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El estudio de la relacién entre las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y las
neuronas del estriado (nicleo caudado y putamen) constituye un tema de gran interés
desde el mismo momento en que la patogénesis de la enfermedad de Parkinson fue
asociada a la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas del complejo nigral.

Hoy se sabe que grupos diferentes de neuronas dopaminérgicas se encuentran
afectados en distintas entidades nosolégicas. Por ejemplo, en la enfermedad de
Parkinson de caracter idiopético, asi como en otros sindromes parkinsonianos,
incluyendo el parkinsonismo inducido por los metabolitos del téxico 1-metil, 4-fenil,
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), la via nigroestriada est4 mucho mas afectada que la
via o sistema mesolimbico. Existen ademés otras neuronas dafiadas en estos
desérdenes parkinsonianos, incluyendo a neuronas del locus coeruleus y regién
pedunculopontina. Sin embargo, en estos dos sindromes mencionados la afectacion
neuronal més consistente y severa corresponde al propio complejo nigral. La
implicacién de estos patrones de degeneracion se traduce en que los profundos
deficits en el movimiento voluntario y otras actividades motoras, caracteristicos del
parkinsonismo, son probable y especificamente atribuibles a disfunciones de la
inervacién nigroestriada. Por lo tanto, el andlisis de las relaciones funcionales entre
estas neuronas dopaminérgicas y el estriado contribuird a esclarecer los puntos de
vista actuales sobre c6mo el procesamiento de la informacién que llega y que sale del
estriado afecta en Gltimo término al control del comportamiento motor voluntario.

Con el estudio de las conexiones nigroestriadas en el mono esperamos poder

contribuir a dilucidar las relaciones neuroanatémicas que en condiciones de
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normalidad ligan a estas estructuras encefilicas asociadas intimamente a la

patogénesis de la enfermedad de Parkinson.
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1. ORGANIZACION ANATOMICA DE ILA
SUBSTANCIA NEGRA.

Las caracteristicas neuroanatémicas de la substancia negra han sido ampliamente
descritas. Sin embargo estas descripciones difieren en lo concerniente a tipos
neuronales, tamafio e incluso a la distribucién de las neuronas que constituyen la
substancia negra.

Las clasificacién de los tipos neuronales del complejo nigral se ha basado
primordialmente en el estudio de material tefiido: 1) por técnicas citolégicas clasicas
(Nissl o hematoxilina-eosina, por ejemplo); 2) por el método de Golgi; 3) por métodos
que identifican elementos neuroquimicos especificos (por ejemplo métodos
histofluorescentes o inmunohistoquimicos), y 4) por medio de cualquiera de los
métodos anteriores utilizados conjuntamente con técnicas neuroanatémicas basadas
en el transporte axonal de distintos trazadores.

Clésicamente y sobre la base de tipos y densidad neuronal, la substancia negra es
dividida en, al menos, dos regiones, la pars compacta (SNc¢), cldsicamente considerada
como el principal origen del sistema nigroestriado (LLAMAS Y
REINOSO-SUAREZ, 1969), y la pars reticulata (SNr). Dorsolateral a la pars
compacta se sitla una tercera subdivision, la pars lateralis (SNI), la cual, si bien
individualizada por muchos autores, mas frecuentemente es considerada como

integrante de la pars reticulata. Una cuarta subdivision, la pars mixta (SNm),
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especifica de los primates, generalmente no suele ser separada de la pars compacta.
Sin embargo la diversidad de tipos celulares y proyecciones originadas en esta Gltima
regién situada dorsalmente a la pars compacta sugieren que deberia ser considerada

como una zona distinta y separada del resto de la substancia negra.
1.1. LA SUBSTANCIA NEGRA PARS COMPACTA (SNc).

La pars compacta estd constituida por numerosas neuronas que s€ encuentran
densamente agrupadas. En secciones teiiidas por la técnica de Nissl estas neuronas se
caracterizan por una fuerte tincion citoplasmaética, un niicleo palido raramente situado
en el centro de la célula y un nucleolo fuertemente tefiido (POIRIER, GIGUERE y
MARCHAND, 1983). Adicionalmente, la mayoria de las neuronas de la pars
compacta contienen el neurotransmisor dopamina (ANDEN, CARLSSON,
DAHLSTROM, FUXE, HILLARP y LARSSON, 1964; ARSENAULT, PARENT,
SEGUELA y DESCARRIES, 1988). De acuerdo a FALLON y MOORE (1978), en la
substancia negra pars compacta de la rata se pueden distinguir dos grupos neuronales
diferenciados. Un grupo celular dorsal, constituido por neuronas orientadas
horizontalmente y que proyectan a regiones allocorticales, y otro grupo celular ventral,
cuyas dendritas se orientan dorsoventralmente, y cuyas proyecciones se dirigen al
estriado.

En el gato y mono una organizacién analoga no ha sido aiin caracterizada, pero hay
datos que evidencian claramente que existen grupos segregados de neuronas en la pars
compacta y que estos grupos tienen unos patrones de proyecciones funcionalmente
distintos. Incidiremos en mayor grado sobre las proyecciones eferentes de SNc¢ en un
apartado posterior, ya que bédsicamente nuestro trabajo va a estar centrado sobre las

proyecciones nigro-estriadas.



Introduccién 12

1.2. LA SUBSTANCIA NEGRA PARS RETICULATA (SNr).

No existe un limite definido entre la pars compacta y la pars reticulata de la
substancia negra, situada ventralmente. Estas dos regiones generalmente se
diferencian, en primer lugar, por su densidad celular. En comparacién con la SNc,
existe un menor nimero de neuronas en la pars reticulata (88% menos en el mono
segin POIRIER et al, 1983), y ademds la SNr estd mucho més difusamente
organizada. Los cuerpos neuronales de SNr se hallan inmersos en una tupida red
fibrilar. Estas fibras pueden ser claramente observadas en secciones procesadas para
poner de manifiesto la inmunorreactividad frente a un neurotransmisor, el 4cido
gamma amino butirico (GABA), o neuropéptidos como la substancia P o la encefalina
(McLEAN, SKIRBOLL y PERT, 1985; MAI, STEPPHENS, HOPF y CUELLO,
1986; SMITH, PARENT, SEGUELA y DESCARRIES, 1987). La mayorfa de las
neuronas de la pars reticulata son igualmente inmunorreactivas frente a la enzima de
sintesis gabaérgica 4cido glutdmico-dehidrogenasa (GAD) (MUGNAINI y OERTEL,
1985; SMITH et al., 1987).

Las principales proyecciones eferentes de las neuronas de la pars reticulata se
dirigen al tdlamo, coliculo superior y al tegmento mesencefilico (FAULL vy
MEHLER, 1978; BECKSTEAD y FRANKFURTER, 1982; FRANCOIS,
PERCHERON y  YELNIK, 1984;  JIMENEZ-CASTELLANOS vy
REINOSO-SUAREZ, 1985).

1.3. LA SUBSTANCIA NEGRA PARS LATERALIS (SNI).

Situada dorsolateralmente en relacién a la pars reticulata, las neuronas de la pars
lateralis son muy similares a las de esta regi6n nigral en cuanto a su forma y
caracteristicas tintoriales (POIRIER et al., 1983). Cuando esta subdivisién es

individualizada del resto de la substancia negra se distingue por su pobreza en
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neuronas y el mayor tamafo de las mismas en relacién a las de SNr (RIOCH, 1929;
FRANCOIS, PERCHERON, YELNIK y HEYNER, 1985). )

En el gato la pars lateralis es rica en fibras somatostatinérgicas (GRAYBIEL y
ELDE, 1983). En el mono contiene préicticamente y con exclusividad s6lo neuronas de
proyeccién nigrotectal (FRANCOIS et al., 1985).

1.4. LA SUBSTANCIA NEGRA PARS MIXTA (SNm).

En el mono y situada dorsalmente a la pars compacta, se encuentra una coleccién
de neuronas difusamente organizadas, descritas en muchos trabajos, pero raramente
individualizadas (ARSENAULT et al., 1988). Este grupo celular podria ser
equivalente al descrito en el encéfalo humano como pars gamma y pars beta de la
substancia negra pars compacta (OLSZEWSKI y BAXTER, 1954). De acuerdo a
FRANCOIS et al. (1984) esta region estaria formada por una mezcla de neuronas
citolégicamente similares a las de la pars compacta y pars reticulata, conteniendo un
nimero aproximadamente igual de neuronas de proyeccién nigro-estriada,
nigro-taldmica y nigro-tectal, asi como otras poblaciones de neuronas.
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ESQUEMA N2 1. En las dos p4ginas siguientes se han realizado dibujos iluminados de secciones
frontales del complejo nigral del mono ardilla correspondientes al caso n® 9, ordenadas
rostro-caudalmente de arriba a abajo donde, utilizando la inmunorreactividad frente a la enzima tirosina
hidroxilasa, se representan los grupos dopaminérgicos mesencefélicos. En color negro se dibuja la
extensién del grupo dopaminérgico mesencefalico A9, equivalente a la substancia negra pars compacta.

Cada secci6n est4 separada de la anterior por 480 micras.
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2. EL SISTEMA DOPAMINERGICO
MESENCEFALICO (VER ESQUEMA 1Y FIGURAS 1By 2B).

Adicionalmente a las subdivisiones citoarquitecténicas de la substancia negra que
acabamos muy sumariamente de describir, hay que hacer obligada referencia a otros
criterios de subdivisién del complejo nigral.

En 1964 DAHLSTROM y FUXE delimitaron tres grupos dopaminérgicos
principales en el mesencéfalo de la rata, y les dieron la denominacién numérica de 8, 9
y 10 en la serie A de grupos catecolaminérgicos del tronco del encéfalo. Los tres
grupos celulares contribuyen a la inervacién dopaminérgica del estriado asi como a la
de otras estructuras encefilicas. El grupo A10, que citoarquitecténicamente
corresponde en gran medida al 4rea tegmental ventral de Tsai (ATV) es el origen del
sistema dopaminérgico mesolimbico que proyecta, entre otras estructuras, al micleo
accumbens septi y al tubérculo olfatorio, asi como a la porcién ventral del nicleo
caudado y putamen (estriado ventral de HEIMER y WILSON, 1975). El grupo A9
equivale en gran medida a la substancia negra pars compacta (SNc) y constituye la
fuente del sistema dopaminérgico nigro-estriado que inerva al niicleo caudado y al
putamen (estriado dorsal). El elevado nimero de neuronas dopaminérgicas que se
sitian a nivel tegmental, dorsal y caudalmente a la substancia negra pars compacta,
constituyen en conjunto el peor conocido grupo A8. Este niicleo corresponde en parte
al 4rea retrorrubral y se piensa que envia fibras que forman parte tanto del sistema

nigro-estriado como mesolimbico.
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Los estudios realizados utilizando métodos de transporte axonal anterégrado y
retrégrado han cuestionado la separacion tajante entre un sistema "mesolimbico" y un
sistema "nigro-estriado" ya que el estriado no sélo recibe proyecciones exclusivamente
desde el grupo A9. Ya hemos comentado que el grupo A8 envia abundantes
conexiones al estriado, y el grupo A10 inerva al menos, a la parte ventral del estriado
dorsal, esto es al niicleo caudado y putamen.

Por tanto hoy se contempla a las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo como
una banda continua de células que poseen de algiin modo un solapamiento de
proyecciones. Asi nos referimos a los sistemas mesencefdlicos de proyeccién
generalmente bajo el prisma de sus campos de proyeccién terminal. Se habla entonces
de sistemas mesoestriado, mesocortical (o mesolimbicocortical), mesodiencefélico y
mesopontino. Estos sistemas reflejan la distribucién de fibras desde el complejo
A8-A9-A10 hacia:

1) El nticleo caudado, putamen, niicleo accumbens y globus pallidus.

2) Areas prosencefalicas limbicas (bulbo olfatorio, niicleo olfatorio anterior, tubérculo
olfatorio, islotes de Calleja, niicleo septal lateral, niicleo intersticial de la estria
terminal, corteza piriforme, niicleo amigdalino, corteza entorrinal ventral, hipocampo,
corteza suprarrinal, corteza pregenual anteromedial, corteza perirrinal y corteza
temporal asociativa).

3) El nicleo subtaldmico de Luys y la habénula lateral.

4) Ellocus coeruleus (BJORKLUND y LINDVALL, 1984).

Entre estos sistemas - mesencefalicos de proyeccién hay tambien neuronas que no
contienen dopamina (VAN DER KOOY, COSCINA y HATTORI, 1981). Las fibras
del sistema mesoestriado, que es el que principalmente nos interesa, son

predominantemente ipsilaterales.
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2.1. GRUPO A10: EL AREA TEGMENTAL VENTRAL.

Este grupo neuronal estd particularmente desarrollado en el encéfalo de la rata.
Estas células forman un amplio complejo neuronal que se extiende a nivel la linea
media, desde los cuerpos mamilares hipotaldmicos, tras la porcién caudal del tercer
ventriculo, hasta el nivel més caudal de los ndcleos del rafe. A mitad de camino desde
su porcién mas rostral, las células de ATV se extienden lateralmente mezcldndose con
las neuronas de la pars compacta (HOKFELT et al., 1984). En el gato y en el mono
estas células se distribuyen de modo similar en direccién anteroposterior, si bien el
grupo es algo menor y confinado a una posicién mas medial. Comparando las tres
especies, parece que es en el mono donde este grupo neuronal es menos prominente.

Las neuronas catecolaminérgicas del grupo A10 estdn situadas en una regi6n
practicamente triangular a nivel de la linea media, colocdndose medialmente a la pars
compacta de la substancia negra, y estando limitadas lateralmente por las fibras del
nervio motor ocular comiin. Algunas neuronas del grupo A10 se hallan entre las fibras
de este par craneal.

A nivel de la porci6én caudal del 4rea tegmental ventral, la extensién mediolateral
(en secciones frontales) de la regi6n triangular disminuye; este grupo neuronal est4
limitado ventralmente por el nicleo interpeduncular, y dorsalmente por el nicleo del
motor ocular comin.

En la mayorfa de las descripciones citoldgicas, las neuronas de ATV se pueden
distinguir de las de la pars compacta por su menor intensidad de histofluorescencia a
catecolaminas (DiCARLO, HUBBARD y PLATE, 1973) y por su tamafio menor y
forma redondeada (POIRIER et al., 1983; ARSENAULT et al., 1988).

2.2. GRUPO A9: LA SUBSTANCIA NEGRA PARS COMPACTA.

El patrén de distribucién de las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta (SNc)

varfa entre las especies. En la rata, las neuronas dopaminérgicas forman una capa
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neuronal densa en las regiones dorsal y medial de la substancia negra (HOKFELT,
MARTENSSON, BJIORKLUND, KLEINAU y GOLDSTEIN, 1984). En el gato estas
células estdn mas ampliamente distribuidas en la substancia negra, si bien se pueden
distinguir algunos grupos neuronales circunscritos, como el observado por ejemplo en
la porcién caudomedial de la pars compacta (JIMENEZ-CASTELLANOS y
GRAYBIEL, 1987a). En el mono ardilla la organizacién de las neuronas
dopaminérgicas aparentemente es mas compleja. Es observable una densa banda
horizontal de neuronas en la porcién dorsomedial de la pars compacta (ver Figura 1B)
que se extiende lateralmente en las regiones mdas caudales de la substancia negra,
donde mantiene una posicién lateral respecto al lemnisco medial.

Muchas de estas neuronas estdn orientadas dorsoventralmente, agrupédndose en
zonas alargadas digitiformes (ver Figura 1B, F), en las que parecen extender sus procesos
dendriticos que se hunden ventralmente en la regién correspondiente a la pars
reticulata. Una organizacién muy similar de las neuronas de SN¢ ha sido observada y
descrita en el encéfalo humano, siendo designada como pars alpha (OLSZEWSKI y
BAXTER, 1954).

Adicionalmente y en posicién dorsal respecto a la banda horizontal densa se aprecia
un grupo neuronal difusamente organizado de neuronas dopaminérgicas. Constituiria
la pars mixta del mono, ya comentada, y quiza incluya a las partes beta y gamma de la

substancia negra del hombre.
2.3. GRUPO AS8: EL AREA RETRORRUBRAL.

En la rata, gato y mono, las neuronas dopaminérgicas mas caudales se encuentran en
el 4rea retrorrubral. En la rata este grupo fue designado como A8 (DAHLSTROM Y
FUXE, 1964). Constituye una colecciéon de neuronas difusamente organizadas,
situadas dorsalmente (en la rata y gato) y medialmente (en el mono) a las neuronas

mas caudales de la pars compacta.
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A nivel del niicleo rojo en la rata y gato estas neuronas forman una banda dorsal de
células que se extiende mediolateralmente desde las neuronas dopaminérgicas de la
linea media (grupo A10) hasta la parte mas lateral del tronco del encéfalo. En el mono
estas neuronas estdn entremezcladas con la porcién lateral de la decusacién de las
fibras del brachium conjunctivum, y medialmente respecto a las fibras del lemnisco
medial. En su porcién mas caudal, las neuronas del grupo A8 se hallan dispersas entre
las neuronas del nicleo pedunculopontino (ARSENAULT et al., 1988).

Existe cierta controversia sobre si debe hacerse una distincién entre los grupos
neuronales A8 y A9. Asi, HUBBARD y DiCARLO (1974) opinan que, en el mono,
estos dos grupos son indistinguibles y deben ser considerados como una tnica entidad.
HANAWAY McCONNEL y NETSKY (1970) tambien describen en la rata estos
grupos unitariamente y consideran al grupo A8 como la porcién caudal de la pars
compacta. Sin embargo GARVER y SLADEK (1975), opinan que las células del
grupo A8 son de alglin modo menores y més oscuras que las del grupo A9, lo que
coincide con la opinién de ARSENAULT et al. (1988) quienes, adem4s observan que
las neuronas de A8 presentan una mayor inmunorreactividad y sus dendritas son més
cortas que las de los otros grupos dopaminérgicos mesencefélicos. Como ya se ha
comentado anteriormente ambos grupos, A8 y A9, proyectan predominantemente al
estriado. En el hombre, al menos parte del grupo A8 corresponde a la pars gamma y
pars beta de la pars compacta de la substancia negra. Se le considera més bien como
una subdivisién de la pars compacta aunque se le distingue de la pars alpha,
probablemente equivalente a la banda celularmente densa de la pars compacta de la
substancia negra (OLSZEWSKI y BAXTER, 1954).

Si los grupos A8 y A9 son considerados como regiones separadas, entonces surge
una cuestién importante. (Forma la pars mixta parte integrante del grupo A8 o del
grupo A9?. En la mayoria de los atlas de la substancia negra en los primates las
neuronas de la pars mixta no suelen ser distinguidas de la pars compacta de la
substancia negra (OLSZEWSKI y BAXTER, 1954; ARSENAULT et al., 1988), con la
excepcién de FRANCOIS et al. (1984, 1985). Sin embargo, la mayoria de los estudios
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que describen las neuronas dopaminérgicas del encéfalo de los primates rotulan como
A8 a las neuronas que corresponden a la regién de la pars mixta (HUBBARD y
DiCARLO, 1974; GARVER y SLADEK, 1975). De igual modo la regi6n
correspondiente al grupo A8 en el hombre tambien incluye a la pars mixta (NOBIN y
BJORKLUND, 1973).

La conclusién légica de todo esto es que las neuronas dopaminérgicas de la pars
mixta son andlogas a las del grupo A8, o al menos de parte del mismo, y que dicho

grupo A8 (incluyendo a la pars mixta) es una extensién de la pars compacta.
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3. HETEROGENEIDAD NEUROQUIMICA DE LA
SUBSTANCIA NEGRA.

Desde el punto de vista neuroquimico la substancia negra no es en absoluto una
estructura homogénea. Los datos que se tienen hoy dia sobre esta materia estdn
basados en la evidencia de que esta hetereogeneidad est4 relacionada tanto con las
conexiones aferentes de la substancia negra como con las propias neuronas de este
niicleo mesencefilico.

La mayoria de las aferencias de la substancia negra, quizd con la excepcién del
estriado, estdn dirigidas fundamentalmente a la pars compacta (GRAYBIEL y
RAGSDALE, 1979). Entre los neurotransmisores y neuropéptidos que se ha
demostrado que son liberados en las terminales que proyectan a la substancia negra
estan el 4cido glutdmico, la serotonina, la acetilcolina, la substancia P, el GABA, la
dinorfina y la somatostatina entre otros (GRAYBIEL y RAGSDALE, 1983). Las
neuronas intrinsecas de la substancia negra contienen dopamina, acetilcolinesterasa,
GABA, encefalina, colecistoquinina y neurotensina (ANDEN et al., 1964; BUTCHER
y MARCHAND, 1978; HOKFELT, SKIRBOLL, REHFELD, GOLDSTEIN,
MARKEY y DANN, 1980; MUGNAINI y OERTEL, 1985). La distribucién de todos
estos componentes neuroquimicos en la substancia negra no es homogénea.

La significacién de estos particulares patrones de distribucién es aln un asunto en
vias de investigacién, pero es posible que representen subdivisiones anatémicas
distintas. Dentro del complejo nigral nos interesa comentar especialmente c6mo en la
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substancia negra pars compacta se ha identificado una especial compartimentacién
histoquimica que pone de manifiesto la existencia de zonas circunscritas con diferente
actividad acetilcolinesterasica (JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987b).
Estos compartimentos recuerdan a la subdivisién neuroquimica existente en el
estriado caracterizada por la presencia de parcelas con baja actividad
acetilcolinesterésica (estriosomas) frente al tejido estriatal circundante rico en
acetilcolinesterasa (matriz extraestriosomica) (GRAYBIEL y RAGSDALE, 1978).
Dentro de la pars compacta del mono ardilla a nivel del grupo dopaminérgico A9 se
observa c6mo rostralmente se distingue una zona o banda horizontal donde, a veces
son detectables zonas interdigitadas pobres o ricas en actividad colinesterésica (ver
Figura 1A) (JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987b). Nos proponemos aqui
estudiar si esta compartimentacién neuroquimica de la substancia negra. pars
compacta, detectada hasta ahora mediante la técnica histoquimica de la
acetilcolinesterasa, guarda alguna relacién con una particular distribucién de las
neuronas de proyeccién nigro-estriada en el mono, considerando por separado las

proyecciones nigro-caudadas, y por otro las nigro-putaminales.
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1. CASOS EXPERIMENTALES.

Para los estudios que se recogen en este trabajo hemos utilizado el mono ardilla
adulto (Saimiri sciureus), de ambos sexos y con un peso oscilante entre 645y 1030 gr.
Se ha preparado el material histolégico correspondiente a un total de once monos
(TABLA N2 1), en cinco de los cuales se realizaron inyecciones de trazadores de vias
nerviosas en ambos hemisferios cerebrales, con lo cual el niimero total de hemisferios
inyectados fue de dieciseis. ,

En todos los casos, el marcador empleado fue la peroxidasa de rabano conjugada con
aglutinina de germen de trigo (HRP-WGA, Sigma Chemical Co.), salvo en los casos
nimeros 10 y 12, en que ademads de lo anterior se utiliz6 otro trazador, en este caso
fluorescente, como es el Fluoro-Gold (FG, Fluorochrome Inc.), inyectindose uno en
el niicleo caudado y el otro en el putamen del hemisferio cerebral izquierdo (TABLA
N22).

Por otra parte, en el caso niimero 4, las inyecciones de trazador no permitieron
poner de manifiesto el marcaje neuronal retrégrado en el complejo nigral por
problemas en el procesamiento experimental, por lo que este caso fue desechado y los
esquemas de marcaje neuronal no se incluyen en el estudio.

De acuerdo con las recomendaciones del Comité Nacional del International Council
for Laboratory Animal Science, y las de la Directiva 86/809/CEE, recogidas en el R.D.
223/1988 de 14 de marzo, hemos extremado las medidas para reducir al minimo el

dolor y stress de nuestros animales de experimentacion.
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N2 Caso (lado) Sexo(M/H) Peso(gr) Inyecciones

Trazadores Volumen Ne
1.- SMHN-1 (I) M 1000 HRP-WGA 30nl 1
2.- SMRN-2 (1) M 1000 HRP-WGA 20 nl 1
3.- SMRN-2 (D) M 1000 HRP-WGA 30 nl 1
4.- SMRN-3 (I) M 1000 HRP-WGA 20 nl NO UTIL
5.- SMRN-4 () M 1000 HRP-WGA 20 nl 1
6.- SMHN-2 (I) M 760 HRP-WGA 50nl 1
7.- SMHN-2 (D) M 760 HRP-WGA 50nl 1
8.- SMHN-3 (I) M 890 HRP-WGA 200 nl 4
9.- SMHN-3 (D) M 890 ' HRP-WGA 160 nl 3
10.-SMRHN-1(I) M 890 FG/HRP-WGA 250/200n]1 2/4
11.-SMRHN-2(I) M 1030 HRP-WGA 300 nl 4
12.-SMHN-4(]) M 1030 HRP-WGA/FG 400/300nl1 5/2
13.-SMHN-4(D) M 1030 HRP-WGA 40 nl 1
14.-SMHN-5(T) H 645 HRP-WGA 120 nl 4
15.-SMHN-5(D) H 645 HRP-WGA 20nl 1
16.-SMRHN-3(I) M 745 HRP-WGA 300 nl 5

TABLA n? 1. Resumen de casuistica donde se recogen datos identificativos referentes a cada animal,
el sexo, peso y los trazadores inyectados en cada caso. Se incluye igualmente el volumen total de trazador
o trazadores inyectados, asi como el nimero de depositos efectuados. I/D: hemisferio izquierdo/derecho.

HRP-WGA: peroxidasa de rdbano conjugada con germen de trigo. FG: Fluoro-Gold.
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CASO N? SUPERVIVENCIA INYECCION
Trazador Localizacion
1 48 horas HRP-WGA N.caudado
2 48 horas HRP-WGA N.caudado
3 48 horas HRP-WGA Putamen
4 48 horas HRP-WGA N.caudado (NO UTIL)
5 48 horas HRP-WGA Cépsula interna
6 48 horas HRP-WGA Putamen
7 48 horas HRP-WGA Putamen
8 48 horas HRP-WGA Cépsula interna
9 48 horas HRP-WGA Putamen
10 48 horas FG N.caudado
HRP-WGA Putamen
11 48 horas HRP-WGA N.caudado
12 48 horas HRP-WGA N.caudado
FG Putamen
13 48 horas HRP-WGA Putamen
14 48 horas HRP-WGA Putamen
15 48 horas HRP-WGA Putamen
16 48 horas HRP-WGA N.caudado

TABLA n? 2. Resumen de casuistica indicando la supervivencia y las caracteristicas de las inyecciones

realizadas que se concretan en los trazadores empleados y la localizacién de los dep6sitos. HRP-WGA:

peroxidasa conjugada con aglutinina de germen de trigo. FG: Fluoro-Gold.
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2. METODOS.

2.1. TECNICAS DE TRAZADO DE CONEXIONES NERVIOSAS.

Los ribosomas de las neuronas se hallan localizados fundamentalmente en los
alrededores del niicleo. Por ello, las organelas celulares y las proteinas sintetizadas en
el soma celular necesitan ser transportadas a lo largo del axon o las dendritas hacia
regiones sindpticas. Estos procesos se conocen como transporte axonico. Las distintas
sustancias no se mueven a la misma velocidad, y asf las vesiculas y las particulas
pequeiias (glicoproteinas, glicolipidos, AChE) se mueven mediante sistemas de
transporte rdpido (200-400 mm./ dia), mientras que las proteinas estructurales lo
hacen mucho mas lentamente (50 mm./ dia) (DARNELL, LODISH y BALTIMORE,
1986). Los fenémenos de transporte rdpido se dan sobre material contenido dentro de
compartimentos membranosos intracelulares y se verifica tanto en sentido somat6fugo
(anterdgrado), como somatépeto (retrégrado), en tanto que el transporte lento ocurre
solo en sentido anterégrado, est4 intimamente asociado con el crecimiento axonal y
afecta a elementos del citoesqueleto del axon y a las protefnas solubles citoplasmaticas
(SCHAPP y REESE, 1986). El transporte axonal rdpido es un proceso dependiente de
los microtibulos, existiendo al menos una proteina motriz para el transporte
anterégrado (kinesina), y otra distinta (dyeneina citopldsmica) para el retrégrado
(SHEETZ, STEVER y SCHROER, 1989).
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En los primeros afos setenta se introdujeron varias técnicas de estudio de
conexiones nerviosas, todas ellas basadas en los fenémenos de captacién y transporte
axonal (KRISTENSSON, 1970; COWAN, GOTTLIEB, HENDRICKSON, PRICE y
WOOLSEY, 1972; LA VAIL y LA VAIL, 1972). En los casos que se describen en el
presente trabajo hemos utilizado como marcador la peroxidasa de rabano (HRP). La
HRP es una glicoproteina vegetal de caracter enzimético, la cual es 4vidamente
captada por las neuronas e incorporada fundamentalmente al compartimento
lisosomal de su flujo axonal rdpido. De este modo, las neuronas transportan la HRP
hacia regiones de la célula situadas lejos del lugar de captacion, fundamentalmente en
sentido retrogrado, hacia el soma. El transporte de HRP desde la regién inyectada
proporciona sobre todo, por tanto, informacién sobre las conexiones aferentes a esa
regién. Una pequeiia fraccién de HRP se transporta tambien en sentido anterégrado o
centrifugo, en direccién a las terminales axénicas o dendriticas. Este transporte
anter6grado se potencia enormemente mediante la conjugacién de la HRP con
aglutinina de germen de trigo (WGA), una lectina vegetal enziméiticamente inerte
(GONATAS, HARPER, MIZUTANI y GONATAS, 1979). El complejo HRP-WGA,
se transporta tanto retrégrada como anterégradamente, y aporta asf informacién tanto
sobre las conexiones aferentes como las eferentes de la regién inyectada.

La glia posee receptores para glicoproteinas que la dotan de una avidez por la WGA
y otras macromoléculas (toxinas, virus), muchas veces mayor que las neuronas. Por
esta razén, en la técnica de la HRP-WGA la glfa de la zona de inyeccion tiende a
internalizar la molécula inyectada, de modo que solo en las zonas centrales del
depdsito, donde se dan unas concentraciones de HRP-WGA muy altas, los sitios de
unién de la glia para WGA se saturan y queda lectina libre susceptible de ser captada
por las neuronas (STEINDLER y COOPER, 1986). Antes de conocerse estos
fenémenos de la biologia molecular de la HRP-WGA, diversos estudios
neuroanatémicos, de modo empirico habian concluido tambien que la captacion y
transporte tienen lugar fundamentalmente en el centro del depésito del trazador
(MESULAM, 1982). Por este motivo, en nuestros experimentos distinguimos siempre
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entre las zonas afectadas por el centro de la inyeccién, y el halo periférico de difusién
local, considerando que la zona que transporta el enzima es fundamentalmente la
primera.

La cantidad de enzima captado y transportado es mintiscula, e indetectable por si
misma, pero puede revelarse mediante la adicién de ligandos radiactivos o
fluorescentes o bien mediante deteccién inmunohistoquimica. El medio mas utilizado
en los laboratorios de Neuroanatomia y que hemos empleado nosotros, consiste en
aprovechar las poderosas propiedades enziméticas de la HRP para producir un
producto de reaccién visible.

Las técnicas de transporte requieren por tanto, en primer lugar una intervencién
para depositar la sustancia trazadora, tras la cual se ha de dejar trascurrir un tiempo de
supervivencia durante el cual se verifica la captacién y el transporte a distancia. Este
tltimo depende del tipo de trazador empleado (ya que las diferentes sustancias
trazadoras se incorporan a fracciones de diferente velocidad en el flujo ax6nico) y de
la longitud de la via nerviosa que se pretende estudiar. Para la HRP-WGA suele ser
6ptima una supervivencia de alrededor de 48 horas, e igual ocurre con el Fluoro-Gold.
Este fue el tiempo de supervivencia empleado en todos nuestros experimentos
(TABLA Ne¢ 2). En periodos’ superiores a las 70 horas empieza a detectarse una
disminucién significativa de la actividad enzimatica de la HRP-WGA y pueden darse
fenémenos de transporte transindptico (MESULAM, 1982) que comprometan la
interpretacién de los resultados.

2.2. CIRUGIA.

Previamente a la cirugfa se procede a calcular el cero con cada unas de las torres
estereotéxicas. Dichas torres estdn provistas de micropipetas de vidrio afiladas en un
sistema de calentamiento y traccién automdtico. Mediante fractura bajo control
microscpico ampliamos el calibre de la punta hasta obtener un didmetro interno de

30 micras.
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Anestesiamos profundamente al animal con pentobarbital sédico (Nembutal,
Abbott; 30 mgr/ Kgr. LP.), y sujetamos firmemente su cabeza en el aparato
estereotaxico (David Kopf Instr.). Se rasuré y desinfect6 la piel con una solucién
antiséptica. Se practicé con bisturf una incisién cutédnea y aponeurética longitudinal,
desde la protuberancia occipital externa hasta la regién frontal. Densinsertamos las
musculaturas temporales, desperiostizamos y, a continuacién practicamos una
craniotomia con ayuda de una fresa manual para evitar posibles lesiones corticales por
sobrecalentamiento de la calota. El tamafio y situacién de la apertura tuvo que ser
ampliada en algunas ocasiones con ayuda de una pinza gubia dependiendo de la
localizacién de la inyeccién o inyecciones.

Antes de abrir la duramadre se procedi6 a preparar la solucion de trazador a
inyectar. En el caso del Fluoro-Gold, éste ya se encuentra previamente diluido al 8%
en solucién salina fisiolégica y conservado en frigorifico. La HRP-WGA se prepara al
10% en el mismo vehiculo. Se introdujo la punta de la micropipeta en un pocillo
conteniendo aceite mineral y la conectamos a una bomba de vacio. El liquido aspirado
form6é una columna de unos centimetros, de modo que el menisco de la misma
quedara visible fuera del encéfalo una vez insertada en éste la micropipeta. A
continuacién se sumergio la punta en nuevos pocillos con las soluciones de trazadores
correspondientes segiin el caso, y se aspiré una pequeiia cantidad mediante el sistema
de vacio.

Abrimos la duramadre, rasgamos la piamadre, e introdujimos la pipeta fijada a la
torre estereotixica en el encéfalo del animal, colocando su punta en las coordenadas
predeterminadas mediante las referencias del atlas estereotdxico de EMMERS y
AKERT (1963). De este modo se mantiene la pipeta en el lugar de la inyeccién
durante 5 6 10 minutos. Posteriormente y con ayuda de un microscopio quirtrgico
Zeiss, dotado con un ocular provisto de una escala graduada se procede a efectuar la
inyeccién mediante una bomba neumatica.

Generalmente se inyecta una pequefia cantidad cada vez (alrededor de 20
nanolitros), esperando unos 5 6 10 minutos. Una vez completado el depdsito se sube
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la micropipeta un milimetro con el fin de minimizar la posibilididad de contaminacién
en el trayecto recorrido por ésta, y se vuelven a esperar otros 5-10 minutos antes de
retirarla y cerrar la herida.

Procuramos evitar la aparicién de movimientos en masa del encéfalo por efecto de
una respiracién agitada o de la tos en el momento de la inyecci6n, afadiendo para
ello, en caso necesario, una dosis adicional de anestésico.

En cada caso se realizaron inyecciones tinicas o miltiples (TABLA N¢ 1). En el caso
de inyecciones en la cabeza del nicleo caudado se utiliz6 siempre un abordaje vertical
del mismo, atravesando la corteza cerebral, sustancia blanca, cuerpo calloso y
ventriculo lateral correspondiente. En las inyecciones realizadas en el putamen, sobre
todo en las que afectaban a la porcién rostral del mismo, se emple6 un abordaje
oblicuo de 45° con objeto de evitar la posibilidad de contaminacién de la cabeza del
nicleo caudado suprayacente.

Finalizadas las inyecciones, se procedié a cerrar la herida mediante sutura continua,
reponiendo previamente las musculaturas temporales.

Durante el postoperatorio el animal se rehidrat6 convenientemente mediante la
infusién subcutdnea de solucién salina fisiolégica. Tambien se procuré prevenir las
fases locales de la infeccién con una cobertura antibi6tica por via intramuscular. La
anestesia barbittirica deprime intensamente la termorregulacién de los animales, por
lo que durante el postoperatorio se les mantuvo junto a una fuente de calor.

Trascurrido el tiempo de supervivencia perfundimos a los animales y cortamos sus

encéfalos siguiendo los protocolos que a continuacién se explican.
2.3. PERFUSION.

Administramos intraperitonealmente a los animales una dosis letal de pentobarbital
s6dico (70 mgr./Kgr.). Tras una amplia incisién de la piel sobre la linea alba, abrimos
la pared abdominal. Seccionamos el diafragma trasversalmente y la parrilla costal
siguiendo la linea axilar anterior para evitar los vasos internos. Levantamos el peto
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esterno-costal. Incidiendo y evertiendo el pericardio, descubrimos el corazén y la
salida de los grandes vasos. Se introduce una canula rigida hasta el infundibulo adrtico
y la fijamos en esa posiciéon. Comenzamos a bombear las soluciones de perfusién e
inmediatamente se procedié a clampar la aorta descendente para fijar exclusivamente
la mitad superior del cuerpo, y a abrir ampliamente la auricula derecha para facilitar la
evacuacion de fluido.

La perfusién, realizada en su totalidad a temperatura corporal, comienza con 200 cc.
de solucién salina fisiolégica heparinizada para retirar la sangre del arbol vascular y
evitar la coagulacién. A continuacién se pasé a una solucién fijadora (1000 ml),
consistente en 4% paraformaldehido/0’9% solucién salina/5% sacarosa en buffer
fosfato 0’1 M a pH fisiolégico (7°4). La solucién fijadora se eliminé del arbol vascular
perfundiendo al animal con 1 litro de la misma solucién desprovista de fijador.

Finalizada la perfusi6n, decapitamos al animal y montamos la cabeza en el aparato
estereotdxico. Expusimos el encéfalo abriendo la calota craneana con una pinza gubia
y lo cortamos en dos bloques por medio de una hoja de bisturi acoplada al soporte
estereotéxico. Este paso tiene como objetivo el adaptar el plano de corte ulterior con
el microtomo al plano estereotéxico frontal, con lo que se facilita enormemente el
estudio microsc6pico. Los dos bloques encefalicos se despegaron de la base craneal
liberandolos de la duramadre, del tentorio, asi como seccionando los pares craneales.
A continuacién y hasta cortar al dia siguiente se introdujeron de inmediato en una
solucion lavadora consistente en 20% sacarosa/0’9% salina en buffer fosfato 0’1 M. La
alta concentracién de azdcar tiene como objetivo el evitar la formacién de
microcristales de hielo que dislacerian la estructura del tejido, haciendolo inservible

para el estudio microscépico.
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2.4. MICROTOMIA DE LOS BLOQUES ENCEFALICOS Y RECOGIDA
DE SERIES HISTOLOGICAS.

Tras haber retirado completamente los restos de piamadre, colocamos el bloque
encefélico en un microtomo de congelacién. El encéfalo se fij6 al soporte de dicho
aparato procurando que quedase lo mas perpendicular posible al plano de corte, que
en todos los casos fue frontal. Para hacer mas répida y homogénea la congelacion,
cubrimos el bloque con nieve carbénica finamente triturada. Con un pequeiio punzén
practicamos un diminuto orificio en el hemisferio cerebral derecho, para poder
reconocerlo despues y orientar adecuadamente los cortes. ‘

La cadencia de corte en todos los experimentos fue de 40 micras de espesor. Los
cortes se depositaron en unas cajas especiales divididas en 24 compartimentos, cada
uno de los cuales se encuentra lleno de solucién buffer fosfato 0’1 M, y serviré para
recoger ordenadamente la serie de cortes que se destinardn a un procesamiento
determinado. De este modo, los doce primeros se utilizaron para los cortes del bloque
encefélico rostral (que incluye a los lugares de inyecci6n en el niicleo caudado y/o
putamen), mientras en los doce Gltimos se recogieron los cortes del bloque encefélico
caudal (que incluye al complejo nigral). En conjunto disponemos pues de doce series
de cada bloque. En cada una de ellas, cada corte est4 separado del precedente por
(12x40 =) 480 micras.

En las series del bloque rostral, 1o que nos interesa primordialmente es el lugar de
la inyecci6n; por tanto utilizaremos el compartimento nimero S para ser procesado
con la técnica histoquimica de la tetrametilbenzidina (TMB) (MESULAM, 1978), que
nos pondré de manifiesto el lugar de la inyeccién de la HRP-WGA. El compartimento
adyacente, nimero 6, serd procesado de acuerdo a la técnica histoquimica de la
acetilcolinesterasa (AChE) (GENESER-JENSEN y BLACKSTAD, 1971;
GRAYBIEL y RAGSDALE, 1978), para poner de manifiesto la compartimentacién
estriosémica. Este mismo compartimento, utilizando el microscopio de fluorescencia,
nos permitir4 observar y dibujar la inyeccién de Fluoro-Gold (FG), ya que 1a AChE, a
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diferencia de la TMB, no altera la capacidad fluorescente de este trazador
(JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987b). Los diez compartimentos
restantes se mantienen en reserva, caso que falle alguno de los anteriormente
utilizados.

En el caso de los doce compartimentos del bloque encefélico caudal, se procesan

como sigue:
1.-TMB 4.-TMB 7.-TMB 10.-TMB
2.-AChE 5.-AChE  8.-AChE 11.-AChE
3.-TH 6.-TH 9.-TH 12.-TH

Los compartimentos 3, 6, 9 y 12 se procesan para inmunorreactividad frente a la
enzima de sintesis catecolaminérgica, tirosina hidroxilasa (TH) (STERNBERGER,
1979; JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987a), que nos pondrd de
manifiesto los cuerpos neuronales y fibras dopaminérgicos en la substancia negra.

2.5. PROCESAMIENTO DE LOS CORTES.

Sobre la serie caudal de cortes, se aplicaron las distintas técnicas histolégicas cuyos

detalles se describen a continuacién.
2.5.1. Tetrametilbenzidina (TMB).

La HRP tiene una gran capacidad para escindir peréxido de hidrégeno, dando lugar
a agua y oxigeno naciente, siendo éste un poderoso oxidante. Las distintas técnicas
histoquimicas para el revelado de la HRP han aportado distintos métodos para
detectar la aparicién de ese elemento, que indica el lugar donde se encuentra la HRP
(LA VAIL y LA VAIL, 1972; LLAMAS y MARTINEZ-MORENO, 1974,
MESULAM, 1978; MESULAM y ROSEN, 1979). Uno de ellos utiliza para la
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deteccion de oxigeno naciente la tetrametilbenzidina, un cromégeno incoloro en estado
reducido, pero que adquiere un color azul oscuro al oxidarse. Sin embargo, la TMB se
reduce espontdneamente y se redisuelve rdpidamente, de modo que, para fijarla
inmediatamente al lugar del tejido donde es oxidada, es necesaria la presencia de una
substancia que acttie como mordiente. Se utiliza para ello el nitroferricianuro sédico.

Los compartimentos procesados con arreglo a esta técnica nos van a poner de
manifiesto tanto el lugar de la inyeccién de HRP-WGA a nivel del estriado, como los
cuerpos neuronales y fibras marcados por dicha inyeccién, en este caso a nivel de la
substancia negra. La técnica empleada es la original de MESULAM (1978) con unas
pequeiias modificaciones (JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987a).

Se comienza preparando las soluciones de la siguiente manera:

1) Solucién de lavado (1 parte de acetato buffer pH 3°3/19 partes de agua destilada).
2) Solucién de incubacion:

-Solucién A: 185 cc H20 d/10 cc. acetato buffer pH 3°3/0°2 gr. de nitroferricianuro
sédico.

-Solucién B: 0’15 gr. TMB/75 cc. etanol absoluto.

La solucién de incubacién es bastante inestable, ya que la TMB en su forma oxidada

y el nitroferricianuro tienen tal apetencia mutua que la presencia de cualquier agente
oxidante provoca una precipitacién espontdnea y masiva, que llena de artefactos el
tejido, haciéndolo poco aprovechable para su estudio. Por este motivo, los recipientes
y bandejas necesitan una exquisita limpieza y el agua destilada empleada para la
solucion de lavado debe ser de la méaxima pureza.

Para minimizar la actividad de las peroxidasas endégenas la incubacién tiene lugar
a temperatura ambiente, en vez de a temperatura corporal. Se inicia utilizando unos
vasos de precipitado llenos de buffer fosfato 0’1 M, en los que se introduce una cestilla
de metacrilato cuyo suelo es una rejilla de nylon. Este dispositivo permite transferir
cdmodamente los cortes de una a otra solucién. Los cortes de cada compartimento se
llevan hasta uno de estos vasos y son colocados en una mesa agitadora. Se realizan tres

lavados breves sucesivos con agua destilada, con objeto de que el tejido esté lo mas
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limpio posible. A continuacién se sumerjen los cortes en la solucién de incubacién (39
partes de solucién A/1 parte de solucién B), y se mantienen en agitacién durante
veinte minutos para que se impregne bien el tejido. Trascurridos los mismos se afiade
el H2O2 al 0°’3%. Generalmente se suele hacer una prueba previa para determinar la
cantidad idénea para conseguir un buen marcaje y evitar artefactos. Rutinariamente
empleamos unas cantidasdes de 1’2, 1’6, 2 y 2’4 cc. de solucién de H202 al 0’3 % por
“cada 40 cc. de solucién de incubacién. Se mantienen los cortes en agitacién continua
durante 30 minutos, pero cambiamos la solucién cada 5 minutos ya que hemos
comprobado que de este modo se reduce considerablemente la aparicién de
artefactos.

Completada la incubacién, interrumpimos la reaccién realizando tres cambios
breves con la solucion de lavado conservada en el frigorifico. A continuacién
montamos los cortes en portas tratados con gelatima y alumbre de cromo para evitar
el despegamiento, y los dejamos secar al aire. El montaje de los cortes ha de hacerse
de inmediato ya que el producto de la reaccién es relativamente inestable y se
redisuelve en pocas horas. Deshidratamos el tejido mediante el paso por alcoholes de
gradacién creciente (un minuto en cada uno de ellos), aclaramos en xilol durante
veinte minutos y cubrimos con Eukitt como adhesivo.

2.5.2. Acetilcolinesterasa (AChE).

La actividad acetilcolinesterésica se halla ampliamente distribuida en los tejidos
animales, y en particular, en el sistema nervioso central. Para la realizacién de esta
técnica hemos seguido el protocolo disenado para el sistema nervioso central por
GENESER-JENSEN y BLACKSTAD (1971) con ciertas modificaciones
(GRAYBIEL y RAGSDALE, 1978).

Los compartimentos procesados con esta técnica nos van a permitir poner de

manifiesto la compartimentaciéon estriosomica a nivel del estriado, asi como la
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compartimentacién histoquimica de la substancia negra pars compacta
(JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987b). )
La solucién de incubacién se prepara anadiento a cada 100 cc. de agua destilada los
siguientes reactivos:
-Acetylthiocholine iodide (Sigma): 0’100 gr.
-Cloruro de etopropazina (Parsidol): 0’018 gr.

-Glicina: 0’075 gr.
-Sulfato ctprico (SO4Cu): 0’050 gr.
-Acetato de sodio: 0’410 gr.

Se disuelve y se ajusta el pH de la solucién a S.

La reaccién se inicia transfiriendo los cortes a las cestillas de metacrilato ya
mencionadas, que son colocadas sobre una plataforma agitadora para facilitar la
circulacién del liquido en torno al tejido. Se realiza un breve lavado con agua destilada
y a continuacién se afade la solucién de incubacién. Se van haciendo pruebas
peribdicas, eligiendo un corte que se introduce en una solucién de ferricianuro
potédsico, observindose la marcha de la reaccién con ayuda de un microscopio
estereoscOpico, y se interrumpe cuando se observa la tinci6n deseada.

La técnica tiene una gran versatilidad, ya que la baja velocidad de la reacci6n
enzimética permite obtener una amplia gama de intensidades de impregnacion,
dependiendo del tiempo y de las condiciones de fijacién del tejido. Generalmente los
cortes del estriado tardan menos (media hora) en estar listos que los mesencefélicos
(tres horas).

Una vez preparados los cortes se tira la solucién de ferricianuro y se efectiian tres
breves lavados con solucién salina fisiolégica, hasta que desaparezca el color amarillo
del ferricianuro. A diferencia de la TMB, el montaje de los cortes puede demorarse
segin interese.

Finalmente los cortes se montan en portas gelatinizados, desecados al aire,
deshidratados con alcoholes de gradacién creciente, aclarados en xilol y cubiertos con
Eukitt.
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2.5.3. Inmunorreactividad a tirosina hidroxilasa (TH).

Se utiliza la técnica de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). La antiperoxidasa es
producida en conejos que han sido inyectados previamente con HRP (Sigma tipo VI).
El complejo PAP se prepara combinando el antisuero especifico con HRP, siguiendo
el método de STERNBERGER (1979), con algunas modificaciones
(JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987a). Los anticuerpos frente a la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) empleados son comerciales (Eugene Tech Co.). Esta
inmunorreactividad nos pone de manifiesto los cuerpos neuronales y fibras
dopaminérgicos en el complejo nigral.

En resumen los cortes son tratados sucesivamente con una solucién de
H202/metanol, Triton X-100 y suero de carnero normal, para despues proceder a
utilizar el método PAP. El anticuerpo frente a TH se diluye 1:500 y el tiempo de

incubacién primaria oscila entre 1 a 3 dias.
2.6. ANALISIS DE LOS CORTES.

Dibujamos los cortes en papel con ayuda de un retroproyector, representando
mediante un punto cada uno de los cuerpos neuronales marcados por las inyecciones
de HRP-WGA. Los cortes procesados para TMB son analizados con un microscopio
Leitz Dialux 20, utilizando el campo claro/oscuro y la luz polarizada que produce una
intensificacién del producto de la reaccién de la TMB (ILLING y WASSLE, 1979), ya
que este complejo no solo es visible por su color negro azulado, sino que tambien es
intensamente birrefringente.

Adicionalmente tambien se dibujaron al mismo tamafo los cortes adyacentes
procesados para AChE y TH. Trasferimos entonces las neuronas marcadas por el
trazador a los dibujos de las secciones de AChE, representando en estas las zonas de
la pars compacta detectadas por su relativamente alta o baja actividad

acetilcolinesterésica. De este modo se puede comparar el marcaje neuronal en la



Material y Métodos 41

substancia negra con la subdivisién histoquimica (AChE) de la misma, asi como con la
distribucién de neuronas y fibras dopaminérgicas (TH). Todo esto se puede hacer con
bastante precisién ya que el dibujo inicial incluy6 tambien la posicién y forma de los
vasos sangufneos y otros relieves del tejido.

Una vez representados todos los cortes de los distintos compartimentos
seleccionamos en cada caso una serie de ellos que sean representativos de los
diferentes niveles de la substancia negra pars compacta, con objeto de ilustrar
resumidamente cada caso. Estos esquemas se hallan recogidos en el capitulo de
Resultados.

Para dibujar el lugar de la inyecciobn de HRP-WGA en el estriado se utiliz6 una
técnica similar. Los presumibles lugares de inyeccién de la HRP-WGA son dificiles de
concretar. De acuerdo a JONES y HARTMAN (1978) y MESULAM (1982),
consideramos como lugar efectivo, y asi lo dibujamos, a una zona central (representada
en negro en los esquemas de las inyecciones) donde el producto de la reaccién de
TMB es més denso, y una zona periférica (que aparece rallada en los esquemas de
1inyecciones) donde el marcaje es menos pronunciado pero lo suficientemente intenso
como para oscurecer los detalles celulares. Seleccionamos igualmente en cada caso
una serie de niveles que nos serviran para ilustrar el lugar y difusién de la inyeccién de
HRP-WGA.

Para analizar la inyeccién de Fluoro-Gold (FG) en el estriado, asf como €l marcaje
neuronal retrégrado producido por este trazador en la substancia negra se utiliza el
sistema Ploemopak de luz incidente de Leitz, adaptado al microscopio 6ptico. La
fluorescencia provocada por este trazador se pone en evidencia utilizando un filtro de
excitacién para luz ultravioleta (Ploem A2). La metédica de anilisis de los cortes es
similar a la anteriormente descrita, si bien dado que la reaccién histoquimica de la
AChE no destruye la fluorescencia provocada por el FG, el andlisis de las neuronas
nigrales marcadas por este trazador y la distribuci6én de actividad acetilcolinesterésica
en la substancia negra pueden hacerse sobre el mismo corte alternando la iluminacién

en campo claro con la epifluorescente. Sobre el dibujo de la seccién de
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acetilcolinesterasa representamos por tanto, en cada caso, las neuronas marcadas por
el Fluoro-Gold inyectado.

En el caso de la inyeccién de FG se dibuja estimando el lugar de la inyeccién como
la zona adyacente al orificio provocado por el trayecto de la micropipeta que muestra
una fluorescencia pronunciada (SCHMUED y FALLON, 1986).

De este modo se obtienen en cada caso una serie de dibujos correspondientes al
lugar o lugares de la inyeccidn, y otra serie de esquemas correspondientes al marcaje
neuronal provocado por la inyecciéon de trazador. Al mismo tiempo, con fines
iconogréficos, se obtienen fotografias de los cortes que muestran un marcaje més

llamativo.
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1. SUBDIVISION HISTOQUIMICA DE LA PARS
COMPACTA (GRUPO A9).

Si nos fijamos en el Esquema n? 1, en que quedan dibujados los contornos de los
grupos dopaminérgicos mesencefalicos en secciones frontales del complejo nigral
procesadas para poner de manifiesto la inmunorreactividad frente a la enzima de
sintesis catecolaminérgica tirosina hidroxilasa, el grupo dopaminérgico mesencefilico
A9 rostralmente estd constituido por una banda horizontal de neuronas y fibras
dopaminérgicas densamente agrupadas (ver Figura 1B, SNc) que se extienden
mediolateralmente desde los mticleos mamilares hipotaldmicos 0 més caudalmente
desde las raices del tercer par craneal, donde se continGan con el drea tegmental
ventral o grupo AlQ, hasta las proximidades del nicleo subtalamico. Dorsalmente al
grupo A9 a estos niveles rostrales se pueden detectar un grupo de neuronas
dopaminérgicas dispersas, que corresponden a la substancia negra pars mixta (Figura
1B, SNm). De la banda horizontal emergen unas expansiones digitiformes ventrales
(Figura 1B, F), constituidas por neuronas y fibras dopaminérgicas, que protuyen en la
pars reticulata de la substancia negra.

M4s caudalmente (ver tambien Figura 2B) la pars compacta de la substancia negra
adopta una forma de "Y" con el palo inferior dispuesto medialmente, en continuidad
con las neuronas del grupo A10, y los dos palos superiores colocados lateralmente. La
pars reticulata de la substancia negra a estos niveles se coloca no solo ventralmente,
sino que tambien forma zonas ovaladas caracteristicas situadas entre ambos brazos de
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la pars compacta (Figura 2B, SNr). La pars mixta de la substancia negra a estos niveles
desaparece y es sustituida por las neuronas del grupo dopaminérgico A8 (Figura 2B, A8)
que se entremezclan entre las fibras del lemnisco medial.

Ya mas caudalmente la pars compacta se desplaza lateralmente en el complejo
nigral, quedando separada de las neuronas del grupo A8 por las fibras del lemnisco
medial.

Es interesante destacar que, inmersas en la pars reticulata, se encuentran a todos los

niveles neuronas dopaminérgicas aisladas.
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ESQUEMA N2 2..En las dos p4ginas siguientes se muestran dibujos de las mismas secciones frontales
del complejo nigral en el mono ardilla representadas en el esquema n® 1, y correspondientes al caso n? 9.
Con ayuda de secciones procesadas para poner de manifiesto la inmunorreactividad frente a tirosina
hidroxilasa se han representado los contornos del grupo dopaminérgico A9, asf como tambien de los
grupos A8 y A10. Sobre estos esquemas y con ayuda de una serie adyacente de secciones procesadas
mediante la técnica histoquimica de la acetilcolinesterasa (AChE) se dibujan en el interior de los limites
del grupo A9 (substancia negra pars compacta) las zonas detectables por su relativamente alto o
relativamente bajo contenido en esta enzima. De este modo dentro de los limites de la pars compacta
observamos zonas de alto contenido en AChE, tanto en los somas neuronales como en el neuropilo
(4reas con punteado negro y simultineamente ralladas). Frente a ellas observamos otras zonas de bajo
contenido enzimético, bien porque éste se encuentra reducido en el neurépilo exclusivamente (4reas
punteadas) o bien porque se encuentra reducido tanto ea ¢l neuropilo como en los somas neuronales

(4reas en blanco).
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Si comparamos ahora la distribucién de inmunorreactividad frente a tirosina
hidroxilasa con la distribucién de actividad acetilcolinesterésica en el grupo A9, como
hemos hecho en el esquema n? 2 y en las Figuras 1y 2, observamos que dentro de los
contornos de la pars compacta de la substancia negra la actividad AChE no es
uniforme.

Hay que hacer constar que la actividad acetilcolinesterésica en la pars reticulata es
relativamente alta y uniformemente distribuida. Ello dificulta a veces la deteccion de
zonas similares a nivel de la pars compacta.

En la pars compacta se aprecian zonas caracterizadas por un alto contenido
enzimético frente a otras zonas pobres en acetilcolinesterasa, que recuerdan a la
organizacién estriosémica del estriado.

Utilizando un mayor aumento podemos observar que esta heterogeneidad en
actividad AChE se debe tanto al neuropilo como a los somas neuronales de la pars
compacta de la substancia negra. Asi, detectamos tres tipos de zonas. Unas, mas
oscuras, en que el contenido en acetilcolinesterasa es abundante tanto en las neuronas
como en el neuropilo (se representan ralladas y punteadas en el esquema n® 2). Otras zonas,
mds claras, en las que la pobreza en acetilcolinesterasa afecta tanto al neuropilo como
a los somas (zonas blancas en el esquema n¢ 2), 0 bien el neuropilo es pobre y sin embargo
inmersos en él se observan cuerpos neuronales ricos en acetilcolinesterasa (zonas
punteadas en el esquema n? 2),

En los niveles més rostrales de la pars compacta, se observa cémo dentro de la
banda dopaminérgica horizontal se distinguen zonas ricas y zonas pobres en
acetilcolinesterasa. Especialmente las expansiones digitiformes ventrales en su mayor
parte corresponden a zonas pobres en acetilcolinesterasa, si bien las que ocupan una
posicién medial ofrecen un aspecto distinto a las situadas mdés lateralmente. En las
primeras el contenido acetilcolinesterasico es relativamente bajo tanto en somas como
en el neuropilo mientras en las tiltimas se observan cuerpos neuronales positivos en el
neuropilo, por otro lado pobre en AChE. En algunas expansiones ventrales incluso el
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contenido en acetilcolinesterasa es relativamente alto, tanto en el neuropilo como en
los cuerpos neuronales.

Cuando la pars compacta adopta la forma de "Y" tumbada, en primera instancia la
mitad superior de la pars compacta es rica en actividad enzimética y la mitad inferior
pobre, si bien en esta ltima son ostensibles cuerpos neuronales ricos en AChE, como
tambien ocurre en la porcién mas lateral de la pars compacta.

Mi4s caudalmente, cuando el niicleo rojo adopta su méxima representacién, salvo la
zona mas medial de la pars compacta que ofrece un alto contenido en
acetilcolinesterasa, el resto de la pars compacta de la substancia negra es pobre en
AChE aunque esta pobreza afecta exclusivamente al neuropilo.

En la porcién mas caudal de la pars compacta, cuando esta ya se encuentra
desplazada lateralmente por las fibras del lemnisco medial siguen predominando las
zonas pobres en AChE en las que sin embargo abundan los somas neuronales

positivos.
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2. MARCAJE NEURONAL EN EL COMPLEJO
NIGRAL.

Para seguir una sistemaética en la marcha analitica de los resultados comenzaremos,
en cada caso, con la descripcién de las inyecciones de trazador realizadas en el niicleo
caudado y/o en el putamen. A continuacién detallaremos el marcaje neuronal
observado en el complejo nigral. En primer lugar se expondré el marcaje neuronal en
el complejo nigral considerado en conjunto, y especificando los grupos A8, A9
(substancia negra, pars compacta, SNc¢) y A10 (4rea tegmental ventral de Tsai, ATV).
Acto seguido, y centrados ya en la pars compacta de la substancia negra, se describirdn
los hallazgos en la mitad rostral y en la mitad caudal de esta estructura, teniendo en
cuenta ya la relacién del marcaje neuronal nigral con la distribucién de actividad
acetilcolinesterasica (AChE).

Hemos de tener en cuenta que, si bien las zonas con baja actividad
acetilcolinesterésica de la substancia negra pars compacta son ficilmente observables,
no ocurre lo mismo con la deteccién de las zonas de alta actividad enzimética en esta
estructura, ya que la pars reticulata subyacente tambien posee un alto contenido en
acetilcolinesterasa. Hemos procurado no obstante representar en los esquemas de
cada caso las zonas de alta (zonas ralladas) y baja (zonas en blanco) actividad AChE
de la pars compacta, ayudados por las secciones procesadas para inmunorreactividad

frente a tirosina hidroxilasa, que s6lo nos marca las zonas que contienen actividad
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acetilcolinesterasica de la substancia negra pars compacta delimitar con bastante
precisién los contornos de la pars compacta de la substancia negra.

Consideramos de modo aleatorio como la mitad rostral de SNc hasta que dejan de
ser visibles la porci6n principal horizontal y las expansiones ventrales digitiformes que
protuyen en la pars reticulata subyacente. En la descripcién de las inyecciones de
trazadores y en la del marcaje neuronal observado nos remitimos a los
correspondientes esquemas que ilustran el trabajo.

Describiremos en primer lugar los casos de inyecciones situadas exclusivamente en
el niicleo caudado (casos 1, 2, 4, 11 y 16), despues las realizadas en el putamen (casos
3,6,7,9, 13, 14 y 15), y finalmente las inyecciones mixtas (casos 10y 12) y las que
afectan a la cdpsula interna (casos 5 y 8). No se describe el marcaje neuronal

observado en el caso n? 4 pues por problemas técnicos no pudo ser detectado.
2.1. INYECCIONES EN EL NUCLEO CAUDADO.

En todos los casos de inyeccién en la cabeza del niicleo caudado (representadas en el
esquema n? 3) se realiza un abordaje vertical con la micropipeta, atravesando la corteza
cerebral y substancia blanca subyacente, el cuerpo calloso y, en la mayoria de los

casos, el ventriculo lateral correspondiente.
CASO N2 1 (SMHN-1L).

Descripcién de la inyeccién (ver esquema n® 3).

Tras un abordaje vertical se realiza una tinica inyeccién de HRP-WGA en el niicleo
caudado del hemisferio izquierdo. La cantidad de trazador inyectada es de 30
nanolitros.

La inyeccién se localiza en el tercio medio de la cabeza del niicleo caudado,
considerado en su extensién rostro-caudal, e igualmente en el tercio medio de la

misma estructura, considerado en su dimensién dorso-ventral.



Resultados 53

La comparacién de las secciones procesadas para TMB para poner de manifiesto el
lugar de la inyeccién de HRP-WGA con secciones adyacentes procesadas para AChE
nos permite observar que el 4rea de la inyeccién afecta a estriosomas, pero tambien a

la matriz extraestriosémica.

Descripcién del marcaje neuronal observado en la substancia negra (ver
esquema n%4),

Se detecta un marcaje neuronal no muy abundante que se dispone en toda la
extensioén rostro-caudal del complejo nigral. Hay algunas neuronas marcadas a nivel
del grupo dopaminérgico A8, situado caudalmente en el complejo nigral. No se
encuentran neuronas marcadas en la pars mixta ni en el drea tegmental ventral.

En la mitad rostral de SNc¢ la mayoria de las neuronas marcadas se observan en la
porcién principal horizontal de la pars compacta de la substancia negra. A este nivel
ocupan una posicién en el tercio medio de la banda, y se hayan situadas m4s bien una
posicién ventral. No se observan neuronas marcadas en las expansiones digitiformes
ventrales de la misma, pero si en sus proximidades, sobre todo a nivel de la raiz de las
mismas. La gran mayoria de las neuronas marcadas se hayan en 4reas en las que no es
posible detectar zonas especialmente caracterizadas por su bajo contenido en AChE.

En la mitad caudal de la substancia negra pars compacta las neuronas marcadas
siguen ocupando una posicién a nivel del tercio medio. Salvo excepciones la gran
mayoria de los somas marcados se localizan en zonas de actividad AChE alta o
intermedia.

CASO N2 2 (SMRN-2L).

Descripcion de la inyeccién (ver esquema n? 3),
Tras un abordaje vertical se realiza una inyeccién tinica de HRP-WGA en la

porcién dorsolateral de 1a cabeza del niicleo caudado del hemisferio izquierdo, a nivel
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de su tercio medio, considerada en direcciéon rostro-caudal. La cantidad de
HRP-WGA inyectada es de 20 nanolitros.

Marcaje neuronal observado en el complejo nigral (ver esqueman® Sy Figura n® 7).

Se observa un marcaje neuronal, no muy abundante, en toda la extensién
rostro-caudal de la substancia negra pars compacta. Las neuronas marcadas forman
grupos de limites bastante definidos. Se aprecian algunas neuronas marcadas en el
grupo A8, y excepcionalmente en el grupo A10. No se observan neuronas marcadas en
la pars mixta.

En la mitad rostral de SNc¢ las neuronas marcadas se observan tanto en la porcién
horizontal principal, donde se corresponden con zonas ricas en actividad
acetilcolinesterésica, y tambien en las expansiones ventrales digitiformes, pobres en
este caso en actividad enzimética.

A niveles mds caudales, donde la tincién acetilcolinesterésica no permite distinguir
con tanta nitidez zonas ricas y pobres en actividad enzimética, las neuronas marcadas
se localizan a nivel del tercio medio de la substancia negra considerada
mediolateralmente. En la pars compacta las neuronas positivas tienden a situarse
ventralmente.

CASO N2 11 (SMRHN-2L).

Descripcion de las inyecciones (ver esquema n® 3).

Se realizan cuatro penetraciones verticales con la micropipeta cargada de la
soluci6én de HRP-WGA en la cabeza del niicleo caudado del hemisferio izquierdo.
Los depésitos se efectiian en el tercio rostral (porcion lateral) y tercio medio (tanto en
la porcién dorsolateral como en la porcién media y ventral del mismo). El tercio
caudal de la cabeza del nicleo caudado parece encontrarse excluido del 4rea de

inyeccién. Se inyecta una cantidad total de 300 nanolitros de solucién trazadora.
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Marcaje neuronal observado (ver esquema n? 6 y Figura n® 8).

Se detecta un abundante marcaje neuronal extendido rostrocaudalmente por todo el
complejo nigral. Aparecen algunas neuronas marcadas en el 4rea tegmental ventral,
sobre todo caudalmente y tambien en el grupo dopaminérgico A8. Se aprecia alguna
neurona marcada aislada a nivel de la pars mixta.

A nivel de la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra la mayoria de
las neuronas se concentran, formando grupos, en la porcién horizontal principal
correspondiendo en su mayor parte a zonas ricas en actividad AChE. Se observan
igualmente algunas neuronas marcadas a nivel de las expansiones digitiformes
mediales de la pars compacta.

En la mitad caudal de SNc¢ las neuronas marcadas son mas abundantes que en la
mitad rostral. Estas neuronas tienden a concentrarse medialmente, en zonas ricas en
acetilcolinesterasa. A estos niveles existen algunos grupos neuronales claramente
situados dentro de los limites de zonas pobres en acetilcolinesterasa, si bien no

rellenan completamente estas zonas que, a este nivel, son amplias.
CASO N216 (SMRHN-3L).

Descripcién de las inyecciones (ver esquema n® 3).

Se realizan cinco penetraciones con la micropipeta cargada con una solucién de
HRP-WGA en la cabeza del niicleo caudado del hemisferio izquierdo. Los dep6sitos
se efectian en el tercio rostral (porcién medial), tercio medio (porcién dorsolateral y
ventral) y tercio caudal (porcién dorsal) de la cabeza del niicleo caudado. La cantidad
total de solucién trazadora inyectada fue de 300 nanolitros.

Marcaje neuronal (ver esquema n° 7).
Se observa un marcaje neuronal muy abundante a todos los niveles rostrocaudales

del complejo nigral. Hay un nimero moderado de cuerpos neuronales marcados a
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nivel del grupo A10 (porcién caudal sobre todo) y tambien en el grupo AS8. Se
observan escasas neuronas marcadas a nivel de la pars mixta. )

En la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra se observan
abundantes neuronas marcadas tanto a nivel de la banda horizontal como de las
prolongaciones digitiformes mas mediales de SNc. A nivel de la zona horizontal y en
toda su extensién, las neuronas tienden a ocupar una posicién mas bien ventral
ocupando zonas tanto ricas como pobres en actividad AChE. A niveles mas ventrales
se observan neuronas en las prolongaciones digitiformes, pobres en AChE, y tambien
alrededor de las mismas, en zonas que parecen corresponder a la pars reticulata de la
substancia negra.

En la mitad caudal de la pars compacta el marcaje neuronal estd ampliamente
extendido en sentido medio-lateral, si bien predomina en los dos tercios mediales. A
este nivel las neuronas marcadas, mas abundantes que en la mitad rostral de SN,
tienden a eludir las zonas detectables de baja actividad AChE, si bien es posible
observar grupos de neuronas marcadas dentro de los limites de estas zonas de baja

actividad enzimaética.
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ESQUEMA N2 3.-Resumen de inyecciones dc HRP-WGA realizadas en la cabeza del nficleo
caudado en cinco animales. En cada caso se representan esquemas de secciones frontales representativas
del estriado ordenadas rostro-caudalmente de izquierda a derecha. El presumible lugar efectivo de
inyeccién en cada caso se representa por una zona coloreada en negro, que corresponde al centro del
dep6sito, y una zona periférica rallada, expresion de la zona de difusién de la inyeccién. En el caso
namero 1 en la cabeza del nicleo caudado se han dibujado unas zonas ovaladas que corresponden a

estriosomas.
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ESQUEMAS N2 4 a 7.-En las cuatro paginas siguientes se representan dibujos de secciones
frontales del complejo nigral rostro-caudalmente ordenados de arriba a abajo, correspondientes a los
casos n° 1, 2, 11 y 16 respectivamente, en los que se realizaron inyecciones de HRP-WGA en la cabeza
del nicleo caudado. Cada punto negro representa una neurona marcada. Las 4reas en blanco de la pars
compacta corresponden a zonas detectables por su bajo contenido en acetilcolinesterasa frente a las

zonas ralladas, ricas por contra en esta enzima.
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2.2. INYECCIONES EN EL PUTAMEN.

En los casos de inyeccién en el putamen (ver Esquema n® 8) se ha utilizado una doble
técnica de abordaje con objeto de evitar el tener que atravesar la cabeza del niicleo
caudado y, como consecuencia, la posible contaminacién del nicleo por el trazador
que puede inducir a una interpretacién errénea de resultados.

De este modo, en las inyecciones realizadas en la porcién lateral del putamen se ha
empleado un abordaje vertical ya que aqui el niicleo caudado ocupa una posicién mas
medial que dicha porcién del putamen. En los casos en que nos interesaba acceder a
las regiones ventromediales del putamen empleamos un abordaje oblicuo, evitando el

tener que atravesar con la pipeta la cabeza del niicleo caudado.
CASO N2 3 (SMRN-2R).

Descripcion de la inyeccion (ver esquema n° 8).

Tras realizar un abordaje vertical del putamen se realiza una unica inyeccion de
HRP-WGA en la porcién lateral del putamen del hemisferio derecho, a nivel de su
tercio medio. La cantidad de trazador inyectada es de 30 nanolitros.

Marcaje neuronal en el complejo nigral (ver esquema n®9).

El marcaje neuronal, discreto, se observa rostrocaudalmente en el complejo nigral.
No se observan neuronas marcadas ni en el 4rea tegmental ventral ni en la pars mixta
de la substancia negra. Sf existen algunas neuronas marcadas en cantidad moderada a
nivel del grupo A8.

A nivel de la mitad rostral de 1a pars compacta la mayoria de las neuronas marcadas,
que forman pequeiios grupos, se localizan en la banda horizontal, ocupando mas bien
una posicién lateral dentro de la misma. Algunas neuronas marcadas son ostensibles a
nivel de las expansiones ventrales digitiformes. A nivel de la banda horizontal alguno

de los grupos neuronales se localizan nitidamente dentro de los limites de zonas
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pobres en AChE, como tambien ocurre con las neuronas que se observan en las
prolongaciones digitiformes.

En la mitad caudal de la pars compacta las neuronas marcadas se sitiian en la
porcién medial correspondiendo a una zona de alta actividad acetilcolinesterésica.
Mi4s caudalmente de nuevo son ostensibles grupos neuronales localizados en este caso
en zonas pobres en acetilcolinesterasa. Se observan algunas neuronas marcadas en

zonas que, presumiblemente, corresponden a la pars reticulata.
CASO N2 6 (SMHN-2L).

Descripcién de la inyeccion (ver esqueman? 8),

Tras un abordaje vertical se realiza una tnica inyeccién de HRP-WGA en la porcién
lateral (y rostral) del putamen del hemisferio izquierdo. En sentido rostrocaudal la
inyecci6n se localiza en la unién del tercio anterior y medio del putamen. La cantidad

de trazador inyectada es de 50 nanolitros.

Descripclén del marcaje neuronal observado en el complejo nigral (ver
esquema n® 10).

Se observa un abundante marcaje neuronal en toda la extensién rostro-caudal del
complejo nigral. Encontramos algunas neuronas en el area tegmental ventral en cortes
caudales asf como, aisladamente, en el grupo A8 y en la pars mixta.

Dentro de la pars compacta de la substancia negra y a nivel de su mitad rostral, 1a
mayoria de las neuronas marcadas se encuentran principalmente en la porcién
horizontal principal. Las neuronas, que forman grupos, se observan tanto dentro como
fuera de las zonas pobres en AChE. Existe alguna neurona marcada en las
prolongaciones digitiformes pobres en acetilcolinesterasa, especialmente en las
situadas maés lateralmente.

A niveles mds caudales de 1a pars compacta el marcaje tiende a situarse en la mitad
medial de esta estructura. De nuevo grupos neuronales son claramente objetivables y
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se localizan en =zonas pobres, y tambien en zonas ricas en actividad

-

acetilcolinester4sica.
CASO N2 7 (SMHN-2R).

Descripcién de la inyecclon (ver esquema n2 8).

La inyeccién de HRP-WGA, tinica, se localiza, tras realizar un abordaje vertical, en
los dos tercios superiores de la mitad lateral del putamen del hemisferio derecho, a
nivel de su mitad caudal, cuando comienza a hacerse visible el globus pallidus. Se
realiza un dep6sito de 50 nanolitros de solucién trazadora.

Descripcién del marcaje neuronal observado (ver esquema n? 11 y Figurasn® 4y 5).

Se aprecia un marcaje abundante a todos los niveles rostrocaudales nigrales. Se
detectan somas marcados en el 4rea tegmental ventral y en el grupo AS.
Practicamente no se detectan neuronas marcadas en la pars mixta.

En la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra las neuronas marcadas
se concentran en la mitad venfral de la banda horizontal principal. Se distinguen
grupos muy nitidos de células marcadas, la mayoria de los cuales se corresponden con
zonas pobres en acetilcolinesterasa que son especialmente detectables en este caso.
No se observan neuronas marcadas a nivel de las prolongaciones ventrales de SNc,
pero si se aprecian algunas células marcadas en zonas de SNc situadas lateralmente a
la banda horizontal principal.

En la mitad caudal de la pars compacta las neuronas marcadas siguen
concentrdndose en zonas pobres y en menor grado tambien en zonas de alta

concentracién enzimética.
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CASO N2 9 (SMHN-3R).

Descripcion de la inyeccion (ver esquema n® 8).

Tras un abordaje oblicuo de la mitad rostral del putamen del hemisferio derecho se
realiza una Gnica penetracién con la micropipeta que se va sacando paulatinamente,
llevando a cabo tres depésitos de HRP-WGA que afectan a la totalidad de la
extension mediolateral del putamen a estos niveles. La cantidad total de trazador

inyectada es de 160 nanolitros.

Marcaje neuronal (ver esquema n? 12).

El marcaje neuronal, abundante, se extiende rostrocaudalmente por todo el
complejo nigral. Hay numerosas neuronas marcadas a nivel del drea tegmental ventral
a todos los niveles, y tambien hay un marcaje neuronal, discreto, en el grupo A8. Hay
neuronas marcadas aisladas en la pars mixta.

En la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra las neuronas
marcadas se localizan en su gran mayorfa a nivel de la porcién horizontal principal. A
este nivel ocupan una posicién ventral y medial. Algunos grupos de somas marcados
coinciden con zonas pobres en AChE, pero otros se localizan en zonas ricas en
actividad acetilcolinesterasica. Excepcionalmente se observa alguna neurona marcada
a nivel de la porcién més dorsal de las expansiones digitiformes.

En la mitad caudal de la substancia negra pars compacta las neuronas marcadas
siguen localizdndose medialmente, continudndose con las neuronas marcadas del 4rea
tegmental ventral. Hay grupos de células marcadas que se corresponden con zonas de

baja actividad AChE, pero predominantemente se localizan en zonas ricas en AChE.
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CASO Ne 13 (SMHN-4R).

Descripcion de la inyeccion (ver esquema ne 8).

Se realiza un abordaje vertical del putamen del hemisferio derecho realizando una
tinica inyecci6n en la porcion dorsal y lateral del mismo a nivel de su tercio caudal (ver
Figura n° 10 C). La cantidad total inyectada fue de 40 nanolitros.

Marcaje neuronal observado (ver esquema n? 13).

El marcaje neuronal, moderado, se observa en toda la extensién rostrocaudal del
complejo nigral. Se detectan algunas neuronas marcadas a nivel de la pars mixta, y
caudalmente en el drea tegmental ventral y en el grupo AS.

En la mitad rostral de la pars compacta las neuronas marcadas, situadas en su
mayoria en los dos tercios mediales, forman grupos de bordes definidos, que se
localizan tfpicamente en zonas pobres en acetilcolinesterasa de la banda horizontal.
Aparecen igualmente algunas neuronas marcadas en las expansiones ventrales
digitiformes, pobres en AChE, de la pars compacta, pero s6lo en las que ocupan una
posicién mas lateral.

Caudalmente se observan de nuevo neuronas aisladas en la porcién medial de la
pars compacta, correspondiendo a una zona rica en AChE, pero sobre todo son de
nuevo ostensibles grupos de neuronas marcadas en zonas pobres en acetilcolinesterasa
ventrales a nivel del tercio medio de la pars compacta.

CASO N2 14 (SMHN-5L).

Descripcién de la inyeccién (ver esquema ne 8).

Se realiza un abordaje doble del putamen del hemisferio izquierdo tratando de
realizar una inyeccién masiva del mismo. En la mitad rostral y tras un abordaje vertical
se realiza una inyeccién centrada en la porcién lateral del putamen, a la cual afecta el

drea de inyeccién. Utilizando un abordaje oblicuo se realiza una segunda inyeccién



Resultados 69

cuyo centro se sitila ventralmente al putamen y que afecta a la porcién mas ventral y
lateral del putamen. Finalmente, y tras dos nuevas penetraciones, ambas verticales se
realiza una inyeccién en la porcién lateral de la mitad caudal del putamen. Se inyecta
una cantidad total de HRP-WGA de 120 nanolitros.

Marcaje neuronal (ver esquema n® 14 y Figuras n2 3y 9).

El marcaje neuronal, abundante, se extiende rostrocaudalmente por todo el
complejo nigral, incluyendo al drea tegmental ventral y al grupo A8. Existe igualmente
un nimero moderado de neuronas a nivel de la pars mixta.

En la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra las neuronas tienden
a ocupar una posicién dorsal dentro de la misma. Grupos neuronales claramente
marcados alternan con zonas de igual tamafo exentas de marcaje. Las neuronas
marcadas a este nivel parecen situarse dentro de los limites de zonas ricas en actividad
acetilcolinesterdsica. A nivel de las expansiones ventrales de SNc, pobres en
acetilcolinesterasa existen algunas neuronas marcadas, con predominio de las zonas
situadas lateralmente.

En 1a mitad caudal de la substancia negra pars compacta el marcaje neuronal se
concentra medialmente, en zonas ricas en AChE, y tambien en zonas ventrolaterales,

pobres en acetilcolinesterasa.
CASO N2 15 (SMHN-5R).

Descripcién de la inyeccién (ver esquema n2 8).

Se realiza una tnica inyeccidn, tras insertar verticalmente_la pipeta, en la mitad
rostral del putamen del hemisferio derecho. El centro de la inyeccién se localiza en el
limite ventrolateral del putamen. La cantidad de HRP-WGA inyectada es de 20

nanolitros.



Resultados 70

Marcaje neuronal observado (ver esquema n? 15).

La mayor parte de las escasas neuronas marcadas se localizan caudalmente a nivel
del grupo A8. No se observan neuronas marcadas en el 4rea tegmental ventral ni en la
pars mixta.

A nivel rostral de la pars compacta de la substancia negra el marcaje neuronal es
muy escaso, encontrdndose neuronas aisladas en la banda horizontal principal que,
casi siempre estdn dentro de los contornos de zonas ricas en actividad
acetilcolinesterasica. A niveles mas caudales de la pars compacta el marcaje celular es
igualmente muy escaso y las neuronas se sitian tambien en zonas de alta actividad
enzimatica.
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ESQUEMA N2 8.-Esquemas que representan los dep6sitos de HRP-WGA en los siete animales en
que se realizaron inyecciones de este trazador en el putamen. En cada caso se dibujan secciones frontales
representativas del estriado ordenadas rostro-caudalmente de izquierda a derecha. El 4rea de inyeccién
comprende una zona negra correspondiente al centro de los depo6sitos, y una zona rallada de difusién de

la HRP-WGA.
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ESQUEMAS 9 a 15.-Dibujos de secciones frontales del complejo nigral ordenadas
rostro-caudalmente de arriba a abajo en los 7 casos de inyeccion de HRP-WGA en el putamen. Cada
neurona marcada est4 representada por un punto negro. Las zonas en blanco y las zonas ralladas de la

pars compacta corresponden a zonas detectables por su bajo o alto contenido en AChE respectivamente.
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2.3. INYECCIONES MIXTAS (NC y Pu).
CASO N2 10 (SMRHN-1L).

Descripcién de la inyeccién (ver esquema ne 16).

En este caso se realizan cuatro inyecciones de Fluoro-Gold (200 nanolitros en total)
en la cabeza del niicleo caudado y dos de una solucién de HRP-WGA (250 nanolitros
en total) en el putamen, ambos del hemisferio izquierdo. En el caso del nicleo
caudado los dep6sitos afectan a la porcién medial (2) y dorsolateral del tercio medio
del niicleo caudado, y a la porcién dorsomedial del tercio caudal del mismo. En las
inyecciones putaminales la primera se realiza tras un abordaje oblicuo del niicleo,
afectando el 4rea de inyeccion a la mitad ventrolateral del tercio medio del putamen.
La segunda inyeccién se localiza caudalmente en el putamen y afecta a la mitad
dorsolateral de este niicleo. En este Gltimo caso se realiz6 un abordaje vertical.

Marcaje neuronal observado (ver esquema n® 17 y Figura n? 6).

No se observan neuronas doblemente marcadas por ambos trazadores utilizados.
Predominan las neuronas marcadas por la HRP depositada en el putamen. El marcaje
neuronal se extiende rostrocaudalmente por todo el complejo nigral incluyendo a los
grupos A10, A8y a la pars mixta. En todas estas estructuras hay un mayor niimero de
neuronas marcadas que proyectan al putamen que al niicleo caudado. Grupos
neuronales marcados por uno u otro trazador se interdigitan claramente en algunos
niveles. Las neuronas marcadas por la HRP (nigro-putaminales) se localizan
dorsalmente a las marcadas por el Fluoro-Gold (nigro-caudadas).

A nivel de la mitad rostral de la substancia negra pars compacta, y concretamente
en la banda horizontal principal, las neuronas nigro-putaminales ocupan una posicién
dorsal situdndose tanto dentro como fuera de los limites de las zonas detectables de
baja actividad acetilcolinesterdsica. Existen neuronas nigrales de proyeccién al

putamen que se marcan por la HRP a nivel de las expansiones ventrales (pobres en
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AChE) més laterales de SN¢, pero no se observan en las mediales. Las neuronas de
proyeccién al nicleo caudado se sittian ventralmente a las precedentes a nivel de la
banda horizontal principal de SNc. Igualmente hay grupos menos numerosos de
neuronas marcadas en las expansiones digitiforines ventrales, principalmente en las
que ocupan una posicién mas medial. En las expansiones ventrales mas laterales se
observan neuronas marcadas por uno y otro trazador.

En la mitad caudal de la pars compacta las neuronas marcadas que proyectan al
putamen siguen siendo mucho mas numerosas que las que lo hacen al niicleo caudado.
No obstante grupos neuronales netos marcados por uno u otro trazador son
claramente delimitables ya que se interdigitan. Medialmente la mayorfa de las
neuronas marcadas corresponden a neuronas que proyectan al putamen, localizdndose
en zonas de alto contenido en AChE.

Lateralmente las neuronas marcadas por ambos trazadores tienden a situarse
ventralmente correspondiendo a zonas pobres en AChE. Existe una delimitacién
bastante precisa entre los grupos neuronales de proyeccién al niicleo caudado y grupos

de proyecci6n al putamen.
CASO N2 12 (SMHN-4L).

Descripcién de la inyeccion (ver esquema ne 16 y Figura n° 10A, By D).

En este caso se realizan inyecciones de HRP-WGA en el nicleo caudado y de
Fluoro-Gold en el putamen del hemisferio izquierdo. En la cabeza del nicleo caudado
se llevan a cabo cinco depésitos de solucién trazadora, empleando en todos los casos
un abordaje vertical. En primer término se realiza una inyeccién en el tercio rostral
del nicleo caudado centrada en la mitad dorsal del niicleo. A nivel del tercio medio se
realiza un dep6ésito en la porcién dorsolateral, otro en la porcién media y un tercero
en la porcién ventral del niicleo caudado. Finalmente se realiza una quinta inyeccién
en la porcién dorsal del tercio caudal de la cabeza del niicleo caudado. La cantidad
total de HRP-WGA inyectada es de 400 nanolitros.
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En el caso del putamen se emplea un abordaje oblicuo estando centrada la inyeccién
en la mitad ventral del tercio medio del niicleo, donde se realizan dos inyecciones que

representan un total de 300 nanolitros de solucién trazadora.

Marcaje neuronal observado (ver esquema n? 18).

El marcaje neuronal es muy abundante y se extiende rostrocaudalmente por todo el
complejo nigral, si bien, como en el caso anterior, tampoco se observan neuronas
marcadas por ambos trazadores a la vez. El niimero de neuronas marcadas por la HRP
(n. caudado) es superior al de neuronas marcadas por el Fluoro-Gold (putamen). Se
aprecian neuronas marcadas por uno u otro trazador, con predominio de las neuronas
de proyeccién al putamen, a nivel de la mitad caudal del 4rea tegmental ventral, y
neuronas marcadas en nimero moderado, principalmente de proyeccién al nicleo
caudado, a nivel del grupo A8. El marcaje neuronal es escaso a nivel de la pars mixta.

A nivel de la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra las neuronas
marcadas nigro-putaminales se localizan, como en el caso anterior, dorsalmente a las
neuronas de proyeccién nigro-caudada, estando las primeras précticamente confinadas
en la porcién horizontal principal de la pars compacta. Se observan adem4s algunas
neuronas marcadas por la HRP-WGA (N. caudado) en las expansiones ventrales
pobres en AChE.

En la mitad caudal de la pars compacta de la substancia negra son ostensibles
grupos de neuronas marcadas por uno u otro trazador. Los grupos neuronales de
proyecci6n al putamen tienden a ser dorsales respecto a las neuronas marcadas por la
inyecci6bn en el nicleo caudado. Las neuronas marcadas por la inyeccién de
Fluoro-Gold (putamen) se localizan en su mayor parte en la porcién mas medial de la
pars compacta, en zonas ricas en acetilcolinesterasa. No obstante un grupo de estas
neuronas se sitGan lateralmente, correspondiendo a islotes de baja actividad
acetilcolinesterésica. Las neuronas nigrales que proyectan al niicleo caudado tienden a
situarse en los dos tercios mediales de la pars compacta en zonas ricas en AChE, pero

tambien se observan grupos neuronales marcados en zonas ventrales de la pars
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compacta, pobres en AChE. En algunos de estos islotes de baja actividad enzimética
coexisten neuronas marcadas por uno y por el otro trazador. La interdigitacién de

grupos neuronales marcados por uno u otro trazador es muy clara en algunos cortes.
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ESQUEMA N2 16.-Esquemas que representan secciones frontales del estriado, ordenadas en cada
caso rostrocaudalmente de izquierda a derecha, en nuestros casos n? 10 y 12, en que se realizaron
inyecciones simultineas de Fluoro-Gold (*) y de HRP-WGA, depositando uno de estos trazadores en el
niicleo caudado y el otro en el putamen. En las inyecciones de HRP-WGA se dibuja el centro (negro) y -
la zona periférica de difusion (rallado) del trazador. El presumible lugar efectivo de las inyecciones de

Fluoro-Gold se representa mediante una zona rallada.
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ESQUEMAS N2 17 y 18.-Dibujos diagramiticos de secciones frontales del complejo nigral
ordenadas rostro-caudalmente de arriba a abajo y correspondientes a los casos n® 10 y 12 en que se
realizaron inyecciones de Fluoro-Gold y de HRP-WGA en el niicleo caudado y en el putamen. Como en
casos anteriores las 4reas en blanco y las 4reas ralladas corresponden a zonas detectables en la pars
compacta por su baja o alta actividad acetilcolinesterasica respectivamente. Los puntos rojos en ambos
casos representan neuronas marcadas por la inyeccion de trazador efectuada en el putamen, mientras los

puntos negros representan neuronas que, presumiblemente, proyectan al nicleo caudado.
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2.4. INYECCIONES EN LA CAPSULA INTERNA.
CASO N2 5 (SMRN-4L).

Descripcion de la inyeccion (ver esquema n? 19).

Se realiza un abordaje vertical a nivel del hemisferio izquierdo, atravesando
sucesivamente la corteza, substancia blanca, cuerpo calloso, ventriculo lateral y niicleo
caudado, para centrar la inyeccion de HRP-WGA en la porcién mas ventral de la
porcién oblicua de la cdpsula interna, entre el niicleo caudado y el putamen. El drea
de inyeccién incluye adem4s de la cépsula interna a las porciones vecinas de niicleo
caudado y putamen (a nivel del tercio medio considerado anteroposteriormente)
ademads de los puentes celulares de unién que unen a ambas estructuras. La cantidad

total de solucién trazadora inyectada en este caso es de 20 nanolitros.

Descripcion del marcaje neuronal observado (ver esquema n® 20).

Se observa un marcaje neuronal moderado en toda la extension rostrocaudal del
complejo nigral. Detectamos neuronas marcadas aisladamente en la mitad caudal del
drea tegmental ventral, y tambien en el grupo A8. Se observan neuronas marcadas a
nivel de la pars mixta de la substancia negra, dorsalmente a la pars compacta de la
substancia negra.

A nivel rostral de la pars compacta de la substancia negra la gran mayoria de las,
por otra parte, escasas neuronas marcadas se observan a nivel de la porcién horizontal
principal. Solo se aprecia alguna neurona marcada en las porciones més ventrales de la
substancia negra, pero fuera de los limites de las expansiones digitiformes pobres en
acetilcolinesterasa, en zonas que pudieran corresponder a la pars reticulata de la
substancia negra.

A niveles mds caudales de la substancia negra pars compacta, cuando ya es
ostensible el grupo A8, las neuronas marcadas tienden igualmente a situarse

dorsalmente, en zonas ricas o pobres en AChE.
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CASO N2 8 (SMHN-3L).

Descripcion de la inyeccion (ver esquema n® 19).

- Tras realizar un abordaje vertical se realizan cuatro penetraciones con la
micropipeta para realizar sendos depdsitos de una soluciéon de HRP-WGA en el
hemisferio izquierdo. A nivel rostral el depdsito queda centrado en la porcién dorsal
de la cdpsula interna, entre el niicleo caudado y el putamen. A nivel del tercio medio
se realizan dos depésitos. El mds dorsal se localiza en la cdpsula interna afectando
tanto al niicleo caudado como al putamen, y a los puentes de unién entre ambos. El
mas ventral estd centrado en la porcién ventral del nicleo caudado, extendiéndose
hacia la cépsula interna. En el tercio caudal la inyeccién estd centrada a nivel de la
capsula interna, extendiéndose tanto hacia el micleo caudado como al putamen. La

cantidad total de trazador inyectada es de 200 nanolitros.

Descripcién del marcaje neuronal (ver esquema n? 21).

El marcaje neuronal es abundante y se extiende rostrocaudalmente por el complejo
nigral, incluyendo a los grupos A10, sobre todo, y A8. Un menor nimero de neuronas
marcadas se observa a nivel de la pars mixta.

En la mitad rostral de la pars compacta de la substancia negra el marcaje neuronal
tiende a concentrarse en la banda horizontal principal (especialmente en su porcién
ventral) donde se observan neuronas marcadas mediolateralmente que se
corresponden con zonas pobres o ricas en actividad acetilcolinesteréasica. Se detectan
algunas neuronas marcadas en la raiz de las expansiones ventrales digitiformes pobres
en AChE, especialmente en las que ocupan una posicién mas medial, ¢ igualmente
hay alguna neurona marcada en las expansiones més laterales, siempre en la porcién
mas dorsal de las mismas.

En la mitad caudal de SNc¢ el marcaje neuronal tiende a ser dorsal. La mayor parte

de las neuronas marcadas a estos niveles se encuentran en zonas de alta actividad
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acetilcolinesterasica. Se detectan neuronas marcadas en zonas que, presumiblemente,

corresponden a la pars reticulata de la substancia negra.
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ESQUEMA N2 19.-Diagramas representativos de las inyecciones de HRP-WGA efectuadas en dos
de nuestros casos (5 y 8) a nivel de la porcién oblicua de la cdpsula interna y dreas adyacentes del niicleo
caudado y putamen. Los esquemas corresponden a secciones frontales del estriado ordenadas
rostro-caudalmente de izquierda a derecha. El 4rea efectiva de inyeccion se representa por medio de una

trama rallada.
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ESQUEMAS N¢ 20 y 21.-Dibujos de secciones frontales del complejo nigral correspondientes a
nuestros casos n® 5 y n® 8 que representan el marcaje neuronal provocado por las inyecciones de
HRP-WGA efectuadas a nivel de la cdpsula interna y 4reas adyacentes del estriado. Cada punto negro
representa una neurona marcada. Las 4reas en blanco y las ralladas de la pars compacta representan

zonas detectables por su bajo o alto contenido en AChE, respectivamente.
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El objetivo principal de nuestro estudio ha sido el anélisis del marcaje neuronal
retrégrado en el complejo nigral, y més especificamente en la pars compacta de la
substancia negra, tras realizar inyecciones de trazadores grandes o pequefias en el
nicleo caudado y/o en el putamen del mono ardilla (Saimiri sciureus). Se ha
investigado igualmente si este marcaje neuronal nigral estd o no en relacién con la
subdivisién histoquimica de la pars compacta de la substancia negra detectada

mediante la técnica de la acetilcolinesterasa.

1. ORIGEN DE LA ACTIVIDAD
ACETILCOLINESTERASICA EN LA SUBSTANCIA
NEGRA PARS COMPACTA.

Utilizando la técnica histoquimica de la acetilcolinesterasa (AChE) estudios
previos han demostrado tanto en el gato (JIMENEZ-CASTELLANOS vy
GRAYBIEL, 1987a) como en el mono ardilla (JIMENEZ-CASTELLANOS vy
GRAYBIEL, 1987b) que la substancia negra pars compacta presenta una actividad
acetilcolinesterasica que en modo alguno es homogénea. En este wltimo trabajo se
describen en la mitad rostral de la pars compacta zonas ricas y pobres en AChE,
predominando las zonas pobres en las expansiones ventrales digitiformes, mientras en
la porcién horizontal principal de la pars compacta zonas de diferente actividad

acetilcolinesterasica se interdigitan de un modo complejo.
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Los hallazgos de nuestro estudio corroboran estos datos, afiadiendo por nuestra
parte la descripci6n de la actividad acetilcolinesterésica observada en la mitad caudal
del grupo dopaminérgico A9 y precisando que las diferentes zonas de actividad
acetilcolinesterdsica de la substancia negra pars compacta parecen deberse tanto a los
cuerpos neuronales intrinsecos nigrales y sus prolongaciones como al neuropilo donde
ineludiblemente tienen su participacion los sistemas de proyeccién aferente a la
substancia negra. Hemos detectado pues que dentro del grupo dopaminérgico A9
existen zonas oscuras, de una relativamente alta actividad acetilcolinesterésica tanto
en los somas como en el neuropilo y, frente a ellas, otros compartimentos mas claros
donde no obstante se aprecian cuerpos neuronales que contienen AChE. Finalmente,
y con caracter més excepcional, se observan zonas claras en las que la actividad
acetilcolinesterésica estd ciertamente reducida tanto en el neuropilo como en los
cuerpos neuronales. Esta tltima imagen se observa frecuentemente a nivel de las
expansiones ventrales digitiformes de la pars compacta, especialmente en las que
ocupan una posicién mas medial.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente en las zonas nigrales claras, el relativo
empobrecimiento en actividad AChE parece deberse a la pérdida de esta enzima a
nivel del neuropilo. No obstante y como hemos dicho la mayorfa de estas zonas
contienen cuerpos neuronales ricos en AChE. En principio se podria pensar que este
neuropilo débilmente teiiido carece de la inervacién acetilcolinesterédsica aferente
que, por contra, terminarfa mas abundantemente en otras zonas de la pars compacta,
concretamente en las zonas oscuras que nosotros observamos. En este caso la
heterogeneidad de actividad AChE solo estaria indirectamente relacionada con la
disposicién de las neuronas de proyeccién nigro-estriada de la pars compacta. No est4
claro si la proyeccién estrio-nigral en el mono es acetilcolinesterésica o no (OLIVIER,
PARENT, SIMARD y POIRIER, 1970; LEHMAN, FIBIGER y BUTCHER, 1979).
Otra posible fuente de fibras acetilcolinesterésicas a la substancia negra seria el niicleo
pedunculopontino del tegmento mesencefilico (MEHLER, 1981; SCARNATI,
PROIA, CAMPANA y PACITTI, 1986). No obstante los hallazgos aportados por
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SMITH y PARENT (1986) parecen descartar que, al menos las fibras de proyeccién
estrio-nigral sean las responsables de la compartimentacién acetilcolinesterésica de la
pars compacta de la substancia negra, toda vez que estos autores sugieren con firmeza
que los grupos neuronales nigrales que proyectan independientemente al nicleo
caudado o al putamen estarfan conectados reciprocamente con sus respectivas zonas
de proyeccion en el estriado.

Otra posible hipé6tesis sobre la diferente actividad acetilcolinesterédsica de la
substancia negra pars compacta seria la liberacién selectiva de esta enzima por las
propias neuronas nigrales. WESTON y GREENFIELD (1986) han demostrado que
existe una liberacién intrinseca de AChE en las dendritas de las neuronas de
proyeccién nigro-estriada. De acuerdo a este trabajo la AChE liberada podria quedar
secuestrada en regiones concretas del espacio extracelular, y ser la responsable del
aspecto que ofrece la substancia negra al estudiar la actividad acetilcolinesterésica.

En la substancia negra de la rata la comparaci6n directa en la misma seccién de la
fluorescencia provocada por el 4cido glioxilico (que pone de manifiesto el contenido
catecolaminérgico) y la actividad acetilcolinesterdsica sugiere que la mayoria de los
cuerpos neuronales dopaminérgicos y sus prolongaciones contienen
acetilcolinesterasa, si bien el emparejamiento entre uno y otro tipo de neuronas no es
perfecto (BUTCHER y MARCHAND, 1978). De acuerdo a estos datos deberfamos
encontrar un alto grado de correspondencia entre neuronas AChE positivas y células
de proyeccién nigro-estriada. Ademds, existen interneuronas nigrales en la rata que
contienen acetilcolinesterasa (HENDERSON, 1981). Si, como ocurre en la rata, la
co-localizacién de AChE en neuronas dopaminérgicas existe tambien en el mono, esto
sugeriria que la mayorfa de las neuronas AChE positivas de las expansiones ventrales
digitiformes pobres en colinesterasa, asi como las neuronas acetilcolinesterésicas fuera
de las mismas, serfan neuronas de proyeccién nigro-estriada. Sin embargo el
contenido en AChE del neuropilo alrededor de estos cuerpos neuronales es, por

contra, draméticamente distinto para los dos tipos de neuronas antes mencionados.
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En resumidas cuentas, serd preciso investigar atin mdés para esclarecer la
participacién que puedan tener las neuronas y las proyecciones aferentes a la pars
compacta en la compleja compartimentacién histoquimica de esta estructura. En este
sentido sugerimos, como paso previo, estudiar la modificacion de la actividad
acetilcolinesterdsica en la substancia negra, tras lesionar selectivamente las dos
principales aferencias a la pars compacta que parecen contener acetilcolinesterasa: el

sistema estrio-nigral y el tegmento-nigral.

2. PROYECCIONES NIGRO-CAUDADAS Y
NIGRO-PUTAMINALES.

Para comprobar si existian neuronas en el complejo nigral cuyos axones se
dicotomizaban, inervando a la vez al niicleo caudado y al putamen procedimos a
inyectar dos trazadores distintos, uno en cada una de estas estructuras estriatales. Los
resultados obtenidos muestran que, en el mono ardilla estas neuronas no existen. Es
decir que las neuronas de la substancia negra que proyectan al nicleo caudado son
distintas a las que lo hacen al putamen, y que ademds estas dos poblaciones
neuronales forman grupos que en muchos niveles se interdigitan claramente. Estos
hallazgos concuerdan con los observados por el grupo de Parent en Montreal
(PARENT et al,, 1983; SMITH y PARENT, 1986), si bien estos autores no emplean
mas que un tnico trazador (HRP-WGA), y por tanto en el mismo caso no pueden
comparar si existe doble marcaje neuronal, ni tampoco pueden estudiar la
interdigitacién de grupos neuronales nigrales que inervan al nicleo caudado y al
putamen del mismo hemisferio cerebral.

Si comparamos nuestras observaciones en los casos en que inyectamos los dos
trazadores con los esquemas de SMITH y PARENT (1986) teniendo en cuenta que
estos autores no utilizan ninguna técnica para poder delimitar la pars compacta de la

substancia negra, nos encontramos con la coincidencia con los mismos en que, a
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niveles rostrales de la pars compacta de la substancia negra las neuronas que
proyectan al nicleo caudado ocupan una posicién ventral en relacién a las que
proyectan al putamen. Las primeras ocupan la mitad ventral, aproximadamente, de la
banda horizontal principal de SNc, y tambien est4n presentes en las expansiones
ventrales que se originan en esta zona. Sin embargo en nuestros casos, a diferencia de
los hallazgos de los autores mencionados, observamos el marcaje de algunas neuronas
nigro-putaminales en las expansiones ventrales que ocupan una posicién més
lateralizada en la substancia negra. Coincidimos plenamente con los autores
mencionados si analizamos el marcaje en la mitad caudal de la pars compacta. A estos
niveles se difumina un poco la relacién dorsoventral antes comentada. Se observa una
alternancia de grupos neuronales marcados por uno u otro trazador, si bien es
caracteristico que son neuronas que proyectan al putamen las que ocupan una
posicién mis medial y a la vez més lateralizada en la pars compacta de la substancia
negra. Las neuronas marcadas por la inyeccién en el nicleo caudado predominan
rostralmente mientras la inyeccion realizada en el putamen marc6 més neuronas en la
porcibn caudal de SNc. Parece, en resumen que existe una perfecta
complementariedad entre los grupos nigrales que inervan al niicleo caudado y los que
lo hacen al putamen.

Adicionalmente observamos el marcaje neuronal en ¢l 4rea tegmental ventral y
en la zona del nicleo retrorrubral. En la primera el marcaje neuronal observado se
localiza en la porcién caudal, existiendo en nuestro dos casos un predominio de
neuronas marcadas que proyectan al putamen y éstas neuronas tienden a situarse
dorsalmente a las que proyectan al niicleo caudado. El é4rea retrorrubral que
corresponde en parte al grupo dopaminérgico A8, presenta un marcaje neuronal por
ambos trazadores, si bien en el caso 10 las neuronas marcadas que proyectan al
putamen son mucho més numerosas que las que lo hacen al niicleo caudado, mientras
que en el caso 12 el marcaje neuronal es menos abundante, y practicamente similar
para las neuronas marcadas por uno y otro trazador. En conjunto nuestros hallazgos

confirman resultados previos de que el drea tegmental ventral inerva preferentemente
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al estriado ventral, mientras que el grupo A8 practicamente contribuye a la inervacién
de la totalidad del estriado (NAUTA, SMITH, FAULL y DOMESICK, 1978;
SWANSON, 1982). El marcaje neuronal observado en la substancia negra pars mixta
en estos casos es escaso, pero predominan claramente las neuronas marcadas por la
inyecci6én realizada en el putamen. En ambos casos tambien se observan neuronas
marcadas fuera de los limites de la pars compacta, en zonas que pudieran

corresponder a la pars reticulata,

3. SUBDIVISIONES DEL ESTRIADO Y
COMPARTIMENTACION NIGRAL.

En principio, los hallazgos realizados sobre la conectividad nigro-estriada y la
compartimentacién acetilcolinesterasica de la substancia negra en nuestro estudio
sugieren tres hipétesis que no son excluyentes entre sf, para explicar la particular
distribucién de las neuronas marcadas en la substancia negra pars compacta.

En primer término, esta compartimentacién de neuronas marcadas pudiera reflejar
la ya discutida existencia de grupos neuronales nigrales que proyectan
respectivamente al nicleo caudado o al putamen (PARENT et al, 1983; SMITH y
PARENT, 1986).

En segundo lugar, esta compartimentacién pudiera obedecer a criterios
estrictamente topograficos en la proyeccién nigro-estriada.

Finalmente, la compartimentacién nigral podria ser la representacién local de la
subdivisién del estriado, donde se han descrito zonas pobres en AChE (estriosomas)
inmersas en una matriz extraestrios6mica rica en AChE (GRAYBIEL y RAGSDALE,
1978), o incluso a la subdivisién de esta tltima zona (MALACH y GRAYBIEL, 1986;
JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1989).

Dado que la existencia de grupos neuronales en la substancia negra ha sido

asociada con subpoblaciones de neuronas que proyectan diferencialmente al niicleo
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caudado o al putamen (PARENT et al., 1983; SMITH y PARENT, 1986) seria 16gico
pensar que la compartimentacién acetilcolinesterédsica de la substancia negraf estaria
relacionada con estos grupos neuronales que proyectan al niicleo caudado o al
putamen. Nuestros hallazgos parecen contradecir esta hipétesis.

En primer término, tras realizar inyecciones masivas en el niicleo caudado, sobre
todo observamos neuronas marcadas en las expansiones ventrales, pobres en AChE,
de la pars compacta, pero en otros casos predominan en el tejido que rodea a estas
prolongaciones (ver caso n® 16). Estos hallazgos sugieren que las neuronas que proyectan
al nicleo caudado estarfan presentes tanto en las prolongaciones digitiformes como
fuera de ellas.

En segundo término, tambien encontramos neuronas marcadas a nivel de estas
prolongaciones ventrales, si bien en menor proporcién, en los casos de inyeccién de
trazador a nivel del putamen. Por tanto parece que las neuronas de estas expansiones
de la pars compacta no parecen estar exclusivamente relacionadas desde el punto de
vista de su conectividad con el putamen o con el nicleo caudado. Esta circunstancia se
puede observar adicionalmente en otras zonas de la pars compacta donde el grupo de
PARENT sélo representa grupos de neuronas que proyectan selectivamente a una u
otra estructura estriatal.

Si bien los compartimentos histoquimicos detectados en la substancia negra no
parecen estar exclusivamente relacionados con unidades que proyecten al niicleo
caudado o al putamen, indudablemente existen indicios de que las especializaciones
regionales del estriado serfan importahtes para determinar qué compartimentos se
marcarian por la inyeccién de trazador. Parece obvio que el marcaje neuronal en las
expansiones ventrales digitiformes, especialmente las mas mediales, era prominente
en inyecciones en el niicleo caudado, y mas concretamente en aquellas que afectaban
a la porci6n dorsal o dorsolateral del mismo (véase caso n¢ 2). Por contra, en los casos en
que esta zona del nicleo caudado no estaba aparentemente afectada por el 4rea de
inyecci6n (véase por ejemplo caso n® 1), el marcaje neuronal en las expansiones ventrales

de la pars compacta era practicamente nulo. Es curioso tambien el marcaje neuronal
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observado a nivel de las expansiones ventrales de la pars compacta, en este caso las
més laterales, en los casos en que la porcion dorsal del putamen estaba incluida en el
drea de inyeccién (véanse casos n® 10 y 13). Estos datos sugieren que, si estdn implicados
principios topograficos de conectividad nigro-estriada, todas o una parte de las
neuronas de las expansiones ventrales pobres en AChE de la pars compacta, estarian
relacionadas con las porciones mas dorsales o dorsolaterales del niicleo caudado y
porci6n adyacente del putamen.

Estudios realizados en primates sugieren que estos dos territorios del estriado
comparten conexiones aferentes relacionadas desde el punto de vista funcional, por
ejemplo proyecciones desde la corteza premotora (KUNZLE, 1987; RAGSDALE y
GRAYBIEL, 1984; SELEMON y GOLDMAN-RAKIC, 1985; ALEXANDER,
DELONG y STRICK, 1986). Ademais, la porcién dorsolateral del niicleo caudado y
putamen tambien comparten similitudes histoquimicas en el mono. Utilizando la
técnica de la butirilcolinesterasa, en el mono ardilla, los estriosomas de estas regiones
se marcan muy débilmente en relacién a los estriosomas de la zona ventromedial del
nicleo caudado.

En conclusién, parece que una base topogrifica de la compartimentacién de las
neuronas de proyeccién nigro-estriada encajarfa con la inversién global de las
~ coordenadas estriatales que gobiernan las proyecciones entre la substancia negray el
estriado (FALLON y MOORE, 1978; SZABO, 1980). Es preciso puntualizar sin
embargo, que a un nivel determinado, las neuronas que proyectan al nicleo caudado
se han encontrado predominando en las expansiones ventrales pobres en AChE, y a
veces en el tejido nigral circundante. Estas Gltimas neuronas pudieran corresponder a
neuronas de proyeccién nigro-estriada de la pars reticulata, que representan
aproximadamente el 2% de las neuronas que contribuyen a la formacién del sistema
nigro-estriado en el mono (FRANCOIS et al., 1984). Si esto es asf, la distribucién
compartamental de neuronas a nivel de las expansiones ventrales de la pars compacta
no parece obedecer a una inversién dorsoventral de las coordenadas topogréficas de
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proyeccién sino que mas bien serfa debida a algin otro aspecto de la organizacién
nigro-estriada.

Si consideramos que la técnica de la acetilcolinesterasa puede ser utilizada para
demostrar una zona concreta de la substancia negra pars compacta en el gato, que se
caracteriza por su relativamente pobre contenido en actividad AChE ("zona
densocelular"), y que ademaés se caracteriza por constituir el origen principal de la
proyecciéon mesoestriada dirigida a los estriosomas, igualmente pobres en AChE del
estriado (JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987a), podemos plantear una
atractiva tercera hipétesis y es que la compartimentacién de la substancia negra del
mono detectada en preparaciones tefiidas por la técnica de la AChE, podria estar
relacionada con la subdivisién del estriado en estriosomas, pobres en AChE y matriz
extraestriosémica, rica en actividad acetilcolinesterasica. Sin embargo, los lugares de
inyecci6bn en alguno de nuestros casos que presumiblemente afectan tanto al
compartimento estriosémico como a la matriz extraestriosémica provocaron un
marcaje neuronal pricticamente restringido a una de las expansiones ventrales de la
pars compacta, pobre en AChE. De modo anilogo y en direccién contraria,
inyecciones de un trazador anterdgrado en la substancia negra del mono ardilla que
afectaban tanto a las expansiones ventrales de la substancia negra, pobres en AChE,
asf como al tejido nigral que las rodea originaron un marcaje fibrilar en el estriado que
predominaba a nivel de los estriosomas (FEIGENBAUM-LANGER y GRAYBIEL,
1989). Sin comprobar aiin, estd tambien la posibilidad de que los compartimentos
histoquimicos de la substancia negra estén relacionados, no con los estriosomas y la
matriz extraestriosémica, sino con los compartimentos de neuronas de proyeccion del
estriado identificados recientemente en la matriz extraestriosOmica (DESBAN,
GAUCHY, KEMEL, BESSON y GLOWINSKI, 1989; JIMENEZ-CASTELLANOS y
GRAYBIEL, 1989; GIMENEZ-AMAYA y GRAYBIEL, 1990).

Las neuronas marcadas fuera de los limites de las expansiones ventrales pobres en
AChE de la substancia negra en nuestros experimentos podrian tambien corresponder

a una poblaci6én de neuronas de proyeccion nigroestriada no-dopaminérgicas, como ha
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sido demostrado en la rata (LJUNGDAHL, HOKFELT, GOLDSTEIN y PARK,
1975; GUYENET y AGHAJANIAN, 1978; GUYENET y CRANE, 1981; VAN DER
KOOY, COSCINA y HATTORI, 1981; GERFEN, HERKENHAM y THIBAULT,
1987). '

4. CONSIDERACIONES FUNCIONALES Y
CLINICAS.

Los circuitos funcionales de los ganglios basales est4n organizados como un sistema
de discretos canales que aparentemente, son capaces de dintinguir entre una amplia
gama de informaciones aferentes, tanto a nivel regional, como a nivel local o
compartamental. Tras efectuar una revisién de la literatura la evidencia existente
sugiere que tambien existe una complejidad comparable en la organizacién de los
grupos dopaminérgicos mesencefélicos. Zonas distintas del complejo nigral en el
mono proyectan preferentemente al niicleo caudado y al putamen. Zonas diferentes
proyectan preferentemente a los estriosomas y a la matriz extraestriosémica. En el
mono ardilla describimos una compartimentacién adicional que pudiera estar
relacionada con otros aspectos, atin no conocidos en su totalidad, de los campos
terminales de proyeccién nigro-estriada.

En el primer nivel de la organizacién nigroestriada, la separacién entre neuronas de
la substancia negra que proyectan al nicleo caudado y neuronas que proyectan al
putamen, es de un interés especial en relacién con la evidencia de que en la
enfermedad de Parkinson, las neuronas que proyectan al putamen serian més
vulnerables que las que lo hacen al nicleo caudado (BERNHEIMER, BIRKMAYER,
HORNYKIEWICZ, JELLINGER y SEITELBERGER, 1973; KISH, SHANNAH y
HORNYKIEWICZ, 1988). Esto encaja con la concepcién clasica de que la
enfermedad de Parkinson idiopética es una "enfermedad del putamen’. Una gran

cantidad de datos en el mono, sugieren que el putamen, estd mas relacionado con
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mecanismos sensorimotores y que el nicleo caudado estd asociado con tipos de
comportamientos complejos y asociativos (KUNZLE, 1975; GOLDMAN y NAUTA,
1977, DELONG y GEORGOPOULOS, 1981; GOLDMAN-RAKIC, 1984; PARENT,
BOUCHARD y SMITH, 1984; SMITH y PARENT, 1986).

La significacibn comportamental de la subdivisiébn estriosomas-matriz y
consecuentemente de los sistemas de proyeccién nigro-estriada relacionados con estos
dos compartimentos, es desconocida. Sin embargo, esta compartimentacién parece
estar relacionada globalmente con aspectos sensibles y motores. Determinadas
cortezas asociativas proyectan principalmente a la matriz extraestriosémica del
estriado, y determinadas zonas de la corteza prefrontal e insulotemporal, asf como el
niicleo basolateral del complejo nuclear amigdalino, proyectan a los estriosomas
(RAGSDALE y GRAYBIEL, 1981; DONOGHUE y HERKENHAM, 1986;
ALEXANDER, KOLIATSOS, MARTIN, HEDREEN, HAMADA y DELONG,
1988; RAGSDALE y GRAYBIEL, 1988). Esta separacién de informacién que llega al
estriado, sugiere que la ordenacién estriosémica segregarfa minimamente, a los
canales que mas tienen que ver con el procesamiento de informacién sensorimotora
primaria, de los canales asociados con funciones mas cognitivas. _

Ya que se sabe que la matriz extraestriosémica recibe ademés informacién
relacionada con el sistema limbico, por ejemplo desde la circunvolucién del cingulo y
partes del complejo nuclear amigdalino, (DONOGHUE y HERKENHAM, 1986;
RAGSDALE y GRAYBIEL, 1988) no parece que exista una segregacién
compartamental absoluta entre funciones sensorimotoras por un lado y "limbicas" por
otro. Ademaés en la rata, diferentes capas de la misma zona cortical (ya sea limbica o
no), pueden proyectar respectivamente a los estriosomas y a la matriz (GERFEN,
1989). La distincién entre estriosomas y matriz se puede observar, no solo en lo
referente a sus aferencias corticales, sino tambien si analizamos los dema4s sistemas
aferentes que se sabe llegan al estriado. Este ordenamiento sugiere, que las aferencias
dopaminérgicas nigro-estriadas que inervan selectivamente a los estriosomas y a la
matriz extraestriosébmica estarfan en situacién de actuar independientemente, al
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menos en parte, como mecanismos moduladores locales sobre canales
compartamentales de informaci6én que discurren a través del estriado.

El hecho de que diferentes grupos de neuronas constituyan sistemas de proyeccién
mesoestriada a los estriosomas y a la matriz, no solamente sugiere que estos sistemas
deben tener un diferente impacto sobre el control del comportamiento, sino que
ademds, plantean la posibilidad de que puedan tener una diferente vulnerabilidad en
condiciones patolégicas que afecten a las neuronas dopaminérgicas. Si esto es asf,
existirfan nuevas oportunidades terapeiticas basadas en la utilizacién de drogas con
diferentes lugares de accién sobre estos subsistemas, o bien en la reconstruccién de
circuftos especificos utilizando transplantes de determinados tipos neuronales
implantados en las regiones lesionadas.

En lo referente a los estudios farmacol6gicos de los ganglios basales, la
diferenciaci6n entre impulsos nigro-estriados dirigidos a los estriosomas y a la matriz,
tendria una particular significacién funcional. Los marcadores para distintas clases de
funciones dopaminérgicas y colinérgicas, incluyendo los lugares de ligamiento de
receptores, lugares de captacién, y enzimas han demostrado sistematicamente
distribuciones distintas en los estriosomas y en la matriz extraestriosémica
(GRAYBIEL y RAGSDALE, 1978; NASTUK y GRAYBIEL, 1985; JOYCE, SAPPy
MARSHAILL, 1986; LOWENSTEIN, SLESINGER, SINGER, WALKER,
CASANOVA, PRICE y COYLE, 1987; FERRANTE y COWALL, 1987,
RICHFIELD, YOUNG y PENNEY, 1987; BECKSTEAD, WOOTEN y TRUGMAN,
1988; BESSON, GRAYBIEL y NASTUK, 1988; NASTUK y GRAYBIEL, 1988;
GRAYBIEL y MORATALLA, 1989; HIRSCH, GRAYBIEL, HERSH,
DUYKAERTS y AGID, 1989; MARSHALL, NAVARRETE y O'DELL, 1989).
Tambien se han descrito diferencias en liberacién de dopamina dentro y fuera de
regiones ricas en tejido estriosomico (KEMEL, DESBAN, GLOWINSKI vy
GAUCHY, 1989).

Estos hallazgos sugieren que las drogas que actian sobre la dopamina o la
acetilcolina en el estriado, podrian tener diferentes efectos en los estriosomas y en la
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matriz extraestriosémica. Existen indicios de que estas distinciones se pueden probar
tambien clinicamente (GRAYBIEL, HIRSH y AGID, 1990). La degeneracién
inducida por la droga MPTP de las fibras que inervan a la matriz extraestriosémica ha
sido detectada en perros tratados de modo agudo con esta droga (WILSON,
TURNER, MORROW y HARTMAN, 1987; TURNER, WILSON, McKENZIE y
RICHTAND, 1988). La vulnerabilidad diferencial de las fibras mesoestriadas que
terminan en los estriosomas, ha sido tambien observada en el ratébn mutante weaver,
en el que existe una pérdida dramética de la inervacién dopaminérgica del
caudoputamen (GRAYBIEL, OHTA y ROFFLER-TARLOV, 1988, 1990). En la
enfermedad de Parkinson idiopética, el dafio de los grupos neuronales mesencefalicos
no es uniforme. Asi, el grupo dopaminérgico A8 que proyecta abundantemente a la
matriz, es aproximadamente la mitad de vulnerable que la substancia negra pars
compacta considerada en su totalidad (HIRSCH, GRAYBIEL y AGID, 1988). Tanto
en la enfermedad de Parkinson como en el parkinsonismo inducido por la MPTP en el
mono, las neuronas ventrales de la substancia negra pars compacta son més
vulnerables que las dorsales (HASSLER, 1938; JELLINGER, 1986; GERMAN,
MANAYE, SMITH, WOODWARD y SAPER, 1989; GIBB, FEARNLEY y LEES,
1990).

En Gltimo término, los efectos de estos sistemas mesoestriados dopaminérgicos son
transmitidos a las neuronas de proyeccién del estriado. Tambien a este nivel aspectos
regionales y locales gobiernan a estos sistemas eferentes del estriado. La mayor parte
(pero no en su totalidad) de la proyeccién putdminofugal en el mono esté dirigida al
globus pallidus, mientras el niicleo caudado proyecta abundantemente (pero no
exclusivamente) a la substancia negra (PARENT ET AL,, 1984; GIMENEZ-AMAYA
y GRAYBIEL, 1990). La compartimentacién estriosomas-matriz esté reflejada en el
destino de las fibras que se originan en cada uno de estos dos compartimentos
estriatales. Las neuronas de la matriz proyectan abundantemente al pallidum y a la
substancia negra pars reticulata, conexiones que son distintivamente de caracter
sensorimotor (JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1989). Los estriosomas
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parecen proyectar relativamente poco al pallidum (GIMENEZ-AMAYA vy
GRAYBIEL, 1990), siendo su principal proyeccién a la substancia negra. En la
substancia negra el destino de estas fibras es la propia substancia negra pars compacta
(en la rata, GERFEN et al., 1987) o las mismas regiones que a su vez proyectan a los
estriosomas (en el gato, JIMENEZ-CASTELLANOS y GRAYBIEL, 1987a). Este
ultimo hallazgo sugiere que los estriosomas podrian funcionar como un circuito
reciproco que controlaria a las neuronas dopaminérgicas de la substancia negra. En
consecuencia, la liberaciébn de dopamina en la substancia negra y en el estriado
dependerfa de la coordinacién de los subsistemas nigrales y estriatales, que son el
reflejo de la subdivisién del estriado en estriosomas y matriz extraestriosémica.
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El andlisis de las relaciones funcionales existentes entre las neuronas
dopaminérgicas del complejo nigral y el estriado, es esencial para contribuir a
esclarecer los puntos de vista actuales sobre c6mo el procesamiento de la informacién
que llega y que sale del estriado afecta en ftltimo término al control del
comportamiento voluntario motor. La substancia negra pars compacta, que equivale al
grupo dopaminérgico mesencefilico A9, constituye junto al grupo A8, el origen
principal del sistema nigro-estriado que inerva al nicleo caudado y al putamen. Esta
regiéon del complejo nigral, se ha asociado cldsicamente a la patogénesis de la
enfermedad de Parkinson. En la substancia negra pars compacta del mono ardilla
(Saimiri sciureus) y utilizando la técnica de la acetilcolinesterasa (AChE), se ha
descrito una compartimentacién histoquimica caracterizada por la existencia de un
mosaico de zonas de relativamente alta o baja actividad acetilcolinesterésica, que
recuerdan a la subdivisién del estriado en estriosomas, pobres en AChE, y matriz
extraestriosdmica, rica en AChE.

Para tratar de estudiar la posible relacién de estos compartimentos nigrales con la
distribuci6én de las neuronas de proyeccién nigro-estriada, realizamos inyecciones de
HRP-WGA en el niicleo caudado o en el putamen en un total de 11 animales, en
cinco de los cuales se procedi6 a efectuar dep6sitos del trazador en ambos hemisferios
cerebrales. En dos de los casos se procedi6 a utilizar un segundo trazador
(Fluoro-Gold), realizando inyecciones de uno de ellos en el niicleo caudado y del otro
trazador en el putamen del mismo hemisferio, con objeto de comprobar si existen

neuronas nigrales que envian colaterales axénicas a ambas estructuras. Utilizando las
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correspondi'entes técnicas se detectdé el marcaje neuronal en la substancia negra
provocado por ambos trazadores, y se estudié la localizacién de las neuronas marcadas
en relacibn con: a) secciones procesadas para poner de manifiesto Ia
inmunorreactividad frente a la enzima de sintesis catecolaminérgica tirosina
hidroxilasa, que nos marca los limites de la pars compacta y b) secciones sometidas a
la técnica de la acetilcolinesterasa, para objetivar la compartimentacién histoquimica
de la substancia negra pars compacta.

Los resultados obtenidos muestran que no se produjo doble marcaje de neuronas
en la pars compacta, confirmando hallazgos de otros autores respecto a que en la pars
compacta de la substancia negra existen grupos segregados e interdigitados de
neuronas que proyectan respectiva e independientemente al niicleo caudado o al
putamen. La existencia de estos grupos neuronales separados nos hizo plantearnos la
hipbtesis de que esta segregaciébn neuronal fuera la responsable de Ia
compartimentacién histoquimica detectada mediante la técnica de la AChE.
Desestimamos esta hip6tesis al observar cémo en zonas caracterizadas por su bajo
contenido enzimdtico se observaban simultineamente neuronas de proyeccién al
miicleo caudado y al putamen. Sin olvidar que la compartimentacion observable en la
pars compacta pudiera deberse a los sistemas de proyecciones aferentes a la
substancia negra (principalmente al estrfo-nigral y al tegmento-nigral) o incluso a la
liberacién de AChE por las dendritas de las neuronas de proyeccién nigro-estriada o
por interneuronas acetilcolinesterasicas de la substancia negra , barajamos tambien la
hipétesis de que el marcaje neuronal en la substancia negra obedezca exclusivamente
a razones topogréficas. La topografia del sistema de proyecci6n nigro-estriado si bien
existe obviamente, tampoco explica el porqué si analizamos por ejemplo las
expansiones ventrales de la pars compacta que protuyen en la pars reticulata y que se
caracterizan por su pobreza relativa en AChE, en unos casos poseen neuronas
marcadas en su interior, mientras en otros casos las neuronas marcadas se localizan en
las proximidades. Finalmente se plantea la hipétesis, tan atractiva como dificil de

demostrar con los datos presentes, de que la compartimentacién histoguimica de la
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pars compacta de la substancia negra esté relacionada con la subdivisién del estriado
en estriosomas-matriz. Si bien en nuestros casos, presumiblemente todas las
inyecciones han afectado a ambos compartimentos estriatales por igual, y por tanto
s6lo con ellos no podemos confirmar o rebatir esta hip6tesis, existen sin embargo
indicios en la literatura de que esta relacion podria darse: 1) en el gato, la principal
zona de la pars compacta que proyecta a los estriosomas corresponde asimismo a una
zona detectable por su bajo contenido en AChE; 2) inyecciones de un trazador
anter6grado depositado en las expansiones ventrales pobres en AChE de la pars
compacta del mono ardilla provocaron un marcaje fibrilar predominante a nivel del
sistema estriosémico.

Para finalizar se discuten nuestros hallazgos en un contexto funcional destacando la
importancia de la existencia de canales de informacién en los ganglios basales con
vistas a posibilidades mas eficaces en el tratamiento de los desérdenes que afectan al
sistema extrapiramidal, emitiendo las oportunas conclusiones.



CONCLUSIONES
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1. Al analizar el complejo nigral del mono ardilla mediante la técnica de la
acetilcolinesterasa, mientras los grupos dopaminergicos A8 y A10, y la pars reticulata
de la substancia negra muestran una actividad acetilcolinesterasica homogenea y
relativamente alta, la pars compacta constituye un mosaico de zonas ricas y pobres en
actividad enzimatica, a nivel del neuropilo y de los somas neuronales. En nuestros
casos se detectaron neuronas marcadas de proyeccion nigro-estriada en todos los
compartimentos histoquimicos descritos de la substancia negra pars compacta.

2. Si bien la metodologia empleada no permite confirmarlo, nuestros datos apoyan la
existencia de una subpoblacion neuronal no dopaminergica, localizada en la pars

reticulata y que contribuiria a la inervacion del estriado.

3. Entre la substancia negra pars compacta y el estriado considerado en conjunto
(nucleo caudado y putamen), es evidente una inversion dorsoventral de las
coordenasdas topograficas de proyeccion nigro-estriada. igualmente en determinados
niveles, como las expansiones ventrales de la pars compacta, se mantiene la topografia
en sentido medio-lateral. La topografia por si misma sin embargo, no explica la
particular distribucion de neuronas marcadas en nuestros experimentos en relacion
con la compartimentacion histoquimica de la substancia negra.

4. Confirmamos la segregacion y a veces interdigitacion de los grupos neuronales
nigrales que proyectan al nucleo caudado y los que proyectan al putamen. Esta misma
circunstancia se da tambien en las neuronas del area tegmental ventral y area

retrorrubral (grupo dopaminergico A8).
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3. Descartamos que la segregacion existente entre grupos neuronales que proyectan al
nucleo caudado y grupos de proyeccion nigro-putaminal sea la responsable exclusiva
de la compartimentacion histoquimica de la substancia negra pars compacta. Por otra
parte, la segregacion neuronal igualmente existe a nivel de los grupos A8 y A10, donde

se observa una actividad acetilcolinesterasica relativamente alta y homogenea.

6. El area tegmental ventral proyecta en el mono ardilla a la porcion ventral del
estriado. El grupo A8, como la propia pars compacta de la substancia negra,

contribuye a la inervacion de la totalidad del nucleo caudado y putamen.

7. En la substancia negra pars compacta, sobre todo a nivel rostral, las neuronas de
proyeccion nigro-caudada ocupan una posicion ventral respecto a las neuronas que

proyectan al putamen.

8. El nucleo caudado parece recibir mas proyecciones que el putamen desde las

neuronas de la mitad rostral de la substancia negra pars compacta y viceversa.

9. De acuerdo a las proyecciones que reciben las porciones dorsolaterales o dorsales
del nucleo caudado y putamen, apoyamos la tesis de la especializacion funcional de

estas regiones estriatales.

10. Basados en nuestros datos y en la literatura sugerimos que, la compartimentacion
acetilcolinesterasica de la substancia negra podria estar relacionada con la subdivision
estriosomica del estriado y/o con otro tipo de compartimentacion adicional, como la

detectada en la matriz extraestriosomica.
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11. Lo manifestado en el punto anterior no excluye a los sistemas de proyeccion
aferente a la substancia negra. La investigacion de estas conexiones, asi como de la
liberacion enzimatica por las propias neuronas nigrales contribuird a dilucidar la
participacion de los mismos en la compartimentacion histoquimica de la substancia

negra pars compacta.

12. La existencia de canales especializados de informacion en los ganglios basales
puede tener una importante repercusion en el tratamiento de los desordenes

extrapiramidales.

13. A nuestro entender, el fluoro-gold es el trazador de eleccion para ser utilizado en
conjuncion con la HRP-WGA para estudios de doble marcaje neuronal, ofreciendo
esta asociacion grandes ventajas sobre los metodos clasicos de asociacion de dos
trazadores fluorescentes. Comparativamente e inyectando la misma cantidad de
trazador el fluoro-gold parece marcar un menor numero de neuronas que la
HRP-WGA.
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FIGURA N2 1. Microfotografias en campo claro de dos secciones frontales adyacentes
de la mitad rostral del complejo nigral, correspondientes al caso n? 9. A:
acetilcolinesterasa (AChE). B: tirosina hidroxilasa (TH). Obsérvense la zona pobre en
AChE de la porcién principal horizontal de la pars compacta (*), asi como las
expansiones ventrales de la substancia negra pars compacta caracterizadas por su baja
actividad acetilcolinesterésica (F). Barra de calibracién = (°S mm.

FIGURA N¢ 2. Microfotograffas en campo claro de dos secciones frontales adyacentes
de la mitad caudal del complejo nigral, pertenecientes al caso n? 9. A:
acetilcolinesterasa (AChE). B: tirosina hidroxilasa (TH). El asterisco muestra una

zona de baja actividad enzimética. Barra de calibracién = 0°S mm.

FIGURA N2 3. Microfotografias en campo claro de dos secciones frontales adyacentes
del complejo nigral pertenecientes al caso n® 14, en que se realiz6 una inyeccién de
HRP-WGA en el putamen (ver esquema de inyecciones n2 8). A: acetilcolinesterasa
(AChE). B: tetrametilbenzidina (TMB). Obsérvese en B como las neuronas marcadas
forman grupos de limites netos, Algunos de estos grupos neuronales se corresponden
en A con zonas de bajo contenido AChE (*), mientras otros corresponden a zonas
ricas en actividad enzimitica. Son también observables fibras marcadas
estrfo-nigrales.. Para referencia se han marcado vasos sanguineos en ambas secciones

(v, v’). Barra de calibracién = 0’5 mm.

FIGURA N2 4. Microfotografias en campo claro de dos secciones frontales adyacentes
de la mitad rostral del complejo nigral en el caso n? 7, en que se realiz6 una inyeccién
de HRP-WGA en el putamen (ver esquema de inyecciones n? 8 ). A:
acetilcolinesterasa (AChE). B: tetrametilbenzinina (TMB). Utilizando las referencias
vasculares (V, V’, V”) se puede comprobar c6mo los grupos de neuronas marcadas en
B se corresponden en A con zonas de baja actividad acetilcolinesterésica. Barra de

calibracién= 0’S mm.
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FIGURA N2 5, Microfotografias de dos secciones frontales adyacentes de la mitad
caudal del complejo nigral correspondientes al caso n? 7, el mismo que en la figura
anterior. A: acetilcolinesterasa (AChE). B: tetrametilbenzidina. La mayoria de las
neuronas marcadas en B (utilizar las referencias vasculares, v, v’) corresponden en A a

zonas de bajo contenido AChE. Barra de calibracién = 0’5 mm.

FIGURA N2 6. Microfotografias en campo claro que muestran un detalle de la
substancia negra pars compacta en tres secciones frontales adyacentes del caso n2 10,
en que se realiz6 una inyeccién de HRP-WGA en el putamen y de Fluoro-Gold en el
micleo caudado (ver esquema de inyecciones n® 16). A: acetilcolinesterasa (AChE). B:
tetrametilbenzidina, que muestra el marcaje provocado de la inyeccién de HRP-WGA
realizada en el putamen. C: tirosina hidroxilasa (TH). Las neuronas marcadas tienden
a corresponder a una zona rica en AChE. Referencias vasculares (v, v’). Barra de

calibracién= (0’25 mm.

FIGURA N2 7. Microfotografias en campo claro de dos secciones frontales adyacentes
del complejo nigral correspondientes al caso n? 2, en que se realizé una inyeccién de
HRP-WGA en la cabeza del niicleo caudado (ver esquema de inyecciones n? 3). A:
acetilcolinesterasa (AChE). B: tetrametilbenzidina. El grupo neuronal situado a la
derecha en B, pré6ximo a la referencia vascular v, se corresponde en A con una zona de
alta actividad AChE, mientras el grupo neuronal marcado de la izquierda de la
fotografia en las proximidades del vaso v’, estarfa situado en una zona de baja

actividad enzimética (*). Barra de calibracién= 0’5 mm.

FIGURA N2 8. Microfotografias en campo claro de dos secciones adyacentes del
complejo nigral correspondientes al caso n? 11, en que se realiz6 una inyeccién de
HRP-WGA en la cabeza del nicleo caudado (ver esquema de inyeccines n? 3). A:
acetilcolinesterasa (AChE). B: tetrametilbenzidina. Las neuronas marcadas en B

forman un grupo dorsal, que corresponde en A a una zona de alto contenido AChE,
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mientras en grupo neuronal marcado mas ventral en B se corresponde con una zona
de relativamente pobre contenido enzimaético. v, v’: referencias vasculares. Barra de

calibracién= 0’5 mm.

FIGURA N29. Microfotograffas en campo claro de secciones procesadas mediante la
técnica histoquimica de la tetrametilbenzidina que muestran el marcaje neuronal en
diversas zonas del complejo nigral en el caso n? 14, en que se realizaron inyecciones de
HRP-WGA en el putamen (ver inyecciones en esquema n? 8). A: substancia negra
pars mixta. B: 4rea tegmental ventral. C: grupo mesencefilico A8. Barra de
calibracién = 50 micras.

FIGURA N2 10. Microfotografias en campo claro de secciones frontales de la cabeza
del niicleo caudado (A, B y D, caso n? 12) y putamen (C, caso n? 13), procesadas
mediante la técnica de la tetrametilbenzidina para mostrar diversas inyecciones de
HRP-WGA. Barra de calibracién = 0’S mm.
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