.05) en comparación con los grupos controles (sanas y falsa lesión de la SNc) (Fig. 25).   

 

Fig.25 Comparación del promedio de errores cometidos en cada puente (Pte) transversal entre los grupos. 
Grupos Experimentales: ratas con lesión de la substantia nigra compacta (SNc) (n=11), ratas con lesión de la 
SNc + (-) nicotina  (n=13), ratas con falsa lesión de la SNc (n=11), ratas con lesión de la SNc + solución 
salina  fisiológica (SSF) (n=10), ratas sanas (n=22). ANOVA de clasificación simple y prueba de Tukey. a vs 
b p<0.05; c vs d p<0.01.  (Las barras representan  X ± E.E.M).  
 
Efecto del tratamiento con (-) nicotina sobre la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina  

El estudio de la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina reveló una disminución significativa 

(p<0.01) de la conducta de giro en las ratas tratadas sistémicamente con (-) nicotina en comparación 

con las ratas con lesión de la SNc sin tratamiento farmacológico lo cual apunta al efecto positivo del 

tratamiento farmacológico disminuyendo la asimetría motora (Fig. 26).  
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Fig. 26 Comparación de la actividad rotatoria 
inducida por D-Anfetamina (5 mg/kg de peso 
i.p) entre las ratas con lesión de la substantia 
nigra compacta (SNc) (n=15), ratas con lesión 
de la SNc + (-) nicotina (n=18), ratas con falsa 
lesión de la SNc (n=10), ratas con lesión de la 
SNc + solución salina fisiológica (SSF) (n=9). 
ANOVA No parámetrico Kruskal Wallis (H(3, 

50)= 21.26 p<0.001) y prueba Student-Newman-
Keuls. a vs b p<0.001. (Las barras representan  
X ± E.E.M).  
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Efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina sobre las concentraciones extracelulares de Glu y 

GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas.  

Estudio de las concentraciones extracelulares  de Glu  y GABA en el NPP  

Seguidamente, nos propusimos evaluar si la administración sistémica de (-) nicotina a ratas con 

lesión de la SNc modificaba las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, en 

comparación con las ratas lesionadas que no recibieron tratamiento farmacológico. El estudio reveló 

una disminución significativa, hasta valores normales, de las concentraciones extracelulares tanto 

de Glu como de GABA (p<0.01) en el NPP de las ratas tratadas con (-) nicotina en comparación 

con las ratas hemiparkinsonizadas que no recibieron tratamiento con (-) nicotina (Fig. 27A y B).   

 

Fig. 27 Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina (1 mg/kg de peso s.c) en las concentraciones 
extracelulares de glutamato (Glu) y ácido γ-aminobutírico (GABA) en el núcleo pedunculopontino. 
A.Comparación de la concentración de Glu entre los grupos (F(4, 39)=15.45 p<0.001). B.Comparación de la 
concentración de GABA entre los grupos (F(4, 36)=2.96 p<0.05). Grupos Experimentales: ratas con lesión de 
la substantia nigra compacta (SNc) (n=9), ratas con lesión de la SNc + (-) nicotina (n=9), ratas con falsa 
lesión de la SNc (n=6), ratas con lesión de la SNc + solución salina fisiológica (SSF) (n=6), ratas sanas 
(n=10). ANOVA de Clasificación Simple y Prueba de Tukey. a vs b p<0.01. (Las barras representan X ± 
E.E.M).  

 

Efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina sobre la presencia de células dopaminérgicas en 

la SNc de ratas hemiparkinsonizadas.  

El presente estudio nos permitió conocer el efecto de la administración sistémica de (-) nicotina 

sobre la presencia de cuerpos celulares dopaminérgicos en ratas tratadas con esta sustancia e 

inyectadas con 6-OHDA en la SNc. Los resultados del estudio inmunohistoquímico indicaron que el 

tratamiento farmacológico protege a las neuronas de la SNc de la lesión neurotóxica inducida por 6-

OHDA, pudiéndose observar células TH+ ocupando las regiones medial y lateral de esta estructura 

(Fig. 28 A y B).  
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Fig. 28 Microfotografía representativa de la inmunodetección de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en un 
corte coronal de substantia nigra compacta (SNc) de una rata con lesión de la SNc + tratamiento con (-) 
nicotina (n=8). A. Microfotografía del hemisferio derecho donde se señalan células TH+ en toda la zona que 
abarca la SNc, a nivel de la coordenada AP: -4.4mm. B. Microfotografía local  donde se señalizan los 
cuerpos celulares dopaminérgicos en las zonas medial (SNc me) y lateral (SNc la) de la SNc.  La flecha 
indica el trazo de la aguja de inyección de la neurotoxina en la zona de la SNc (10x).   
 
Efecto de la aplicación sistémica de (-) nicotina en la expresión estriatal del FNDC y del FNDG 

en ratas hemiparkinsonizadas.  

Con el propósito de abordar alguno de los posibles mecanismos que podían explicar el efecto 

beneficioso de la administración sistémica de (-) nicotina en el modelo de hemiparkinsonismo por 

inyección de 6-OHDA, se estudió la expresión estriatal del FNDC y del FNDG.  

La técnica de Western Blot empleada por nosotros en este trabajo, resultó ser un método sensible 

para detectar la cantidad de proteína de FNDC y FNDG expresada en el St. Se obtuvieron bandas de 

color intenso y bien delimitado (fig. 29A) en todas las corridas electroforéticas. La detección y 

cuantificación de actina (proteína que se expresa constitutivamente en todas las células) permitió 

referenciar la concentración del factor neurotrófico a los índices de expresión de proteínas en el St.  

Nuestros resultados muestran que la lesión con 6-OHDA en la SNc de las ratas induce un 

incremento significativo (p<0.01) tanto en la cantidad del FNDC como del FNDG expresado en el 

St, con respecto a los grupos control sano y falso lesionado en la SNc (Fig. 29 B y C).   

El esquema de administración sistémica de (-) nicotina seguido en el presente trabajo produjo un 

aumento significativo de cantidad del FNDC expresado en el St (Fig. 29B). Por otra parte, en las 
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ratas hemiparkinsonizadas que recibieron el tratamiento farmacológico, la cantidad del FNDG 

expresada en el St, se redujo a valores similares a los del grupo control sano (Fig. 29C).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 Comparación de la expresión estriatal de los  factores neurotróficos, expresada mediante la relación 
de la densidad óptica (DO) de cada uno de los factores y la DO de la actina. A. Representación de las bandas 
correspondientes a la expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (FNDC), del factor neurotrófico 
derivado de la glía (FNDG) y de la proteína actina en el tejido estriatal de 1 rata de cada grupo.  B. 
Comparación de la expresión estriatal del FNDC (H(4, 18)=13.27 p<0.01) entre los grupos. C. Comparación de 
la expresión estriatal del FNDG (H(4, 15)=11.91 p<0.01) entre los grupos. Grupos Experimentales: ratas con 
lesión de la substantia nigra compacta (SNc) (n=4), ratas con lesión de la SNc + (-) nicotina (n=4), ratas con 
falsa lesión de la SNc (n=3), ratas con lesión de la SNc + solución salina fisiológica (SSF) (n=4), ratas sanas 
(n=4). ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis y prueba Student-Newman-Keuls. Fig. 29B. a vs b 
p<0.05, b vs c p<0.01, a vs c p<0.001;  fig. 29C: a vs b p<0.01. (Las barras representan X ± E.E.M).  

 
  
En lo concerniente al objetivo específico 3 los resultados más importantes pueden resumirse en un 

efecto positivo del tratamiento sistémico con (-) nicotina al disminuir la asimetría y mejorar la 

coordinación y ejecución motora de animales hemiparkinsonizados, en paradigmas como el que se 

evalúa en la prueba de los puentes transversales. Simultáneamente, la administración de (-) nicotina 

redujo las concentraciones extracelulares de aminoácidos neurotransmisores en el NPP lo cual 
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supone un menor desbalance entre las vías “directa” e “indirecta” del circuito motor. Estos 

hallazgos se acompañan de un efecto neuroprotector de esta sustancia que se traduce en una menor 

pérdida de los cuerpos celulares dopaminérgicos en la SNc lesionada con 6-OHDA y un incremento 

en la expresión del FNDC.   

Objetivo Específico 4. Efecto de la lesión del NST y la infusión intracerebral de MK-801 sobre 
las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de ratas previamente 
hemiparkinsonizadas.  
 
Comprobación histológica de la localización de la lesión del NST 

El estudio morfológico realizado con violeta de cresilo mostró la localización correcta de la 

inyección de ácido quinolínico en el NST. El área de inyección contempló el plano superior del 

extremo inferior de la decusación supraóptica, que en las ratas se corresponde con la zona del NST. 

La Fig. 30 muestra la trayectoria de la aguja de inyección hasta el NST.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 30 Microfotografía representativa de una sección coronal de cerebro de rata a nivel de la zona del núcleo 
subtalámico (NST) (n=8). A. Las flechas indican el trazo de la aguja de inyección de la solución de ácido 
quinolínico hasta la coordenada ventral correspondiente al NST señalizada con un rectángulo (5x).  

 

Efecto de la lesión excitotóxica del NST sobre la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina y 

las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP. 

Efecto de la lesión del NST sobre la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina 
 

La administración sistémica de D-anfetamina en las ratas con lesión unilateral completa de la SNc 

produjo un incremento significativo (p<0.001) del número de giros ipsilaterales al hemisferio 

lesionado en comparación con las ratas controles (falsa lesión de la SNc) (Fig. 31). La lesión 

excitotóxica del NST de las ratas lesionadas en la SNc, redujo significativamente el número de giros 

inducidos por D-anfetamina (p<0.05) aunque este grupo conserva diferencias significativas 

(p<0.01) con las ratas controles (falsa lesión de la SNc y falsa lesión de la SNc y el NST) (Fig. 31).    
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Fig.31 Efecto de la lesión del núcleo subtalámico (NST) en la asimetría motora evaluada a través de la 
actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (5 mg/kg i.p). Grupos Experimentales: ratas con lesión de la 
substantia nigra compacta (SNc) (n=13), ratas con lesión de  la SNc y el NST (n=9), ratas con falsa lesión de 
la SNc (n=10), ratas con falsa lesión de la SNc y del NST (n=5). ANOVA no parámetrico Kruskal Wallis 
(H(4, 36)=9.02  p<0.01) y prueba Student-Newman-Keuls. a vs b p<0.05; b vs c  p<0.01; a vs c p<0.001. (Las 
barras representan  X ± E.E.M).  

 
Efecto de la lesión del NST sobre las concentraciones extracelulares  de Glu y GABA en el NPP 

Seguidamente estudiamos el efecto del tratamiento quirúrgico a través de la lesión del NST, sobre 

las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP.  

Nuestros resultados muestran que la lesión excitotóxica del NST en ratas previamente 

hemiparkinsonizadas produce una reducción significativa, hasta valores normales (p<0.001), de las 

concentraciones extracelulares de Glu en el NPP  en comparación con las ratas con lesión unilateral 

completa de la SNc que no recibieron este tratamiento quirúrgico (Fig. 32A).  

Por otra parte, la lesión del NST disminuyó de manera significativa (p<0.01) las concentraciones 

extracelulares de GABA en el NPP en comparación con las ratas hemiparkinsonizadas sin lesión del 

NST (Fig. 32B). No obstante, esta disminución no alcanzó valores normales, y la variable se 

mantiene en una posición intermedia y significativamente diferente entre las ratas 

hemiparkinsonizadas y las ratas sanas (Fig. 32B).  
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Fig.32 Efecto de la lesión del núcleo subtalámico (NST) en las concentraciones extracelulares de glutamato 
(Glu) y ácido γ-aminobutírico (GABA) en el núcleo pedunculopontino A. Comparación de la concentración 
de Glu (F(4, 46)=23,88 p<0.001) entre los grupos. B. Comparación de la concentración de GABA  (F(4, 

44)=14.67 p<0.001) entre los grupos. Grupos Experimentales:  ratas con lesión de la substantia nigra 
compacta (SNc) (n=11), ratas con lesión de la SNc y del NST (n=9); ratas con  falsa lesión de la SNc (n=10); 
ratas con falsa lesión de la SNc y del NST (n=5), ratas sanas (n=13). ANOVA de clasificación simple y 
prueba de Tukey. Fig. 32A: a vs b p<0.001, Fig. 32B: a vs b  p<0.05, b vs c p<0.01, a vs c p<0.001. (Las 
barras representan  X ± E.E.M).  
 

Efecto de la infusión intracerebral de MK-801 en el NPP de ratas con lesión de la SNc, sobre las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA en este núcleo.   

La lesión neurotóxica inducida por 6-OHDA, al igual que en experimentos anteriores, produjo un 

incremento significativo de las concentraciones extracelulares de Glu (F(2, 181)=6.68) p<0.05) y 

GABA (F(2, 133)=5.76 p<0.05) en el NPP con respecto a las ratas controles (sanas y falsa lesión de la 

SNc). La infusión intracerebral de MK-801 (10μmol/L) en este núcleo produjo una disminución 

significativa de esta variable después de 20 min de infusión con respecto a las concentraciones 

basales (antes de la infusión) en los tres grupos experimentales, aunque este comportamiento es más 

marcado en las ratas con lesión unilateral completa de la SNc (Fig. 33A y B).  

El efecto inducido por el MK-801 se mantiene en el grupo de ratas hemiparkinsonizadas hasta dos 

horas después de finalizada la infusión del antagonista glutamatérgico, en que las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA permanecen significativamente disminuídas con respecto a los 

valores basales.   
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Fig. 33 Efecto de la infusión de MK-801 (10μmol/l) sobre las concentraciones de glutamato (Glu) y ácido γ-
aminobutírico  (GABA) en el núcleo pedunculopontino. El valor graficado a los 20 min representa el valor 
promedio de las seis determinaciones basales (sin infusión de MK-801). La barra entre los 40 y 100 min  
representa el tiempo de infusión de MK-801. A. Comparación de las concentraciones de Glu entre los 
tiempos de colecta de los dializados (F(9, 186)=11.2 p<0.01). B. Comparación de la concentración  de GABA  
entre los tiempos de colecta de los dializados (F(9, 135)=9.22 p<0.01). Grupos Experimentales: ratas sanas 
(n=10), ratas con lesión unilateral completa de la substantia nigra compacta (SNc) (n=9), ratas con falsa 
lesión de la SNc (n=9). ANOVA bifactorial de medidas repetidas y prueba de Bonferroni  * p<0.05  ** 
p<0.01. El color del asterisco está en correspondencia con la curva a la que representa. (Las líneas 
representan  X+E.E.M para el grupo de ratas con lesión de la SNc y X-EEM para los restantes grupos).  
 
Con relación al objetivo específico 4, nuestros hallazgos  más importantes evidencian un impacto de 

la lesión neurotóxica del NST disminuyendo la asimetría motora y reduciendo las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas. Asimismo, el bloqueo 

local de la neurotransmisión glutamatérgica mediada por receptores NMDA redujo 

significativamente la concentración de Glu y GABA en el NPP, efecto que permanece en las ratas 

hemiparkinsonizadas dos horas después de finalizada la infusión de MK-801.   
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DISCUSIÓN 

  
I. CAMBIOS NEUROQUÍMICOS, MOLECULARES Y MORFOLÓGICOS EN EL NPP DE 
RATAS HEMIPARKINSONIZADAS  

1. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en elNPP    

La mayor parte de los estudios clínicos y experimentales que intentan explicar los trastornos motores 

relacionados con el síndrome parkinsoniano han prestado especial atención al clásico lazo: corteza 

motora–St–globus pallidus–tálamo-corteza motora. Sin embargo, a las  proyecciones desde los GB 

hasta los núcleos pontinos y de estos a la médula espinal se les ha prestado menor atención (Zweig  y 

cols, 1989; Semba y Fibiger, 1992; Bevan y cols, 2002).    

No obstante, un número creciente de evidencias apuntan hacia la participación del NPP en la 

fisiopatología del parkinsonismo (Aziz y cols, 1998;  Pahapill y Lozano, 2000; Takada y cols, 2000). 

Diferentes estudios han demostrado un incremento en la actividad eléctrica (Breit y cols, 2001) y en la 

actividad metabólica (Carlsoon y cols, 1999) de las células pontinas en modelos experimentales de 

EP.  A pesar de ellos y hasta donde conocemos, no existen descripciones previas de los cambios en 

las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas. Por 

esta razón, los resultados presentados en el presente trabajo en relación con dichos cambios, 

constituyen un aporte científico al conocimiento de las modificaciones de la neurotransmisión en el 

NPP en condición parkinsoniana.   

El incremento significativo en las concentraciones extracelulares de Glu en el NPP de las ratas 

hemiparkinsonizadas, descrito en esta tesis, concuerda con las evidencias de que la 

neurotransmisión glutamatérgica en los GB se modifica sensiblemente en el parkinsonismo (Bianchi 

y cols, 2003; Hamani y cols, 2003). Se sabe que la muerte de las células dopaminérgicas de la SNc se 

acompaña de una pérdida del control inhibitorio que ejerce la DA a través del receptor D2, sobre la 

“vía indirecta” del circuito motor de los GB (Gerfen 2000). En consecuencia, se produce un aumento 

de la transmisión a través de esta vía que involucra al NST cuyas células utilizan Glu como 

neurotransmisor (Wichmann y De Long, 2002; Hamani y cols, 2003). Por esta razón, pensamos que el 

incremento de las concentraciones extracelulares de Glu en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas 

puede responder a la hiperactividad subtalámica por ser este, el núcleo donde se origina la 

proyección glutamatérgica más prominente que recibe el NPP (Rosales y cols, 1997).  

Adicionalmente, este incremento en la actividad del NPP puede contribuir a perpetuar la 

hiperactividad subtalámica pues se conoce que ambas estructuras (NST y NPP), están conectadas a 

través de un lazo monosináptico (Semba y Fibiger, 1992; Bevan y Bolam, 1995, Breit y cols, 2006). 

Orieux y cols describen un incremento significativo en la expresión del ARNm que codifica para la 

subunidad I de la citocromo oxidasa en las neuronas pontinas que proyectan al NST en ratas 
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parkinsonizadas, hecho que apunta hacia la participación del NPP en la hiperactividad subtalámica 

(Orieux y cols, 2000).   

Por otra parte, este aumento significativo de Glu en el espacio extracelular del NPP puede ser un 

elemento clave en el propio funcionamiento de este núcleo en condición parkinsoniana. Se ha 

señalado en la literatura que las proyecciones glutamatérgicas que alcanzan la SNc tanto desde el 

NST como desde el NPP pudieran participar de los mecanismos compensatorios que estimulan a 

las células dopaminérgicas nigrales en etapas presintomáticas de la enfermedad. Pero en estadios 

más avanzados de esta enfermedad, el incremento de la actividad glutamatérgica excitatoria puede 

tener un papel deletéreo sobre las células dopaminérgicas (Bezard y cols, 1997a , b y Bezards y Gross, 

1998).  

Otros estudios han revelado que en ratas parkinsonizadas se produce un incremento significativo de 

las concentraciones extracelulares de Glu en otras estructuras que al igual que el NPP, reciben 

aferencias glutamatérgicas procedentes del NST; tal es el caso del GP y la SNr  (Hirsch y cols, 

2000a).  Este aumento pudiera contribuir a perpetuar la hiperactividad del complejo GP/SNr, cuyas 

descargas gabaérgicas inhibitorias determinan signos como la hipocinesia y la bradicinesia que 

caracterizan a la EP (Obeso y cols, 2000a; Matsumura, 2005).  

En relación con las concentraciones extracelulares de GABA, se encontró un incremento de este 

neurotransmisor en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas. En nuestro criterio, este hallazgo 

puede explicarse por la hiperactividad de la SNr y el GPm. Se conoce que en las ratas, las neuronas 

glutamatérgicas del NPP reciben una proyección gabaérgica procedente de la SNr (Grofova y Zhiou, 

1998; Lee y cols, 2000). Por otro lado, los estudios electrofisiológicos han demostrado que la 

estimulación de la SNr induce un efecto inhibitorio monosináptico en las neuronas pontinas, el cual 

parece ser mediado por receptores gabaérgicos GABAA que se expresan sobre las células del NPP 

(Saitoh y cols, 2003). Los axones gabaérgicos nigrales que proyectan al NPP emiten colaterales al 

colicullus superior, lo cual ha sugerido que existe una relación funcional entre ambas estructuras 

mesencefálicas (Cebrián y cols, 2005). La  hiperactividad de la SNr y el GPm constituye un rasgo 

distintivo de los cambios que se establecen en el funcionamiento de los GB en la condición 

parkinsoniana  (Mitchell y cols, 1985; Rodríguez y cols, 2000).  

Asimismo se conoce que el NPP envía proyecciones colinérgicas y glutamatérgicas a la SNr 

mediada por receptores nicotínicos y glutamatérgicos ionotrópicos respectivamente (Court y cols, 

2000; Zhou y cols, 2003). Por lo tanto, no descartamos la existencia de un lazo que conecte de forma 

recíproca ambas estructuras. En este caso, el incremento de las concentraciones extracelulares de 

GABA detectadas en nuestro estudio tendría una repercusión fundamental sobre el funcionamiento 

tanto del NPP como de la SNr.   
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Conociendo entonces, que las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP se 

modifican en el modelo de 6-OHDA, y que esta estructura posee una amplia representación de 

receptores colinérgicos, gabaérgicos, glutamatérgicos y peptidérgicos, nos dimos a la tarea de 

evaluar el efecto de la lesión neurotóxica de la SNc sobre la densidad de algunas de las poblaciones 

de receptores mencionadas anteriormente.  

2. Densidad de receptores colinérgicos muscarínicos en el NPP y en el St  
Los receptores muscarínicos presentes en el NPP tienen características de autorreceptores por 

tratarse de receptores localizados sobre neuronas colinérgicas del propio núcleo (Vilaro y cols, 1994). 

Se ha descrito la presencia de los subtipos: M2, M3 y M4 en el NPP de PNH y M2, M3 y M5 en 

roedores y se sabe que ellos participan en mecanismos de retroalimentación controlando la síntesis 

y liberación de ACo por las células pontinas (Grofova y Zhiou, 1998; Alcantara y cols, 2001; 

Waelbroeck, 2003). La activación de las neuronas colinérgicas pontinas proporciona un impulso 

colinérgico que alcanza a las neuronas dopaminérgicas tanto de la SNc como del ATV (Lee y cols, 

2000).  

Nuestros resultados indican un incremento significativo de la densidad de receptores colinérgicos 

muscarínicos tanto en el NPP como en el St derecho ipsilateral a la inyección de 6-OHDA. No 

conocemos de otros trabajos que exploren cambios en la densidad de receptores colinérgicos 

muscarínicos en el NPP y el St en el modelo de hemiparkinsonismo por inyección de 6-OHDA. Sin 

embargo, sí existen trabajos que demuestran la presencia de modificaciones importantes de la 

neurotransmisión colinérgica en este modelo experimental. Anglade y cols en 1995 señalaron un 

incremento significativo en el tamaño y número de terminales colinérgicas en la SNc de ratas 

parkinsonizadas (Anglade y cols, 1995). Este hallazgo habla a favor de la puesta en marcha de 

mecanismos de neuroplasticidad en la sinapsis colinérgica, pontina-nigral (Winn,  2006). A la vez, es 

consistente con la hipótesis de que las neuronas colinérgicas pontinas tienen un efecto estimulador 

de las neuronas dopaminérgicas que sobreviven a la lesión neurotóxica (Bezards y cols, 2001).  

Otros autores han señalado la pérdida de neuronas colinérgicas en el NPP en la EP (Hirsch y cols, 

1987). En estas condiciones, se ha planteado que los subtipos de receptores colinérgicos 

muscarínicos acoplados al sistema de la fosfolipasa (M1, M3, M5) presentes en las neuronas 

colinérgicas residuales pueden acentuar la estimulación colinérgica de las células dopaminérgicas 

de la SNc (Yeomans y cols, 2001).    

En concordancia con los hallazgos descritos, el aumento en la densidad de receptores muscarínicos 

en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas detectada en el presente estudio puede formar parte de 

los cambios neuroplásticos que experimenta el sistema colinérgico en la EP.  

En otras estructuras como el hipocampo y el St se conoce que la activación de los subtipos de 

receptores muscarínicos M2 y M4, de localización presináptica, disminuye la transmisión mediada 
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por glutamato (Scanziani y cols, 1995; Rawls y McGinty, 1998). Es posible que en el NPP de las ratas 

hemiparkinsonizadas la actividad de los receptores muscarínicos module igualmente la 

neurotransmisión glutamatérgica, si tomamos en cuenta que este núcleo envía proyecciones y recibe 

proyecciones glutamatérgicas al NST (Bevan y Bolam, 1995). Este efecto modulatorio sería clave en 

el modelo de 6-OHDA que se caracteriza por un incremento de la actividad glutamatérgica a partir 

de la desinhibición de la “vía indirecta” del circuito motor (Obeso y cols, 2000a).  

Por otra parte, no conocemos cual de los subtipos de receptores colinérgicos muscarínicos 

contribuye de forma preferencial al incremento en la densidad detectada en nuestro estudio. Por esta 

razón, sería interesante abordar esta problemática en un futuro empleando ligandos radiactivos 

selectivos para los distintos subtipos de receptores muscarínicos. Este abordaje nos permitirá 

dilucidar cual o cuales de ellos están participando de forma predominante en este cambio 

neuroplástico.    

En el caso del St derecho, ipsilateral a la lesión de la SNc, el incremento encontrado en la densidad 

de receptores muscarínicos es coincidente con los resultados publicados para tejido estriatal de 

pacientes parkinsonianos (Nordberg y  cols, 1985). Adicionalmente, otros autores han señalado que el 

número de sitios de unión estriatal para los subtipos de receptores muscarínicos se modifica en 

función del tiempo de evolución de la enfermedad (Piggot y cols, 2003).  

Los estudios inmunohistoquímicos y autorradiográficos han mostrado que el St contiene niveles 

elevados de ACo, receptores colinérgicos muscarínicos y numerosos sitios de alta afinidad para la 

recaptura de colina (Kasa, 1986). La ACo estriatal está fundamentalmente contenida en las 

interneuronas colinérgicas cuyos axones se ramifican e inervan a las neuronas estriatales de 

proyección (Parent y cols, 1995). Estas neuronas integran los impulsos glutamatérgicos excitatorios, 

corticoestriatales y talámicos, con los impulsos dopaminérgicos nigroestriatales (Rawls y McGinty, 

1998, Deutch, 2006). La literatura señala que los receptores muscarínicos estriatales están 

distribuidos en varias poblaciones celulares: sobre las terminales presinápticas corticoestriatales 

(subtipos M1, M2 y M4), en las neuronas gabaérgicas espinosas de talla mediana que proyectan al 

GPl (subtipo M1, de localización presináptica en la vía St-GPl), así como sobre las neuronas que 

proyectan a la SNr (subtipo M4, de localización presináptica en la ¨vía directa¨ del circuito motor) 

(Alcantara y cols, 2001; Yan y cols, 2001). 

En este contexto, el incremento de la densidad de receptores colinérgicos muscarínicos estriatales 

detectado en nuestro estudio adquiere una importancia particular. En el orden presináptico, la 

activación de los receptores muscarínicos disminuye la liberación de Glu por las terminales 

corticoestriatales (Rawls y McGinty, 1998). Esta modulación resulta muy importante en la condición 

parkinsoniana, en la que se describe una hiperactividad de la sinapsis glutamatérgica corticoestriatal 

secundaria a la denervación dopaminérgica (Calabresi y cols, 2000).  En el orden postsináptico, si 
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consideramos que los subtipos de receptores muscarínicos M1 y M4,  están acoplados a vías de 

señalización diferentes, la activación de ambos simultáneamente puede tener efectos opuestos en las 

neuronas estriatales de proyección (Zhou y cols, 2002, 2003). Las acciones contrapuestas que ellos 

ejercen sobre la formación del AMPc y la cascada de eventos moleculares que ello desencadena, 

contribuye a modular de forma muy fina la actividad de las neuronas estriatofugales (Yan y cols, 

2001).  

En general pensamos, que el aumento en la densidad de receptores colinérgicos muscarínicos en el 

St de las ratas hemiparkinsonizadas forma parte de los cambios que operan en el sistema colinérgico 

en la EP y son consecuencia del desbalance entre el tono dopaminérgico y colinérgico asociado a la 

pérdida de la inervación dopaminérgica nigroestriatal, que caracteriza a la condición parkinsoniana.    

3. Densidad de receptores gabaérgicos BDZ  en el NPP  
La disminución encontrada en nuestro estudio, en la densidad de receptores BDZ en el NPP 

derecho, ipsilateral a la inyección de la 6-OHDA, concuerda con las evidencias existentes sobre los 

cambios en la actividad gabaérgica en la EP (Calon y cols, 1999, 2002, 2003).  

Los receptores a neurotransmisores no son entidades estáticas. La destrucción de las terminales 

nerviosas donde se originan las moléculas neurotransmisoras provoca una supersensibilidad 

funcional de los sitios postsinápticos (Bezard y Gross, 1998). Esta supersensibilidad se ha definido 

como un incremento de la afinidad del neurotransmisor por su receptor, así como un aumento en el 

número de receptores por unidad de área de la membrana postsináptica (Hurley y Jenner, 2006). 

Contrariamente, la administración de fármacos que inhiban la recaptura o la destrucción de los 

neurotransmisores incrementando la exposición del neurotransmisor a su receptor, o los cambios 

que propicien un incremento de la actividad presináptica, suponen una subsensibilidad de los 

receptores en las neuronas postsinápticas (Bezard y Gross, 1998). Los mecanismos moleculares que 

median estos efectos se han estudiado para los receptores β-adrenérgicos, en los cuales se conoce 

que la exposición prolongada a su agonista induce una disminución en la densidad de las proteínas 

receptoras (Neve y cols, 2004). Para este receptor se ha señalado que estos mecanismos moleculares 

cursan a través de la fosforilación de la proteína receptora, su unión a proteínas de la familia de las 

β-arrestina, y desacople de la unión del receptor a la proteína G. Por último, se ha descrito el 

secuestro o internalización del receptor dentro de un compartimento intracelular (Neve y cols, 2004). 

Esta secuencia se revierte cuando cesa la exposición del agonista a su receptor.     

La cascada de eventos descrita anteriormente constituye una expresión de los mecanismos de 

plasticidad que a nivel molecular pueden regular la densidad de los receptores en respuesta a 

cambios de las concentraciones de los neurotransmisores o sus agonistas en la hendidura sináptica 

(Calne y Zigmond, 1991; Dani y cols, 2001; Viallet y Witjas, 2003).  
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Las neuronas glutamatérgicas de la pars dissipata del NPP reciben una proyección gabaérgica 

procedente de la SNr mediada por receptores gabaérgicos GABAA que se encuentran sobre las 

células pontinas (Saitoh y cols, 2003). En nuestra consideración, la disminución de la densidad de 

receptores gabaérgicos BDZ encontrada en este estudio en el NPP, obedece a una disminución 

compensatoria en respuesta al incremento de la actividad gabaérgica procedente del complejo 

GPm/SNr en la condición parkinsoniana. Esta disminución pudiera ser parte de los mecanismos 

neuroplásticos moleculares que se ponen en marcha en el modelo de 6-OHDA (Wichmann y De 

Long, 2002; Viallet y Witjas, 2003).  

La literatura señala que el incremento de la descarga inhibitoria gabaérgica sobre el NPP puede 

contribuir a acentuar la hipocinesia y los trastornos posturales que se presentan en la EP (Florio y 

cols, 2007; Stefani y cols, 2007). Se han realizado varios intentos experimentales de reducir la 

actividad gabaérgica en el NPP y en este sentido, los receptores gabaérgicos BDZ adquieren una 

singular importancia. Así, la microinyección de antagonistas del receptor GABAA  en el NPP, como 

la bicuculina, disminuye la frecuencia y el tiempo medio de apertura del canal a Cl-  y en 

consecuencia disminuye la diferencia de potencial en la membrana, favoreciendo la descarga de las 

neuronas glutamatérgicas pontinas (Nandi y cols, 2002).  La bicuculina es un antagonista GABAA 

que compite con el neurotransmisor por uno o varios sitios de unión al receptor y se ha postulado 

que uno de ellos es el sitio BDZ (Olsen y DeLorey, 1999).  Esta manipulación farmacológica del 

receptor GABAA a través de su sitio BDZ en PNH hemiparkinsonizados, repercute en una 

disminución de la acinesia y otros signos motores que caracterizan a la EP, lo que atribuye a estos 

receptores un papel fundamental en la fisiopatología de dichos signos y síntomas (Nandi y cols, 

2002).  

4. Densidad de receptores mu opioides  en el NPP 
Los cambios en la neurotransmisión peptidérgica en los GB secundarios a la degeneración nigral 

han sido abordados en la literatura a partir de la década del 90 (Fernández y cols, 1994).  

Los resultados de nuestro estudio revelan una disminución en la densidad de receptores mu opioides 

en el NPP del hemisferio lesionado con 6-OHDA. Aunque se sabe que este núcleo posee una 

representación importante de receptores a péptidos opioides, no se ha descrito ninguna aferencia 

peptidérgica que alcance el territorio pontino (García-Rill, 1991).  

No obstante, las interacciones entre los péptidos opioides y sus receptores, no siempre siguen la vía 

clásica sináptica de liberación del neurotransmisor en una terminal presináptica y unión a receptores 

en terminales postsinápticas (Bach-y-Rita, 1993; Akil y cols, 1998). Los péptidos pueden actuar a 

través de vías alternativas de comunicación como la difusión de sus moléculas hacia receptores de 

localización extrasináptica (Bach-y-Rita, 1993). Por esta razón se les contempla como 

neuromoduladores y no como neurotransmisores clásicos (Akil y cols, 1998).  
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Existe mucha controversia en la actualidad sobre la clasificación de los receptores opioides (Akil y 

cols, 1998). Dada la existencia de tres familias de ligandos endógenos (encefalinas, endorfinas y 

dinorfinas) y tres receptores clonados: mu (μ), delta (δ) y kappa (κ), se esperaba una 

correspondencia de 1:1 que no ha sido probada y varios ligandos pueden asociarse con un mismo 

receptor (Mansour y cols, 1997; Gutstein y Akil, 2003).  

La actividad peptidérgica se modifica sensiblemente en el parkinsonismo (Fernández y cols, 1994; 

Cannizaro y cols, 2003).  Los estudios utilizando ensayos de unión, han revelado marcadas 

diferencias regionales en el número de receptores a neuropéptidos hallados en cerebro de pacientes 

parkinsonianos con respecto a sujetos sanos (Fernández y cols, 1994).  

Los resultados de nuestro estudio son coincidentes con los publicados por otros autores para otros 

núcleos del cerebro. Así, la densidad de receptores mu opioides, disminuye drásticamente en el St, 

GP y SN de ratas hemiparkinsonizadas en comparación con los controles sanos (Johansson y cols, 

2001).  

Se ha descrito una estrecha interacción entre la actividad dopaminérgica y opioide a nivel del St que 

tiene implicaciones fundamentales para el control motor (Samadi y cols, 2003). Esta interacción se 

establece a partir de vías de señalización intracelular comunes a ambos sistemas de 

neurotransmisión que involucran la regulación de la actividad de la enzima adenilato ciclasa y el 

sistema del AMPc. Por ende, esta interacción mantiene un control muy fino sobre la fosforilación 

de sustratos proteicos en las neuronas de proyección estriatal (Samadi y cols, 2003).  

Asimismo, se conoce que los receptores mu opioides están colocalizados junto a los receptores 

glutamatérgicos NMDA en las terminales corticoestriatales a nivel presináptico (Akil y cols, 1998). 

La activación simultánea de ambos receptores tiene efectos opuestos sobre la entrada de calcio a la 

célula, lo cual ha sugerido que los receptores mu modulan la liberación de Glu en la sinapsis 

corticoestriatal (Samadi y cols, 2003).).  

En condición parkinsoniana, estas interacciones se modifican sensiblemente en el St y 

probablemente en otros núcleos donde ellas están igualmente presentes (Johansson y cols, 2001). El 

NPP, es un núcleo donde convergen aferencias glutamatérgicas, gabaérgicas y dopaminérgicas entre 

otras (Semba y Fibiger, 1992; Bevan y Bolam, 1995; Mena-Segovia y cols, 2004). La inervación 

dopaminérgica que fisiológicamente alcanza el NPP está  severamente comprometida en la EP y sus 

modelos experimentales (Hamani y Lozano, 2003). Esta disminución del tono dopaminérgico en el 

NPP pudiera repercutir en la pérdida de la interacción entre este sistema de neurotransmisión y el 

sistema peptidérgico opiode en esta estructura. Podemos entonces hipotetizar, que la disminución en 

la densidad de los receptores mu opioides en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas detectado en 

nuestro estudio, pudiera obedecer a la pérdida de la interacción anteriormente descrita a nivel del 

NPP.  
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Por último, se le ha atribuido recientemente un papel importante a los receptores mu opiodes 

regulando la supervivencia de los progenitores celulares y activando vías de señalización que 

promueven señales de supervivencia y proliferación celular (Iglesias y cols, 2003; Harburg y cols, 

2007).  La disfunción de los sistemas peptidérgicos mediado por receptores mu se ha asociado 

recientemente al disparo de mecanismos de muerte celular (Harburg y cols, 2007). En este sentido la 

disminución en la densidad de receptores mu opioides en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas 

pudiera estar vinculada a la disfunción del sistema peptidérgico en este núcleo donde nosotros 

detectamos la ocurrencia de un proceso de muerte celular.  

5. Muerte celular en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas 

La literatura señala la pérdida de aproximadamente el 40-50% de las células colinérgicas del NPP, 

específicamente en su parte lateral en la EP y en la parálisis supranuclear progresiva (Hirsch y cols, 

1987). Zweig y cols en 1989 encontraron una fuerte correlación entre la pérdida de células 

dopaminérgicas de la SNc y la de células presumiblemente colinérgicas en el NPP de sujetos 

parkinsonianos fallecidos (Zweig y cols, 1989). Este hallazgo ha sugerido que ambos grupos celulares 

pudieran sufrir el mismo tipo de proceso destructivo (Pahapill y Lozano, 2000).  

El tema de la muerte celular en el NPP ha sido menos abordado en los modelos experimentales de 

EP y nuestros resultados proveen la primera descripción de muerte celular pontina en el modelo de 

hemiparkinsonismo por inyección de la neurotoxina 6-OHDA. Sin embargo, el método empleado 

por nosotros para identificar la fragmentación del ADN (células TUNEL+), sin la utilización de 

doble marcaje, no permite distinguir entre neuronas y glía o entre fenotipos neuronales 

(glutamatérgicos o colinérgicos). Por esta razón, no podemos asociar las células muertas 

encontradas en nuestro estudio a un fenotipo particular. 

Por otra parte, Heise y cols publicaron que la morfología, la distribución y el número de células 

colinérgicas en el NPP de primates y ratas hemiparkinsonizadas no difirió de los controles sanos 

(Heise y cols, 2005).  

Este resultado puede explicarse tomando en cuenta que el grupo de Heise empleó la enzima óxido 

nítrico sintetasa como marcador de neuronas colinérgicas vivas. Por otra parte, la neurotoxina 6-

OHDA fue inyectada en la vía nigroestriatal lo que supone una muerte retrógrada más lenta de las 

células dopaminérgicas de la SNc, y la generación de un modelo de hemiparkinsonismo parcial que 

simula las etapas iniciales presintomáticas de la EP (Carman y cols, 1991; Sauer y Oertel, 1994; Dowd y 

Dunnett, 2005; Heise y cols 2005). En nuestra consideración, debe abordarse un futuro estudio de 

doble marcaje de TUNEL y marcadores selectivos para neuronas colinérgicas o glutamatérgicas, 

que permitiría dilucidar la naturaleza exacta de las células comprometidas en el proceso de muerte 

detectado en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas.    

El proceso de muerte celular que tiene lugar en el NPP pudiera explicarse por el desequilibrio 
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neuroquímico caracterizado por un aumento significativo del tono glutamatérgico, junto a la pérdida 

de la inervación dopaminérgica procedente de la SNc. Posiblemente, cada uno de estos cambios 

aporte señales importantes que en conjunto pudieran convertirse en eventos disparadores de la 

muerte celular.  

El incremento del tono glutamatérgico en el NPP, representado en nuestro estudio por un aumento 

de las concentraciones extracelulares de Glu, se asocia al incremento en las concentraciones 

intracelulares de calcio más allá de las posibilidades que ofrecen los mecanismos homeostáticos que 

mantienen dichas concentraciones en valores constantes (100 nM) (Hirsch y cols, 2000b; Dingledine y 

Bain, 1999;  Nakatsu y cols, 2006). La toxicidad celular mediada por un incremento de la actividad 

glutamatérgica, frecuentemente referida como excitotoxicidad, es considerada un factor común a 

diferentes enfermedades neurológicas tales como la epilepsia, las enfermedades neurodegenerativas 

y el daño isquémico entre otras (Obrenovitch, 2001).   

Las células del NPP que están bajo la influencia del aumento de la neurotransmisión 

glutamatérgica, también pudieran ser susceptibles al daño oxidativo. Los procesos de 

excitotoxicidad implican el fracaso en el funcionamiento tanto de las bombas iónicas dependientes 

de ATP como de los procesos metabólicos mitocondriales y estos fallos de conjunto, pueden 

promover un incremento del estrés oxidativo intracelular (Martín, 2001; Schubert y Piasecki, 2001).   

Por otra parte, otros eventos relacionados con el incremento en la producción intracelular de 

radicales libres y la muerte celular, pudieran asociarse con la pérdida del tono dopaminérgico en las 

células pontinas. Se sabe que la administración de fármacos agonistas de los receptores 

dopaminérgicos D1 atenúa el desarrollo de los procesos de muerte celular necrótica de origen 

oxidativo en cultivo de células corticales de ratón (Hoh y Gwag, 1997).   

La estimulación glutamatérgica, en ausencia de inervación dopaminérgica, promueve la activación 

de una cascada de vías de señalización intracelular que involucra a la familia de la proteína quinasa 

activada por mitógeno (MAP, del inglés, Mitogen-activated kinase). Esta familia de proteínas 

participa en la activación de las subunidades del receptor NMDA lo cual pudiera tener un efecto 

sinérgico con el incremento de las concentraciones extracelulares de Glu en el NPP y contribuir a 

perpetuar los mecanismos excitotóxicos de muerte celular (Skapper y cols, 2001).  

Así, en nuestro estudio, en las neuronas pontinas del hemisferio lesionado pudieran confluir los 

mecanismos mencionados anteriormente que se derivan del aumento de la neurotransmisión 

glutamatérgica y la pérdida de la aferencia dopaminérgica procedente de la SNc.  

El escaso número de células que expresaron positividad a TUNEL y DAPI (indicativo de muerte 

apoptótica) en el presente estudio, nos hace pensar que, en el NPP la muerte celular siga un curso 

necrótico. No obstante, no descartamos la posibilidad de que pueda también presentarse muerte 

apoptótica. Inicialmente la positividad a TUNEL fue descrita como evidencia de la presencia de un 
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proceso apoptótico, aunque en la actualidad se sabe que este es un marcador tanto de mecanismos 

de muerte de origen apoptótico como necrótico (Bahr y cols, 2002; Jordán, 2003). La literatura actual 

sugiere que los procesos apoptóticos y necróticos transcurren con formas morfológicas intermedias 

(Martín, 2001). De modo que la habilidad de la célula para ejecutar su programa de muerte puede ser 

modificado por un daño a las células vecinas o un daño celular impuesto. Este último, conduce a 

una falla energética y a la interrupción de las etapas de la muerte celular programada con promoción 

de las cascadas necróticas correspondientes (Schmechel, 1999; Bernhardi, 2004).     

Con respecto al NPP izquierdo, donde no se observó inmunorreactividad a TUNEL, este hallazgo 

nos indica que la actividad pontina contralateral a la inyección de la neurotoxina 6-OHDA se 

conserva intacta. Este hallazgo refuerza el papel que desempeña el desbalance de los diferentes 

sistemas de neurotransmisión asociado a la condición parkinsoniana en el disparo de mecanismos 

de muerte celular en estructuras como el NPP.  

Los resultados discutidos hasta este momento nos permiten afirmar que la lesión neurotóxica de la 

SNc por inyección de la  neurotoxina 6-OHDA se acompaña de un aumento de las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP, que puede obedecer al desbalance entre las vías “directa” 

e “indirecta” de los GB que caracteriza a la EP. Asimismo, se presentan cambios moleculares a 

nivel de la densidad de las poblaciones de receptores colinérgicos muscarínicos, gabaérgicos BDZ y 

mu opioides en el NPP, que en su conjunto parecen responder a mecanismos compensatorios de 

ajuste que se instalan en un intento por contrarrestar el desbalance entre los sistemas de 

neurotransmisores en condiciones de denervación dopaminérgica. Paralelamente a la ocurrencia de 

estos cambios se presenta un proceso de muerte celular en el NPP ipsilateral a la inyección de la 

neurotoxina 6-OHDA, a lo cual puede estar contribuyendo el incremento de las concentraciones 

extracelulares de Glu y la pérdida de la inervación dopaminérgica nigro pontina entre otros factores 

los que pueden erigirse en eventos disparadores de mecanismos de muerte celular por 

excitotoxicidad.  

II. EFECTO NEUROPROTECTOR DEL TRATAMIENTO SISTÉMICO CON MK-801 EN 
RATAS HEMIPARKINSONIZADAS  

1. Efecto sobre los trastornos motores y la presencia de células dopaminérgicas 

Nuestros resultados indican que el esquema de administración sistémica del antagonista 

glutamatérgico MK-801 seguido en el presente trabajo modifica el cuadro de parkinsonismo que 

produce esta neurotoxina. En general, las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas con MK-801  

presentan menor latencia de escape y mayor latencia de caída que las ratas hemiparkinsonizadas que 

no recibieron tratamiento farmacológico. Igualmente, las ratas tratadas con el antagonista 
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glutamatérgico presentan menor asimetría motora, valorada a partir del número de giros inducidos 

por D-anfetamina.   

No existe actualmente un tratamiento neuroprotector eficaz para la EP capaz de enlentecer de forma 

eficiente o revertir el proceso neurodegenerativo una vez que éste se ha instalado (Savitt y cols, 

2006). Sin embargo, en los modelos experimentales de la EP se ha abordado el efecto de disminuir 

la actividad glutamatérgica con lesiones tempranas del NST, así como aplicando esquemas de 

tratamiento, fundamentalmente con antagonistas de los receptores NMDA, con resultados 

promisorios (Brouillet y Beal, 1993; Piallat y cols, 1996; Hadj Tahar y cols, 2004).  

Los resultados obtenidos a partir de los estudios con lesiones selectivas del NST previos a la lesión 

de la SNc indican un efecto neuroprotector de este tratamiento sobre las células nigrales (Piallat y 

cols, 1996; Paul y cols, 2004). Estos hallazgos han sugerido que la vía glutamatérgica NST-SNc 

desempeña un papel fundamental en la degeneración de las células dopaminérgicas de la SNc, 

dando paso a la administración de drogas antiglutamatérgicas como tratamiento en la EP (Sonsalla y 

cols, 1998).  

La literatura sugiere a partir de estudios en modelos de EP, que el bloqueo de los receptores 

glutamatérgicos NMDA puede aliviar los síntomas parkinsonianos y aumentar la efectividad de la 

terapia dopaminérgica (Hadj Tahar y cols, 2004). Se sabe que en roedores, la administración de bajas 

dosis de MK-801 puede tener una acción sinérgica con los fármacos dopaminérgicos y mejorar la 

acinesia inducida por la deficiencia de DA (Marin y cols, 1996). No se conoce con exactitud la 

localización del receptor NMDA a través del cual los antagonistas administrados sistémicamente 

producen su efecto beneficioso. Los receptores NMDA estriatales y los de localización subtalámica, 

parecen ser fuertes candidatos para mediar los efectos de estos fármacos en la EP. La inyección 

local de antagonistas glutamatérgicos en el St rostral y en el NST tiene un claro efecto 

antiparkinsoniano (Blandini y cols, 2001b,  Nash y Brotchie, 2002, Hallet y Standaert, 2004).  

En relación con los resultados de nuestro estudio, el esquema de administración empleado coincide 

con el utilizado por otros autores y responde a dos efectos del MK-801 descritos en la literatura: 

incremento de la expresión estriatal de dinorfinas (Campbell y cols, 2006), y modificación en la 

frecuencia de descarga de las neuronas glutamatérgicas subtalámicas (Allers y cols, 2005).  

La administración del antagonista NMDA previa a la inyección de 6-OHDA aplicada en nuestro 

estudio, obedece al efecto del MK-801 potenciando la expresión génica estriatal de las dinorfinas en 

las neuronas que dan origen a la “vía directa” (Campbell y cols, 2006). Este efecto pudiera prevenir la 

disminución en la  transmisión estriatonigral que se instala tempranamente en el modelo de 6-

OHDA (Robinson y cols, 1994; Campbell y cols, 2006). No obstante, se ha descrito que la muerte de las 

células dopaminérgicas de la SNc en roedores inducida por 6-OHDA, sigue un curso que dura 4 

semanas, al término de las cuales se establecen de forma irreversible la asimetría motora y los 
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restantes síntomas que caracterizan al modelo (Johnston y cols, 1999). Durante este tiempo, se 

produce un incremento gradual de la actividad glutamatérgica, y específicamente a los quince días 

se ha descrito el pico de actividad glutamatérgica de origen subtalámico, el cual antecede a la 

aparición de los síntomas parkinsonianos (Bezard y cols, 1999, Vila y cols, 2000). La segunda y tercera 

administración de MK-801 aplicadas en nuestro estudio intentan bloquear la exposición de las 

células dopaminérgicas a la aferencia glutamatérgica incrementada en un período crítico de 

activación subtalámica (Vila y cols, 2000).   

De acuerdo a nuestros resultados en la prueba de los puentes transversales, la ejecución motora de 

las ratas hemiparkinsonizadas no tratadas con MK-801 se caracterizó por una postura asimétrica 

que compromete el equilibrio y el soporte en una superficie longitudinal angosta. El hemicuerpo 

contralateral a la lesión de la SNc no participó de los ajustes posturales ni de la locomoción, lo cual 

comprometió la velocidad y calidad de ejecución de la prueba.  

Otros autores han evaluado los impedimentos motores de las ratas hemiparkinsonizadas a través de 

pruebas conductuales que, al igual que la utilizada en el presente estudio, no requieren estimulación 

farmacológica. Whishaw y cols en 1997, señalaron que las ratas con lesión unilateral de la SNc 

mostraban disfunciones motoras en los dos hemicuerpos con predominio de las mismas en el 

hemicuerpo contralateral a la lesión de la SNc (Whishaw y cols, 1997). Asimismo, Johston y cols en 

1999, señalaron que las ratas hemiparkinsonizadas realizan cuartos de giros espontáneamente 

(Johston y cols, 1999). Estos autores hipotetizaron que los giros pueden asociarse a una inclinación 

preferencial de los músculos del cuello, del tronco y de las extremidades anteriores, resultado de la 

dificultad en lograr la estabilidad postural, al trasladar la posición del centro de gravedad del cuerpo 

a las extremidades “sanas” (Johston y cols, 1999).  

En nuestro estudio, la ejecución motora de las ratas tratadas con MK-801 tuvo una mejoría notable. 

Este grupo de ratas alcanzó más rápido la plataforma que las ratas hemiparkinsonizadas que no 

recibieron tratamiento farmacológico. Asimismo, las ratas tratadas con MK-801 exhibieron una 

mejor estrategia de soporte y equilibrio que las ratas hemiparkinsonizadas sin tratamiento 

farmacológico. Esta ejecución, se tradujo en una mayor latencia de caída en todos los puentes con 

independencia del diámetro y la forma de estos.  

Al mismo tiempo, las ratas tratadas con MK-801 mostraron errores relacionados con la sujeción 

eficaz del puente. Estos errores se acentuaron a medida que disminuyó el diámetro del puente, lo 

que propició que las ratas tratadas con MK-801 mostraran una calidad de ejecución similar a la de 

las ratas hemiparkinsonizadas en los puentes de menores diámetros (1 cm).  

La ejecución en los puentes de mayores ancho y diámetro no requiere ajustes finos de la fuerza y la 

coordinación del movimiento, mientras que los puentes menores demandan mayor precisión y 

exactitud para lograr una ejecución motora óptima (Thullier y cols, 1996).   
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Nuestros resultados sugieren que los mecanismos que subyacen en el control de la coordinación 

motora más burda están conservados en los animales tratados con el antagonista glutamatérgico 

MK-801. Entretanto, la administración de este fármaco no es suficiente para corregir los trastornos 

de la coordinación motora y postural más fina.   

La prueba de los puentes transversales junto a otros paradigmas conductuales espontáneos se ha 

aplicado para evaluar deficiencias motoras sutiles que escapan al efecto de una prueba 

farmacológica en modelos experimentales de enfermedades que cursan con trastornos del 

movimiento (Amalric y cols, 1995; Thullier y cols, 1996; Schallert y cols, 2000; Blandini y cols, 2001a; 

Carvalho y Nikkhah, 2001; Kelsey y cols, 2004, Phillips y cols, 2006).  

Amalric y cols en 1995, demostraron que la administración sistémica de MK-801 revirtió 

parcialmente el tiempo de reacción mostrado por las ratas hemiparkinsonizadas para liberar una 

palanca en respuesta a la incidencia previa de luz (Amalric y cols, 1995). Kelsey y cols en el 2004,  

demostraron que las ratas hemiparkinsonizadas tratadas con MK-801, mejoraron el ajuste postural 

contralateral, sin afectar el desempeño de la extremidad ipsilateral a la lesión de la SNc. En 

contraste, las ratas no tratadas con MK-801, presentaron una deficiencia evidente en el número de 

pasos correctores ejecutados con la extremidad contralateral (Kelsey y cols, 2004).  

Se conoce que el receptor NMDA regula la actividad del receptor dopaminérgico D1 a través de una 

interacción directa proteína-proteína. Así la estimulación del receptor NMDA puede incrementar la 

expresión del receptor D1 en la membrana celular mientras que la oligomerización entre los 

receptores NMDA y D1 puede prevenir la internalización del receptor dopaminérgico D1 y su 

desensibilización siguiendo su estimulación. Este efecto modulatorio puede explicar la habilidad de 

los antagonistas del receptor NMDA para atenuar los trastornos motores tanto en los pacientes 

parkinsonianos como en los modelos experimentales de la EP (Hurley y Jenner, 2006).  

En relación con el estudio de la asimetría motora a través de la actividad rotatoria inducida por D-

anfetamina, nuestros resultados indican una disminución significativa del número de giros en las 

ratas tratadas con MK-801. Esta disminución puede explicarse considerando dos aspectos 

fundamentales que no se excluyen mutuamente: la disminución de la asimetría en la actividad 

glutamatérgica y la menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en la zona del ATV.   

Se sabe que la administración de antagonistas glutamatérgicos revierte, al menos, algunas de las 

cascadas de cambios neuroquímicos que se desencadenan en los GB posterior a la denervación 

dopaminérgica (Blandini y cols, 2001b). Vila y cols en 1999, señalaron un incremento de la expresión 

del ARNm de la subunidad I de la citocromo oxidasa en el NST de ratas hemiparkinsonizadas que 

se revirtió con la administración sistémica de MK-801 (Vila y cols, 1999). Otros autores han 

enfatizado en que los antagonistas NMDA pudieran alterar el impacto de la actividad 

glutamatérgica subtalámica sobre sus núcleos diana tanto en la tasa como en el patrón de descarga 
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(Greenamyre y O´Brien, 1991). Blandini y cols,  en el 2001, demostraron que la infusión local de 

antagonistas NMDA como el MK-801 en el NST, reduce drásticamente los giros inducidos por D-

anfetamina en ratas hemiparkinsonizadas (Blandini y cols, 2001a y b).  

La disminución de la conducta rotatoria se ha tomado como una medida de compensación de la 

asimetría motora que exhiben las ratas hemiparkinsonizadas (Zigmond y Stricker, 1984). Si 

consideramos la vía de administración sistémica del MK-801 utilizada en el presente estudio, es 

posible que el tratamiento farmacológico actúe reduciendo el desbalance en la actividad 

glutamatérgica subtalámica entre ambos hemisferios (Hallet y Standaert, 2004). Este efecto pudiera 

atenuar la asimetría motora de las ratas y en consecuencia reducir la actividad rotatoria inducida por 

D-anfetamina.  

Por otra parte, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con MK-801 posee un efecto 

protector del daño neurotóxico de los cuerpos celulares dopaminérgicos en la zona del ATV. El 

ATV forma parte del sistema dopaminérgico mesolimbocortical y proyecta al núcleo accumbens 

(Björklund y Lindvall, 1984).  

En términos de asimetría motora en el modelo de 6-OHDA, Metz y Whishaw en el 2002, publicaron 

que las ratas con bajo índice de actividad rotatoria mostraron un pequeño número de células 

dopaminérgicas intactas en la parte lateral de la substantia nigra y en el ATV.  Entretanto, ninguna 

de las ratas con alto índice de rotaciones mostró cuerpos celulares residuales en estas áreas (Metz y 

Whishaw, 2002).   

Asimismo, está descrito que la reinervación de la zona que ocupa el ATV mediante el trasplante de 

células mesencefálicas, induce una disminución en el número de giros y un comportamiento en 

meseta de esta variable para un pequeño número de neuronas dopaminérgicas sobrevivientes 

(Brundin y cols, 1987).  

Los experimentos con células mesencefálicas fetales trasplantadas en el St denervado de DA en 

roedores demostraron una fuerte correlación entre la reducción del número de giros y el logaritmo 

del número de neuronas que sobreviven en el St trasplantado, lo cual sugiere un comportamiento no 

lineal a la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (Brundin y cols, 1987; Kirik y cols, 1998).  

Aún cuando en el presente estudio no se cuantificó el número de células dopaminérgicas observadas 

en el ATV, pensamos que desde el punto de vista cualitativo la presencia de células en esta área en 

los animales tratados con MK-801 fue mayor que en los que no recibieron tratamiento 

farmacológico. En este sentido, nuestros resultados son coincidentes con los publicados con 

anterioridad (Metz y Whishaw, 2002). Así, en nuestra consideración, la menor pérdida de cuerpos 

celulares dopaminérgicos en el ATV de las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas con MK-801 

puede ser parte del sustrato neural que explique la disminución de la actividad rotatoria inducida 

por D-anfetamina en este grupo de ratas.   
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2. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP  

Nuestros resultados muestran una reducción de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA 

en el NPP de las ratas tratadas con MK-801 e inyectadas con 6-OHDA. Estos hallazgos pueden 

estar relacionados con el efecto del tratamiento farmacológico atenuando la actividad 

glutamatérgica corticoestriatal y corrigiendo el desbalance de otros neurotransmisores como la DA,  

lo cual le atribuiría un efecto neuroprotector al tratamiento aplicado.   

En condiciones fisiológicas, los impulsos dopaminérgicos nigrales y las terminales glutamatérgicas 

corticales convergen en las neuronas de proyección estriatal (Calabresi y cols, 2000). En el St se 

produce una interacción muy fina entre las sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales y las 

dopaminérgicas nigroestriatales (Smith y cols, 1998). En condición parkinsoniana se produce un 

desbalance en la neurotransmisión estriatal. La denervación dopaminérgica causa dos efectos que 

involucran principalmente a la transmisión excitatoria estriatal: incremento de la amplitud y 

frecuencia de los potenciales sinápticos despolarizantes mediados por Glu, y la pérdida de la 

plasticidad sináptica corticoestriatal (Calabresi y cols, 2000; Deutch, 2006). Ambos efectos convergen 

en el incremento de la descarga de potenciales de acción de las células estriatales cuando estas  son 

despolarizadas por la descarga de la terminal presináptica corticoestriatal (Groenewen, 2003). Este 

efecto es  consistente con el incremento de la liberación de Glu a partir de las terminales 

corticoestriatales detectado en ratas hemiparkinsonizadas (Yamamoto y Davis, 1992).  

Por otra parte, los estudios morfológicos demuestran que la denervación dopaminérgica causa 

cambios estructurales en el St que son capaces de interferir con la generación de los mecanismos de 

plasticidad sináptica corticoestriatal (Chase, 2004; Deutch, 2006). Las espinas dendríticas de las 

neuronas estriatales, se reducen en número, forma y tamaño en el St de las ratas parkinsonizadas 

(Chase y Justin, 2000; Chase, 2004). Precisamente las espinas dendríticas se han propuesto como el 

sitio anatómico para la expresión de la plasticidad sináptica corticoestriatal (Chase, 2004). Por lo 

tanto, el remodelamiento de estas estructuras neuronales puede impedir el desarrollo de los 

mecanismos de potenciación o depresión de la eficiencia de la transmisión sináptica estriatal 

(Calabresi y cols, 2000; Chase, 2004).  

La administración sistémica de antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA tiene 

múltiples efectos sobre el funcionamiento de los núcleos que forman los GB (Vila y cols, 1999, 

2000). Sin embargo, no existen referencias previas en la literatura que aborden el efecto de la 

administración sistémica de MK-801 en el modelo de 6-OHDA sobre la neurotransmisión mediada 

por Glu y GABA en el NPP por lo cual los resultados del presente estudio constituyen un aporte al 

conocimiento en este campo.  

Recientemente, se ha publicado una reducción en la tasa de descarga y un cambio en el patrón de 

actividad eléctrica de las células glutamatérgicas del NST de ratas hemiparkinsonizadas bajo el 
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efecto de la administración sistémica de MK-801 (0.1-0.2mg/kg de peso) (Allers y cols, 2005). 

Aunque la dosis utilizada en nuestro estudio es superior, pensamos que este efecto sobre las células 

subtalámicas pudiera también estar presente y modular la liberación de Glu en el NPP.  

Se sabe que la administración local de MK-801 en el St, tiene efectos diferentes en dependencia de 

la localización de las inyecciones intraestriatales. Este efecto diferencial está en concordancia con 

una distribución topográfica también diferencial de los receptores NMDA dentro del territorio 

estriatal (Nash y Brotchie, 2002). Así, la perfusión de MK-801 en la zona donde se originan las 

neuronas de proyección que forman la vía St-GPl, puede tener efectos parkinsonizantes que se 

atribuyen a la desinhibición de este circuito. En contraposición, la inyección de este antagonista en: 

las neuronas estriatofugales que dan origen a la vía St-SNr, en el NST o la SNr, produce marcados 

efectos antiparkinsonianos (Marti y cols, 2000).  

A partir de los hallazgos descritos anteriormente, podemos hipotetizar que la administración 

sistémica de MK-801 seguida en el presente estudio pudiera corregir algunos de los efectos de la 

denervación dopaminérgica sobre la neurotransmisión excitatoria corticoestriatal. El 

restablecimiento de la plasticidad sináptica corticoestriatal junto al bloqueo de los receptores 

glutamatérgicos NMDA localizados sobre las células estriatales, pudieran atenuar el desbalance 

entre la vía “directa” e “indirecta” del circuito motor de los GB asociada a la denervación 

dopaminérgica. La reducción de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de 

las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas con MK-801 detectada en nuestro estudio pudiera 

responder al efecto del fármaco disminuyendo el desbalance del circuito motor.  

El estudio del efecto del bloqueo sistémico de la transmisión glutamatérgica en las concentraciones 

extracelulares de Glu y GABA en el NPP reviste especial importancia ya que este núcleo ejerce un 

control sobre los movimientos voluntarios de varias partes del cuerpo, en estrecha asociación con 

otros núcleos del cerebro (Matsumura, 2005). Se sabe que en el NPP convergen impulsos corticales 

procedentes de zonas motoras de corteza, y que los mapas que representan las diversas partes del 

cuerpo están conservados a este nivel (Matsumura y cols, 2000).  Otros estudios han reforzado la 

participación del NPP en la iniciación y modulación de la marcha y se ha señalado que sus neuronas 

glutamatérgicas están relacionadas con la iniciación de los movimientos programados mientras que 

la actividad de las neuronas colinérgicas está vinculada al mantenimiento de un patrón de marcha 

estable, seguro, constante y uniforme (García-Rill, 1996; Bhidayasiri y cols, 2002; Hathout y Bhidayasiri, 

2005).   

Nuestros hallazgos sugieren que el bloqueo farmacológico de los receptores NMDA 

inmediatamente antes de inyectar la neurotoxina 6-OHDA y con dos administraciones de refuerzo, 

mejora la asimetría, la coordinación y la ejecución en paradigmas motores que exploran la sujeción, 

locomoción y ajustes posturales. A su vez, este tratamiento restaura las concentraciones 
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extracelulares de GABA en el NPP y disminuye significativamente las concentraciones 

extracelulares de Glu con respecto al estado parkinsoniano. Los cambios en la neurotransmisión 

aminoacídica en el NPP, las menores concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y la 

menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en el ATV pudieran ser parte del sustrato 

morfofisiológico que sustenta estos efectos.  

III. EFECTO NEUROPROTECTOR DEL TRATAMIENTO SISTÉMICO CON (-) 
NICOTINA EN  RATAS HEMIPARKINSONIZADAS  

1. Efecto sobre los trastornos motores  

Nuestros resultados indican que el tratamiento sistémico con el agonista de los receptores 

colinérgicos nicotínicos, (-) nicotina, aplicado en el presente estudio, promovió una mejoría  motora 

en los animales que se tradujo en menores latencia de escape y número promedio de errores en los 

puentes de mayores ancho y diámetro (2.5 cm) en comparación con las ratas hemiparkinsonizadas 

que no recibieron tratamiento farmacológico. No obstante, esta mejoría se pierde en los puentes 

menores, en que la ejecución motora de las  ratas tratadas con (-) nicotina, no difiere de las ratas 

hemiparkinsonizadas sin tratamiento farmacológico. Igualmente, la administración sistémica de (-) 

nicotina redujo de forma importante la asimetría motora, evaluada a través de la actividad rotatoria 

inducida por D-anfetamina.   

Varios autores han propuesto un efecto neuroprotector de la exposición a nicotina sobre el sistema 

dopaminérgico a partir de una relación inversa entre la adicción a esta sustancia y la incidencia de 

EP (Morens y cols, 1995).  

El esquema de administración de (-) nicotina aplicado en el presente estudio, es referido en la 

literatura como administración subcrónica y coincide con el aplicado para estudiar el papel 

neuroprotector de esta sustancia en modelos de EP por administración de agentes quelantes (Maggio 

y cols, 1998). En nuestro trabajo, suministramos la (-) nicotina inmediatamente antes de la inyección 

de 6-OHDA con dos propósitos. El primero de ellos consistente en estimular tempranamente los 

mecanismos promotores de la liberación de FNT, y el segundo obedece a las propiedades 

antioxidantes de la (-) nicotina, que pudieran atenuar los efectos de la inyección de la neurotoxina 

6-OHDA (Jenner, 1998; Quick y Kulak, 2002). La literatura señala que aunque la (-) nicotina se 

inactiva rápidamente, una dosis de 1 mg/kg s.c puede cruzar la barrera hematoencefálica y alcanzar 

el cerebro en aproximadamente 8 s. Para estas condiciones se ha estimado una concentración 

intracerebral de 5 nmol/l de nicotina, que mantiene los receptores nicotínicos en un estado 

desensibilizado por alrededor de 8 h (Levin, 2002). En nuestro estudio las dos dosis siguientes 

administradas cada 30 min intentan mantener y potenciar el efecto inicial. Se administraron dosis de 

refuerzo siguiendo el mismo esquema 7, 14 y 21 días después de la lesión de la SNc para reforzar el 



                                                                                                                                                               Discusión                     

 90 
 

efecto de la exposición a esta sustancia (Brust, 2000; Rowell, 2002). Estas últimas dosis intentan 

mantener el apoyo trófico y promover simultáneamente la liberación de DA estriatal con el 

propósito de suplir la deficiencia dopaminérgica asociada a la inyección de la neurotoxina 6-OHDA 

(Jones y cols, 2001; Wonnacott y cols, 2002, 2005).   

En nuestro estudio conductual, aplicando la prueba de los puentes transversales, todos los animales 

mostraron la típica secuencia alternante de movimiento con un acoplamiento diagonal que 

caracteriza a la locomoción cuadrúpeda (García-Rill y cols, 1987). No obstante, las ratas 

hemiparkinsonizadas mostraron un impedimento en el uso de los miembros contralaterales a la 

lesión tanto para efectuar ajustes posturales como de marcha.   

En la literatura, se han descrito estrategias de marcha y postura similares a los observados por 

nosotros para las ratas hemiparkinsonizadas evaluadas con otras pruebas espontáneas que exploran 

la coordinación motora, la postura y la marcha (Miklyaeva y cols, 1995, Schallert y cols, 2000). Se ha 

señalado que la deficiencia dopaminérgica estriatal se traduce en un impedimento para ejercer la 

fuerza necesaria que requiere lograr el desplazamiento coordinado de todas las partes del cuerpo. 

Dicho impedimento, puede estar relacionado con una incapacidad para dirigir los miembros 

afectados, rigidez de estos, disminución de los reflejos u otras disfunciones sensorimotoras (Morgan 

y cols, 1993; Whishaw y cols, 1992, 1994).   

Existen trabajos previos en los que se han abordado los componentes motivacionales, los procesos 

de memoria y aprendizaje, así como los mecanismos que explican los procesos adictivos bajo el 

efecto de diferentes esquemas de administración sistémica de (-) nicotina (Dani y cols, 2001, Corrigall 

y cols, 2001).  Sin embargo, no existen antecedentes de evaluar el efecto de la aplicación subcutánea 

de esta sustancia en la ejecución motora en el modelo de hemiparkinsonismo por inyección de la 

neurotoxina 6-OHDA, de manera que nuestros resultados aportan evidencias novedosas sobre este 

tema.   

El tratamiento con (-) nicotina tuvo un impacto positivo en la ejecución motora de las ratas en los 

puentes de mayores ancho y diámetro (2.5 cm). En el grupo de ratas hemiparkinsonizadas y tratadas 

con (-) nicotina, la menor disfunción del miembro trasero contralateral a la lesión de 6-OHDA, le 

permitió una mejor coordinación de las extremidades posteriores. Este hecho, puede contribuir a 

que este grupo de ratas demore menos tiempo en alcanzar la plataforma que las ratas 

hemiparkinsonizadas que no recibieron tratamiento farmacológico. De igual modo, esta mejoría, 

puede sustentar la similitud del promedio de errores cometidos por  las ratas tratadas con (-) 

nicotina y las ratas sanas en el puente rectangular grande (2.5 cm de diámetro). No obstante, 

nuestros resultados apuntan a que este efecto positivo se empobrece cuando los determinantes del 

soporte, el equilibrio y la locomoción, como pueden ser la forma y el tamaño de la superficie de 

apoyo, toman valores críticos.  
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El tratamiento con (-) nicotina no previno la tendencia espontánea a girar en círculos estrechos que 

se describe para las ratas hemiparkinsonizadas. Esta conducta desequilibra aún más el centro de 

masa del cuerpo de la rata, lo cual puede adicionarse a la dificultad que imponen el diámetro y la 

forma del puente (Schallert y cols, 2000). En menores superficies de apoyo, la tendencia al giro 

acentúa la discapacidad motora y resulta en un fracaso de los intentos de sujeción y soporte 

(Miklyaeva  y cols, 1995).  

Este mosaico de resultados sugiere que cuando el diámetro y la forma del puente se conjugan para 

alcanzar una complejidad máxima, el tratamiento sistémico con (-) nicotina aplicado en el presente 

estudio, fracasa para obtener una mejor ejecución motora de los animales. En estos casos, 

predominan los trastornos motores asociados a la lesión neurotóxica de la SNc y las ratas exhiben 

una ejecución motora similar a la de las ratas hemiparkinsonizadas que no recibieron tratamiento 

farmacológico.  

En relación con la menor asimetría motora que presentan las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas 

con (-) nicotina, evaluada a través de los giros inducidos por D-anfetamina, pensamos que este 

resultado está íntimamente relacionado con la menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos 

en la SNc de este grupo de ratas.  

La literatura señala, que las células dopaminérgicas de la SNc que sobreviven a la lesión 

neurotóxica pueden liberar DA de sus vesículas de almacenamiento bajo el efecto de la 

administración de D-anfetamina sistémica (Calne y Zigmond, 1991; Zigmond y cols 2002). El resultado 

neto sería un menor número de giros inducidos por este fármaco y por ende una menor asimetría 

motora.  

Por otra parte, uno de los efectos atribuidos al papel neuroprotector de la (-) nicotina en la EP, es la 

activación de los receptores colinérgicos nicotínicos localizados sobre las terminales axónicas 

dopaminérgicas nigroestriatales (Quick, 2004). Se conoce que esta activación promueve la liberación 

de DA de las terminales intactas (Quick, 2004). Los estudios de estimulación de los receptores 

dopaminérgicos estriatales postsinápticos en ratas sanas sugieren que, probablemente, una pequeña 

cantidad de DA es suficiente a nivel celular para estimular a dichos receptores (Smith y cols, 1997).  

En la disminución de la actividad rotatoria de las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas con (-) 

nicotina observada en nuestro estudio, pensamos que convergen el efecto promotor de la liberación 

de DA ejercido por la (-) nicotina junto a la menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en 

la SNc lateral y medial.   

2. Concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y presencia de células 
dopaminérgicas en la SNc   

Nuestros resultados muestran que la administración sistémica de (-) nicotina redujo a valores 

normales, las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de las ratas 
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hemiparkinsonizadas y promovió una menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en la 

SNc.  

Pensamos que la restauración de los valores normales de las concentraciones extracelulares de Glu 

y GABA en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas tratadas con (-) nicotina, responde a los 

efectos generales del tratamiento farmacológico, previniendo el desbalance entre los sistemas de 

neurotransmisores de las dos vías del circuito motor de los GB.  En el NPP convergen los impulsos 

gabaérgicos y glutamatérgicos procedentes de las vías “directa” e “indirecta” del circuito motor 

(Mena-Segovia y cols, 2004). En consecuencia, cualquier cambio en el funcionamiento del circuito 

motor, repercutirá en la liberación de neurotransmisores en el NPP y por ende en la concentración 

de estos en su espacio extracelular (Herrera-Marschitz y cols, 1996).  

El tratamiento con (-) nicotina puede dar paso a una mejoría de la actividad dopaminérgica cuyo 

sustrato en nuestro estudio sería la presencia de cuerpos celulares dopaminérgicos en la SNc medial 

y lateral. Las células dopaminérgicas supervivientes pudieran ejercer cierto control sobre el St 

corrigiendo en alguna medida el desbalance entre las vías del circuito motor.  La (-) nicotina 

disminuye la actividad de las enzimas MAO-A y MAO-B relacionadas con el metabolismo de la 

DA (Jenner, 1998). Este efecto redundaría en una menor oxidación enzimática de la DA y menor 

estrés oxidativo de las células dopaminérgicas nigrales (Jenner, 1998). Adicionalmente se conoce 

que la neurotoxina 6-OHDA sufre un proceso oxidativo a expensas de la enzima MAO-A, como 

resultado del cual se forma peróxido de hidrógeno y se incrementa el estrés oxidativo que puede 

conducir a la muerte de las células dopaminérgicas de la SNc (Blum y cols, 2001). La administración 

sistémica de (-) nicotina puede prevenir o atenuar esta cascada de eventos moleculares cuyo 

resultado sería una menor pérdida de células dopaminérgicas en la SNc (Soto-Otero y cols, 2002).  

En esta misma dirección, el esquema de administración empleado en nuestro trabajo, buscaba 

mantener los receptores colinérgicos nicotínicos centrales desensibilizados. La literatura señala que 

los receptores nicotínicos, aún desensibilizados mantienen una respuesta remanente a la nicotina 

que activa proteínas fosfatasas de la familia de la calcineurina (Giniatullin y cols, 2005; Wonnacott y 

cols, 2005). Esta familia de proteínas, funcionan como sensores de alta afinidad ya que se activan 

con muy bajas concentraciones intracelulares de calcio (Giniatullin y cols, 2005).  En condiciones 

fisiológicas, se mantiene un balance entre las proteínas quinasas que actúan como sensores de baja 

afinidad (requieren una señal de calcio cuantitativamente superior) y las fosfatasas. En condiciones 

de desensibilización de los receptores nicotínicos, este balance se inclina a favor de las proteínas 

fosfatasas que desfosforilan sustratos proteicos y enlentecen o evitan el disparo de mecanismos de 

muerte celular (Giniatullin y cols, 2005).  

El efecto de la (-) nicotina propiciando una menor actividad de las enzimas MAO-A y B, así como 

el balance a favor de la actividad fosfatasa intracelular, pueden contribuir a la menor pérdida de 
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células dopaminérgicas en la SNc de las ratas hemiparkinsonizadas y tratadas con (-) nicotina 

observada en nuestro trabajo.  

La restauración de la actividad dopaminérgica nigroestriatal en alguna medida pudiera tener dos 

aportes fundamentales: corregir el incremento del tono glutamatérgico estriatal mediante el 

restablecimiento de la interacción DA-Glu a nivel estriatal y restablecer la estimulación 

dopaminérgica sobre sus receptores estriatales (Chase, 2004). Ambos efectos confluyen en la 

corrección del desbalance en el funcionamiento de las vías “directa” e “indirecta” del circuito motor 

y pueden ser parte de los mecanismos que expliquen la restauración de las concentraciones 

extracelulares normales de Glu y GABA en el NPP.  

3. Cantidad de FNDC y FNDG expresado en el St de las ratas hemiparkinsonizadas 

Nuestra hipótesis sobre el efecto de la (-) nicotina en el modelo de 6-OHDA concuerda con la 

hipótesis propuesta por Maggio y cols (1997). Estos autores sugieren que el efecto neuroprotector 

de la (-) nicotina en los distintos modelos de EP no debe  concebirse como una interacción directa 

del fármaco con los mecanismos individuales de toxicidad de cada una de las neurotoxinas 

utilizadas en los modelos. En vez de ello, la protección pudiera basarse en activar mecanismos que 

modifican la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas al daño excitotóxico (Maggio y cols, 

1997). La activación de los receptores colinérgicos nicotínicos presentes en las células 

dopaminérgicas de la SNc genera la entrada de Ca++ a las neuronas, lo cual puede desencadenar la 

fosforilación de un grupo de proteínas quinasas, la transcripción de genes de respuesta temprana, la 

síntesis de nuevas proteínas y todo ello potenciar los mecanismos de plasticidad sináptica y el 

remodelamiento neuronal (Belluardo y cols, 2000).  

Uno de los mecanismos esbozados en la literatura para explicar los efectos beneficiosos del 

tratamiento sistémico con (-) nicotina sobre los síntomas parkinsonianos es el incremento en la 

expresión de FNT (Maggio y cols, 1997, 1998; Belluardo y cols, 2000).  

En consonancia con esta idea, estudiamos la cantidad de la proteína FNDC y FNDG expresada en el 

St y nuestros resultados sugieren que la lesión de la SNc provoca un aumento en la expresión 

estriatal de ambos FNT. Asimismo, el esquema de tratamiento con (-) nicotina  seguido en el 

presente estudio propició un incremento aún mayor en la cantidad de FNDC expresado en el tejido 

estriatal, no siendo así para el FNDG.  

En lo que respecta al FNDC, nuestros resultados concuerdan con lo publicado en la literatura. 

Bustos y cols, 2004, señalaron un incremento tanto en la expresión del ARNm como en la cantidad 

de FNDC en el St de las ratas hemiparkinsonizadas (Bustos y cols, 2004).  Este hallazgo se ha 

relacionado con la activación de los receptores glutamatérgicos NMDA estriatales ya que se conoce 

que el FNDC controla de manera dosis-dependiente la expresión de distintas subunidades de este 
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receptor en células mesencefálicas en cultivo (Campusano y cols, 2001; Taylor y cols, 2003). Asimismo 

Knott y cols en el 2002, señalaron un incremento en la inmunoreactividad para el FNDC en 

asociación con la proteína ácida fibrilar glial en astroglía y microglía ramificada en un estudio 

postmortem en el St y en la SNc de sujetos parkinsonianos (Knott y cols, 2002). 

Las neurotrofinas como el FNDC pueden ser sintetizadas por la glía y un incremento en la actividad 

de estas moléculas sugiere una respuesta glial a las señales originadas en las neuronas 

dopaminérgicas expuestas a un daño excitotóxico, oxidativo o de otra naturaleza (Knott y cols, 2002).  

En la literatura se reseña que la administración crónica y subcrónica de (-) nicotina a roedores 

produce un aumento tanto en la expresión del ARNm como en las concentraciones del FNDC y 

nuestro diseño de administración de (-) nicotina, es coincidente con el utilizado por estos autores 

(Maggio y cols, 1997).   

Por su parte, la recuperación de la cantidad de proteína FNDG en el St de las ratas 

hemiparkinsonizadas tratadas con (-) nicotina, observada en el presente estudio, pudiera estar 

relacionada con el esquema de administración subcrónica de (-) nicotina. Los trabajos que refieren 

de la literatura un incremento en esta variable, han contemplado esquemas de exposición crónica a 

esta sustancia (Sun y cols, 2005). De cualquier modo, no descartamos un efecto neuroprotector del 

FNDG aún con una cantidad de proteína similar a la de las ratas sanas. Eslamboli y cols en el 2005, 

han planteado que la recuperación funcional de animales parkinsonizados puede resultar 

comprometida cuando se liberan altos niveles de FNDG usando un vector lentiviral (Eslamboli y 

cols, 2005). Estos autores han propuesto dos posibles mecanismos que pueden explicar este efecto no 

deseado: una disminución en la actividad de la enzima TH en las terminales dopaminérgicas 

preservadas, y un brote aberrante de fibras TH-positivas en los núcleos de salida de los GB.  

Nuestros resultados sustentan un efecto neuroprotector al esquema de tratamiento con (-) nicotina 

seguido en el presente estudio. Este promueve cambios en el modelo de hemiparkinsonismo 

consistentes en estrategias de apoyo y locomoción similar a las de los animales sanos, en tanto el 

diámetro y la forma de la superficie de apoyo no constituyan un impedimento de orden crítico. En 

este modelo, las menores concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP pudieran 

contribuir a una mejor calidad en la transmisión de la señal motora a través de la vía reticuloespinal 

hasta la periferia con una mejor activación del patrón de movimiento muscular. El incremento en la 

cantidad de FNDC expresado en el St junto a una menor pérdida de cuerpos celulares 

dopaminérgicos pudiera participar de los mecanismos que sustentan este efecto neuroprotector 

atenuando el desbalance entre las vías “directa” e “indirecta” del circuito motor de los GB y 

contribuyendo a mantener cierto control dopaminérgico sobre la actividad estriatal.   
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IV. IMPACTO DE LA MANIPULACIÓN LOCAL DEL SISTEMA GLUTAMATÉRGICO EN 
LAS RATAS HEMIPARKINSONIZADAS 

1. Efecto de la lesión del NST en la asimetría motora y las concentraciones extracelulares de Glu 
y GABA en el NPP  

La degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNc resulta indirectamente en una activación 

excesiva de las neuronas glutamatérgicas del NST que proyectan hacia los núcleos de salida de los 

GB, lo cual se ha señalado que contribuye de manera esencial a los trastornos motores que 

caracterizan a la EP (De Long, 1990; Groenewen, 2003; Trost y cols, 2006). La lesión excitotóxica del 

NST forma parte de los tratamientos quirúrgicos que han investigado el efecto de silenciar o 

disminuir la excesiva actividad glutamatérgica de origen subtalámico, sobre los trastornos motores 

y el desbalance neuroquímico asociados al parkinsonismo (Guridi  y cols, 1996; Carvallho y Nikkhah, 

2001; Jeon y cols, 2003; Chang y cols, 2003).  

Los resultados de nuestro estudio indican que la lesión excitotóxica del NST disminuye la asimetría 

motora y las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de las ratas  con lesión 

unilateral completa de la SNc, aunque este último neurotransmisor no recupera sus valores 

normales.    

Los resultados publicados con relación al impacto de la lesión del NST en el número de giros 

inducidos por D-anfetamina son contradictorios, y los mecanismos que intervienen en el 

comportamiento de esta variable no han sido aún esclarecidos. Ryan y Sanders en  1993, señalaron 

una disminución de las rotaciones después de la lesión del NST (Ryan y Sanders, 1993). Mientras, 

Carvalho y Nikkhah en el 2001, encontraron que este proceder quirúrgico no modificó la actividad 

rotatoria inducida por D-anfetamina en un modelo de parkinsonismo parcial (Carvalho y Nikkhah, 

2001).  

Se sabe que aunque la asimetría motora es primariamente de origen dopaminérgico, otros  

neurotransmisores como Glu y GABA participan en el control de la liberación de DA estriatal 

(López y Tapia, 1995).  

La denervación dopaminérgica unilateral origina cambios asimétricos en la sensibilidad de los 

receptores dopaminérgicos en sitios extranigrales como el NST (Shen y cols, 2003). En las ratas 

hemiparkinsonizadas, se presenta un incremento en la densidad de los receptores dopaminérgicos 

D2 en el NST ipsilateral a la inyección de la 6-OHDA, en contraposición a la disminución en la 

densidad de esta población de receptores, observada en el NST contralateral (Shen y cols, 2003). Se 

ha señalado además que la denervación dopaminérgica unilateral conduce a un incremento 

compensatorio de la actividad dopaminérgica en la SNc contralateral (Zigmond y  Stricker, 1984).  

El NST recibe una proyección dopaminérgica a la vez que envía una proyección glutamatérgica a la 

SNc (Hassani y cols, 1997; Hamani y cols, 2003). Si tomamos en cuenta que trabajamos con ratas con 
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lesión unilateral completa de la SNc, es difícil considerar que el efecto de la lesión del NST 

disminuyendo la asimetría motora, esté mediado por un incremento de la liberación de DA en las 

terminales nigroestriatales. En nuestro criterio, este efecto pudiera estar sustentado por una menor 

actividad glutamatérgica sobre los núcleos de salida de los GB lo cual debe corregir en alguna 

medida el desbalance entre las dos vías del circuito motor y a su vez, la asimetría en la actividad 

glutamatérgica. La lesión del NST interrumpe las vías: corteza motora-ST-GP-NST-SNr y corteza 

motora-NST-SNr (Ryan y Sanders, 1994). En consecuencia, se intensifica la influencia de la “vía 

directa” del circuito motor de los GB: corteza motora-St-SNr,  lo cual puede propiciar un cambio en 

el patrón de descarga de las neuronas nigrotalámicas, y participar en los mecanismos que explican 

la menor asimetría motora (Ryan y Sanders, 1994)  Adicionalmente, se ha señalado la participación 

de la vía gabaérgica nigro-colicular en la expresión de la conducta rotacional (Henderson y cols, 

1999). En la EP, esta vía está hiperactiva como consecuencia de la desinhibición de la “vía 

indirecta” del circuito motor de los GB (De Long, 1990). La lesión del NST debe ejercer un efecto 

compensatorio disminuyendo la actividad gabaérgica nigral sobre el colicullus, lo que resulta en un 

menor número de giros inducidos por  la administración de D-anfetamina (Henderson y cols, 1999).  

Por otra parte la lesión del NST, restauró las concentraciones extracelulares normales de Glu en el 

NPP de las ratas. Este hallazgo, es un elemento que habla a favor del origen subtalámico del 

incremento en los niveles de Glu en este núcleo detectado en las ratas hemiparkinsonizadas.    

Se ha señalado que, la hiperactividad del NST en la EP puede no responder de forma absoluta a la 

hipoactividad del GPl. Puede ser también, resultado de la hiperactividad de los impulsos 

excitatorios procedentes del NPP, al estar ambos núcleos conectadas en un lazo monosináptico 

(Breit y cols, 2001, 2006).  

En este mismo sentido, otros autores han señalado un aumento en la tasa de descarga en las 

neuronas del NPP de las ratas hemiparkinsonizadas, lo cual se revirtió después de la lesión del NST 

(Breit y cols, 2001; Jeon y cols, 2003).   

Rosales y cols en 1997 reportaron que la lesión excitotóxica del NST de ratas, redujo los niveles 

extracelulares de Glu en la SNr en un 80%, en contraste con la lesión de la proyección corticonigral 

que redujo la liberación de Glu nigral apenas en un 19.5% (Rosales y cols, 1997).  

Así, la lesión del NST modula tanto la eferencia glutamatérgica subtalámica que alcanza el NPP, 

como la  eferencia gabaérgica que procede de la SNr e igualmente alcanza el NPP (Obeso y cols, 

2000b; Mena-Segovia y cols, 2004). Las evidencias apuntan a que ambas proyecciones están 

segregadas en el NPP: las proyecciones gabaérgicas nigrales alcanzan a las neuronas 

glutamatérgicas pontinas localizadas en la pars dissipata del NPP mientras que la proyección 

glutamatérgica subtalámica hace diana en el territorio colinérgico del núcleo, representado por la 

pars compacta (Semba y Fibiger, 1992; Lee y cols, 2000; Pahapill y Lozano, 2000; Hamani y cols, 2003; 
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Mena-Segovia y cols, 2004; Cébrian y cols, 2005). Tomando en consideración que el NPP es un grupo 

heterogéneo de neuronas, es posible que la disminución de la influencia glutamatérgica que sigue a 

la lesión del NST, no logre el mismo impacto sobre todos los tipos celulares presentes en esta 

estructura (Manaye y cols, 1999). Este efecto diferencial, pudiera explicar por qué, síntomas como la 

acinesia muestran mayor beneficio que los trastornos posturales y de la marcha después de las 

lesiones selectivas del NST en pacientes parkinsonianos (Obeso y cols, 2000a y b).  

En lo que concierne al efecto de la lesión del NST sobre las concentraciones extracelulares de 

GABA en el NPP, resulta sorprendente el comportamiento intermedio de esta variable en el grupo 

de ratas con lesión de la SNc y el NST con respecto a las ratas con lesión unilateral completa sin 

lesión del NST y las ratas sanas.  

La descarga gabaérgica de las células de la SNr está modulada por la actividad de otros sistemas de 

neurotransmisores entre los que se destacan los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico (Steiniger 

y Kretschmer, 2003). Las dendritas de las células dopaminérgicas de la SNc arborizan en la SNr y 

liberan DA (Heeringa y Abercrombie, 1995; Timmerman y Abercrombie, 1996). Se ha descrito que la 

liberación dendrítica de DA tiene varios significados funcionales, entre ellos: el efecto 

autoinhibitorio que ejerce la DA en la descarga de las propias células dopaminérgicas y la  

facilitación de la liberación de GABA a partir de las terminales estriatonigrales, por efecto de la 

estimulación del receptor D1, de localización presináptica en dichas terminales (Floran y cols, 1990; 

Tepper y cols, 1997).  

En la condición parkinsoniana disminuye el efecto facilitatorio que ejerce la DA sobre la 

transmisión a través de la “vía directa” (striatonigral) del circuito motor, y a la vez decrece la  

liberación somatodendrítica de DA en la SNr (Cobb y Abercrombie, 2003; Correa y cols, 2003). 

Adicionalmente se exacerba el efecto excitatorio de la “vía indirecta” sobre las estructuras de salida 

de los GB (GPm/SNr) (Wichmann y De Long, 2002). En estas condiciones es posible que la lesión del 

NST, última estructura de la “vía indirecta”, pueda modular solo parcialmente la descarga 

gabaérgica nigral. La propia denervación dopaminérgica se convertiría en un freno para normalizar 

esta actividad. En consecuencia, los niveles extracelulares de GABA en los núcleos diana de la 

SNr/GPm, como el NPP, disminuyen en comparación con las ratas hemiparkinsonizadas sin lesión  

del NST, pero no alcanzan los valores detectados en las ratas sanas.  

2. Efecto de la infusión intracerebral de MK-801 sobre las concentraciones extracelulares de Glu 
y  GABA  en el NPP  

Los resultados del presente estudio muestran una disminución de las concentraciones extracelulares 

de Glu y GABA en el NPP, tanto en el grupo de ratas sanas como en el grupo de ratas  

hemiparkinsonizadas, bajo el efecto de la infusión local de MK-801. Asimismo, nuestros resultados 

sugieren que esta variable permanece significativamente disminuída en las ratas 
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hemiparkinsonizadas, aún después de 2 h de finalizada la infusión del antagonista glutamatérgico. 

No se conocen trabajos previos que aborden el efecto del bloqueo local de la neurotransmisión 

glutamatérgica sobre las concentraciones de Glu y GABA en el NPP, por lo cual nuestros hallazgos 

constituyen un aporte al conocimiento de la neurotransmisión en esta estructura en el modelo de 6-

OHDA.   

La disminución encontrada en el presente estudio pudiera relacionarse con la presencia de 

receptores glutamatérgicos metabotrópicos (mGluR) del grupo III (subtipos: mGluR4, mGluR6, 

mGluR7 y mGluR8), en las terminales presinápticas subtalámo pontinas y nigro pontinas (Kosinski 

y cols, 1999; Marino y cols, 2003). El bloqueo de los receptores glutamatérgicos NMDA 

postsinápticos, que se encuentran sobre las células pontinas, a través de la infusión de MK-801, 

dejaría mayores posibilidades de interacción entre el Glu y los restantes receptores glutamatérgicos 

(Marti y cols, 2000).  Dentro de ellos se encuentran los mGluR localizados sobre las terminales 

glutamatérgicas y gabaérgicas, que hacen sinapsis en las células pontinas.  

La literatura refiere, que este grupo de mGluR participa en los mecanismos de inhibición 

presináptica y bloquean la transmisión sináptica glutamatérgica excitatoria (Mitchell y Silver, 2000). 

Al mismo tiempo, se comportan como heterorreceptores bloqueando la transmisión gabaérgica 

inhibitoria en el Sistema Nervioso Central (Mitchell y Silver, 2000; Wittmann y cols, 2001; Marino y 

cols, 2003). Se ha señalado, que la activación de estos receptores interfiere con la maquinaria de 

liberación del neurotransmisor, ya que ellos inhiben a los canales de Ca++ dependientes de voltaje, 

cuya activación es indispensable para la exocitosis del neurotransmisor (Dingledine y Bain, 1999; 

Marino y cols, 2002, 2003, Valenti y cols, 2003a).   

En nuestro trabajo, la interacción del Glu con sus receptores presinápticos nigro y subtálamo-

pontinos resultaría en una activación de los mecanismos de inhibición presináptica mediados por los 

mGluR cuyo resultado final sería una menor liberación de Glu y GABA por parte de las terminales 

NST-NPP y SNr-NPP. En consecuencia, las concentraciones de los aminoácidos en el espacio 

extracelular resultarían disminuídas.  

Alternativamente, en la disminución de las concentraciones extracelulares de Glu en el NPP, 

posterior a la infusión local de MK-801, pudiera participar el efecto de esta sustancia mejorando la 

recaptura del neurotransmisor por una regulación al alza del transportador de los aminoácidos 

excitatorios (Boeck y cols, 2005).  Este efecto interferiría con la cantidad de Glu que escapa de la 

hendidura sináptica y alcanza el espacio extracelular donde está ubicada la cánula de microdiálisis 

cerebral.  

En el caso de las ratas hemiparkinsonizadas que poseen un desbalance entre sus sistemas de 

neurotransmisores y cambios en la actividad de los receptores dopaminérgicos, el bloqueo de los 

receptores NMDA postsinápticos en el NPP, impone un nuevo ajuste a la neurotransmisión en los 
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GB. La actividad de la DA y sus receptores modula de forma muy fina la actividad de los mGluR, a 

partir de vías de señalización intracelular comunes a ambos neurotransmisores (Wittman y cols, 

2002).  

Los resultados publicados atribuyen cambios en la farmacología de los mGluR siguiendo la 

deficiencia de DA (Rouse y cols, 2000; Valenti y cols, 2003b). Para las ratas hemiparkinsonizadas, la 

actividad del Glu sobre sus receptores mGluR presinápticos localizados en la sinapsis NST-NPP, 

puede verse potenciada por la hipersensibilidad de los receptores dopaminérgicos D2 localizados en 

esta misma terminal (Shen y cols, 2003). Este subtipo de receptor dopaminérgico produce una 

inhibición de la cascada dependiente del AMPc, lo que interfiere a su vez con la activación de 

determinadas proteínas quinasas encargadas de fosforilar las subunidades proteicas de los mGluR  

(Neve y cols, 2004). En estado desfosforilado se produce el acoplamiento del receptor mGluR con la 

proteína G correspondiente y la activación de sus sistemas efectores, entre ellos determinados 

sustratos proteicos que inactivan el proceso de exocitosis del neurotransmisor (Sánchez-Prieto y cols, 

1996).  

Por otra parte, se conoce la existencia de receptores dopaminérgicos D2 sobre el soma y las 

dendritas de las neuronas gabaérgicas de la SNr (Bentivoglio y Morelli, 2005). La pérdida de la 

liberación somatodendrítica de DA sobre la SNr induce una regulación al alza de estos receptores 

que pudiera potenciar su interacción con los mGluR presentes en la SNr (Wittman y cols, 2002). El 

resultado final pudiera ser una disminución de la exocitosis de GABA en la terminal SNr-NPP.  

Tomando en cuenta los hallazgos antes descritos, podemos hipotetizar que la disminución 

prolongada de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP de las ratas 

hemiparkinsonizadas, inducido por la infusión local de MK-801, pudiera responder a la interacción 

del Glu sobre sus mGluR de localización presináptica. Los efectos de inhibición presináptica 

resultantes de esta interacción, pudieran potenciarse a partir de las modificaciones que se establecen 

en la interacción entre los propios mGluR y los receptores dopaminérgicos D2, hipersensibles en 

condición parkinsoniana.  

En general, la manipulación del sistema glutamatérgico por lesión excitotóxica del NST disminuye 

la asimetría motora y las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP.  Estos efectos 

parecen estar mediados por una disminución de los impulsos excitatorios sobre el complejo 

GPm/SNr siguiendo la lesión del NST, que no es suficiente para normalizar las concentraciones 

extracelulares de GABA en el NPP, ya que este neurotransmisor parece estar sometido a otros 

sistemas de regulación DA-dependientes. El bloqueo de los receptores glutamatérgicos  

postsinápticos NMDA por infusión local de MK-801 induce una disminución en las 

concentraciones extracelulares de Glu y GABA  en el NPP, lo cual parece obedecer a una 

interacción facilitada entre el Glu y algún subtipo de mGluR  presináptico involucrado en 
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mecanismos de inhibición presináptica.  

V. CONSIDERACIONES FINALES  

Aunque la muerte de las células de la SNc y la consiguiente deficiencia dopaminérgica constituyen 

de conjunto el rasgo neuropatológico distintivo de la EP, ya hoy es bien conocido, que el 

funcionamiento de otros neurotransmisores y la actividad de otros núcleos de los GB y fuera de 

estos, también resulta comprometida en la condición parkinsoniana. Actualmente la EP es 

concebida como un trastorno multisistémico que abarca estructuras dopaminérgicas y no 

dopaminérgicas que degeneran progresivamente (Muller y cols, 2006).   

Los resultados del presente trabajo confirman el desarrollo de un grupo de cambios moleculares y 

celulares en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas, que refuerzan la participación de esta 

estructura en el proceso degenerativo asociado a la EP.   

Por otra parte, si consideramos el concepto de neuroprotección como la posibilidad de revertir  los 

daños o prevenir el desarrollo de futuros daños en el organismo en el orden molecular, celular o a 

cualquier otro nivel (Onteniente, 2000; Riederer y cols, 2000; Mandel y cols, 2003; Levi y Brimble, 2004), 

los resultados mostrados en el presente trabajo enfatizan en el efecto protector de los tratamientos 

farmacológicos estudiados. Nuestros hallazgos indican que la manipulación de los sistemas 

glutamatérgico y colinérgico atenúa la discapacidad y la asimetría motora de las ratas 

hemiparkinsonizadas.   

Asimismo, el trabajo subraya el efecto de la lesión excitotóxica del NST sobre las concentraciones 

extracelulares de aminoácidos neurotransmisores en el NPP lo cual pudiera ser parte de los 

mecanismos que subyacen en el efecto beneficioso de este proceder como tratamiento quirúrgico 

para la EP.   

En la fig. 34 hemos esbozado un esquema final que contempla los hallazgos más relevantes de la 

tesis, e hipotetiza de forma global sobre los mecanismos que se ponen en marcha para explicarlos.    

En condiciones fisiológicas existe un balance en la transmisión entre las vías “directa” e “indirecta” 

del circuito motor de los GB, en consonancia con el modelo aceptado en la literatura. En 

correspondencia con este balance, también existe un equilibrio en la liberación de Glu y GABA en 

el NPP que se puede estudiar a través de la determinación de las concentraciones extracelulares de 

estos aminoácidos neurotransmisores en el propio NPP. El funcionamiento del NPP modula de 

forma muy fina la actividad dopaminérgica a través de sus proyecciones colinérgica y 

glutamatérgica que alcanzan a las células dopaminérgicas de la SNc (Fig. 34A). 

En el modelo de hemiparkinsonismo por inyección de la neurotoxina 6-OHDA se produce una 

disminución sensible de la actividad dopaminérgica, tanto somatodendrítica sobre la SNr como en 

la vía nigroestriatal. En consecuencia, se genera un desequilibrio en la transmisión a través de las 

vías del circuito motor con predominio de la actividad glutamatérgica subtalámica y corticoestriatal. 
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Como resultado de este desbalance se modifican tanto las concentraciones extracelulares de Glu y 

GABA en el NPP como la densidad de los receptores colinérgicos muscarínicos, mu opioides y 

gabaérgicos BDZ. Estos cambios pueden ser expresión de los mecanismos de plasticidad que a 

nivel molecular se ponen en marcha en la condición parkinsoniana. Asimismo, en el NPP se 

desarrolla un proceso de muerte celular que puede estar asociado a la pérdida de la inervación 

dopaminérgica nigro-pontina junto al incremento de la actividad glutamatérgica excitatoria (Fig. 

34B).  

En estas condiciones, tanto la manipulación del sistema glutamatérgico (a través de la 

administración de MK-801 o la lesión del NST) como la del sistema colinérgico (a través de la 

administración de (-) nicotina), de acuerdo a los tratamientos estudiados en esta tesis, confluyen en 

un efecto común: la disminución de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP 

(Fig. 34C).  

El bloqueo de los receptores glutamatérgicos NMDA tiene un efecto protector sobre las células 

dopaminérgicas del ATV y puede modular el incremento del tono glutamatérgico corticoestriatal, 

restaurando en alguna medida la plasticidad sináptica estriatal. Por su parte, la lesión excitotóxica 

del NST disminuye los impulsos glutamatérgicos excitatorios sobre los núcleos de salida de los GB, 

actuando en el último segmento del circuito motor.  

La exposición de las ratas hemiparkinsonizadas a (-) nicotina, propicia una mayor expresión 

estriatal del FNDC, a la vez que protege a las células dopaminérgicas de la SNc. Las células 

sobrevivientes pueden aportar DA tanto en las terminales nigroestriatales como en su árbol 

dendrítico el que se imbrica en la SNr. El aporte dopaminérgico puede contribuir a restaurar la 

interacción entre la DA y los sistemas glutamatérgico y colinérgico a nivel del St y con el sistema 

gabaérgico en el complejo SNr / GPm (Fig. 34C).  

De manera que todos estos tratamientos confluyen en un menor desbalance entre las vías del 

circuito motor. A pesar de que todos los tratamientos no modifican en igual medida, este efecto se 

pone de relieve en las menores concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, núcleo 

donde convergen los impulsos glutamatérgicos excitatorios del NST y los impulsos gabaérgicos 

inhibitorios de la SNr/GPm.  

Ambas estrategias de tratamiento farmacológico atenuaron los trastornos motores de las ratas 

hemiparkinsonizadas, las cuales mostraron menor asimetría y discapacidad motora que las ratas 

hemiparkinsonizadas que no recibieron ninguno de los tratamientos estudiados.   

Tanto el tratamiento con MK-801 como con (-) nicotina parece preservar los mecanismos neurales 

que sustentan el procesamiento de la información motora burda en ratas hemiparkinsonizadas, lo 

cual a nuestro juicio es de gran valor adaptativo. No obstante, este efecto se pierde cuando la tarea a 

ejecutar demanda un procesamiento más fino de la información motora con ajustes de fuerza, 
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precisión y coordinación de muchos grupos musculares, para lo cual, la actividad dopaminérgica 

nigroestriatal y la neurotransmisión en núcleos como el NPP parecen jugar un papel determinante.  
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CONCLUSIONES  

1. La pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc induce cambios plásticos en el NPP a 
nivel molecular que son responsables de la modificación en la densidad de diferentes poblaciones 
de receptores, entre ellos: colinérgicos muscarínicos, gabaérgicos BDZ y mu opioides.   
 
2. La hiperactividad de los núcleos de salida de los GB, resultado del desbalance entre las vías 
“directa” e “indirecta” del circuito motor, produce cambios en las concentraciones de los 
aminoácidos neurotransmisores  Glu y GABA en el NPP.   
 
3. La pérdida de la inervación dopaminérgica junto al incremento del tono glutamatérgico en el 
NPP de las ratas, pone en marcha un proceso de muerte celular cuyo curso parece ser esencialmente 
necrótico.  
 
4. Las menores concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y la menor pérdida de 
cuerpos celulares dopaminérgicos en el ATV, pudieran ser parte del sustrato fisiológico del efecto 
neuroprotector obtenido con la administración sistémica del antagonista glutamatérgico MK-801.    
 

5. La administración del agonista colinérgico (-) nicotina en el modelo de 6-OHDA tiene un efecto 
neuroprotector sobre las células dopaminérgicas de la SNc, que debe reducir el desbalance entre las 
vías “directa” e “indirecta” del circuito motor de los GB.  
 
6. La manipulación local de la aferencia glutamatérgica al NPP, tanto por lesión de las neuronas 
subtalámicas como por inyección intracerebral de un antagonista glutamatérgico, mejora el balance 
entre las aferencias glutamatérgica excitatoria y gabaérgica inhibitoria que alcanzan este núcleo, lo 
cual modifica las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP y disminuye la 
asimetría motora.  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                        Conclusiones y Recomendaciones  

 104 
 

RECOMENDACIONES  

1. Evaluar el proceso de muerte celular en el NPP ipsilateral a la lesión de la SNc con marcadores 
selectivos que permitan definir el fenotipo celular involucrado en dicho proceso de muerte así como 
el curso más probable de dicho proceso de muerte celular, necrótico o apoptótico. Asimismo, 
estudiar el impacto del tratamiento con (-) nicotina y MK-801 sobre el proceso de muerte celular 
descrito para las células del NPP.  
 

2. Realizar un estudio morfométrico que permita cuantificar el número de cuerpos celulares 
presentes en la SNc siguiendo la administración sistémica de (-) nicotina.  
 

3. Evaluar cuantitativamente los diferentes tipos de errores que cometen las ratas durante la 
ejecución en la prueba de los puentes transversales que permita correlacionar los resultados de las 
latencias medidas con el tipo de error que está predominando en cada puente y el impacto de los 
tratamientos farmacológicos sobre cada uno de ellos por separado.  
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