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RESUMEN

La degeneracién nigroestriatal que caracteriza a la enfermedad de Parkinson (EP) es
estudiada en modelos experimentales en roedores por inyeccién de 6-hidroxidopamina
(6-OHDA). El presente estudio presenta una versién modificada del test de la barra
transversal (TBT) que permite la cuantificacién del déficit motor a través de: tiempo que
demora la rata en alcanzar una de las plataformas (latencia de escape, LE); tiempo que
demora en caer de la barra (latencia de caida, LC); numero total de errores cometidos
durante la ejecucién en cada barra (ntimero de errores, NE). La forma y el didmetro de
la seccién transversal de la barra se modificaron desde barras rectangulares y circulares
de 2,5 cm de didmetro hasta barras con esta misma formay 1 cm de didmetro respec-
tivamente lo cual impuso la mayor dificultad a la ejecucién del test. Tres grupos de
ratas Wistar fueron evaluados: no-tratadas (n=15), lesionadas con 6-OHDA (n=14) y
falsas operadas (n=14). Todas las variables estudiadas mostraron diferencias signifi-
cativas entre ratas controles y hemiparkinsonizadas. Para todos los tipos de barras, las
variables LE y NE se incrementaron mientras que la LC disminuyé significativamente en
las ratas hemiparkinsonizadas en comparacién con las ratas controles. La LC mostré
diferencias altamente significativas (p<0,001) entre las barras de mayor y menor
didmetro. TBT es un test que explora la funcién sensoriomotora, no requiere grandes
sesiones de entrenamiento previo ni motivacién aversiva ni deprivacién de alimento.
Este test resulta de gran utilidad para evaluar las deficiencias motoras que se presentan



190 Articulo - Aplicacion del test de la barra transversal modificado para evaluar ratas Hemiparkinsonizadas.
Blanco, et &l.

en el modelo de hemiparkinsonismo unilateral asi como en otros modelos experi-
mentales de enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: 6-hydroxydopamina, test de la barra transversal, dopamine, enfermedad
de Parkinson.

ABSTRACT

The nigrostriatal degeneration underlying Parkinson’s disease (PD) is commonly studied
in experimental animals by injection of the neurotoxin 6-hydroxydopamine. The present
study describes a modified version of a beam traversal test which allows the quantification
of the motor deficit through the time spent to arrive to the platform once all four paws of
the animals are in contact with the beam (escape latency, EL), the time spent before falling
(tumbled down latency, TDL) and the number of errors (NE) committed for the animals
in each beam. The shape and the diameter of the cross section of the beams were modified
from rectangular and circular cross section with 2,5 cm of diameter to the same shape with
1 cm of diameter, which induced a high difficulty to the execution of the test. Three groups
of Wistar rats were examined: untreated (n=15), lesioned with 6-hydroxydopamine (n=14),
and sham-operated (n=14). All variables studied showed significant differences between
control and hemiparkinsonian rats. The EL and the NE were increased and the TDL was
decreased in hemiparkinsonian rats for all beams in comparison with control rats. In TDL
the significant differences between groups were more evident (p<0.001) for the beams
with high cross section irrespective of the shape of the cross section. BTT is a convenient
sensorimotor test that does not need to be trained extensively, and require adverse
motivation or food deprivation and appears to be very useful in evaluating the motor
deficits in established unilateral model of PD and also other experimental models.

Key words: 6-hydroxydopamine, beam traversal test, dopamine, Parkinson’s disease.
INTRODUCCCION

En el mas comun de los modelos experimentales de enfermedad de Parkinson (EP), el
modelo en ratas, las fibras dopaminérgicas son destruidas por la inyeccién unilateral
de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en el striatum, la substantia nigra pars
compacta (SNpc) o su principal eferencia, el haz prosencefalico conocido como via
nigroestriatal (VNE) (Schober, 2004). La lesién puede resultar en una disminucién
dréstica de las concentraciones estriatales de dopamina (DA) causando una asimetria
funcional de moderada a severa (Zigmondetal., 2002). Esta disfuncién dopaminérgica
se asocia con un trastorno de la deambulacién en la rata que muestra algunos puntos
coincidentes con los trastornos de la marcha que se presentan en la enfermedad de
Parkinson idiopética (Doan et al., 2008).

Complejos cambios conductuales resultan como consecuencia de la disminucién de
los niveles de DA estriatal. El cardcter monosindptico y lateralizado de la via dopami-
nérgica nigroestriatal la hacen especialmente apropiada para estudiar la repercusién
funcional del aumento o disminucién unilateral de los niveles de actividad dopaminérga
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(Herrera-Marschitz et al., 1986; Cenci et al., 2002). El predominio de una de las dos
vias nigroestriatales se manifiesta en asimetria postural y de movimientos, cuya direc-
cién refleja, contralateralmente, el hemisferio dominante (Woodlee y Schallert, 2004).
Esta desviacién postural puede ser exagerada y transformada en una conducta compul-
siva de tipo rotacional cuando se estimula al animal con farmacos que aumentan la
concentracién de DA en la hendidura sindptica, tales como la anfetamina (Herrera-
Marschitz et al., 1986). La direccién de la rotacién producida es homolateral ya que es
independiente de las vias dopaminérgicos intactas (Schwarting y Huston, 1996).

La inyeccién de la neurotoxina 6-OHDA afecta funcionalmente los receptores post
sindpticos localizados en el mismo lado de la lesién los cuales desarrollan supersensi-
bilidad y en consecuencia agonistas dopaminérgicos directos como la apomorfina
producen rotacién contralateral (Fornaguera et al., 1994; Metz y Whishaw, 2002). Los
giros han sido explicados como resultado de la asimetria postural, niveles asimétricos
de excitacién en los circuitos dopaminérgicos centrales y asimetria en la respuesta a
estimulos sensoriales (Miklyaeva et al., 1995; Metz y Whishaw, 2002).

Aunque los test de anfetamina y apomorfina permiten abordar el desbalance de la acti-
vidad dopaminérgica central, otros test libres de firmacos han permitido también estudiar
la integridad funcional del sistema dopaminérgico nigroestriatal (Cenciet al., 2002).

El modelo de hemiparkinsonismo en ratas se caracteriza por acinesia en la extremidad an-
terior contralateral a la lesién demostrado a través del test de los pasos y de la prueba de
habilidades motoras de las extremidades anteriores comtinmente conocido como “Prueba
de la Escalera” (Whishawetal., 1997; Johnston et al., 1999; Stein, 2009). Adicionalmente
las ratas no pueden usar con efectividad sus extremidades contralaterales a la lesién para
iniciar el movimiento, alternar el centro de masa del cuerpo durante la locomocién o
mantener el control postural (Schallertetal., 2000; Metzet al., 2004; Woodle et al., 2008).
Un acercamiento diferente a los efectos de la deplecién dopaminérgica es examinar
como se afecta la habilidad de las ratas para mantener el equilibrio y el patrén de
locomocién en una superficie estrecha (Allbutt and Henderson, 2007).

En el presente trabajo, describimos una versién modificada del test de la barra
transversal (TBT) (Thullier et al., 1996). Esta prueba consiste en situar a la rata en una
barra muy estrecha, elevada y medir su habilidad para cruzarla y alcanzar una de las dos
plataformas de escape situadas en los extremos de la barra. La principal modificacién
es que el didmetro y la forma de la barra cambian, comenzando con una barra de 2,5
cm de didmetro y seccién transversal rectangular (STR) seguido por una barra con el
mismo didmetro y seccién transversal circular (STC). A continuacién se presentan
barras de STRy STCy 1 cm de didmetro. Las ventajas de este test son: los movimientos
de las ratas pueden ser monitoreados especifica y separadamente, la conducta que se
evaltia es espontdnea en el sentido que no es manipulada externa ni internamente y no
requiere de largas sesiones de entrenamiento previo.

MATERIALES Y METODOS

SUJETOS EXPERIMENTALES
El estudio fue realizado en ratas Wistar machos adultos Rattus norvergicus pesando entre
200 a 250 g obtenidos a partir del Centro para la Produccién de Animales de Labo-
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ratorio (CENPALAB, Habana, Cuba). Se mantuvieron tres ratas por caja durante todo
el experimento. Los animales fueron mantenidos con ciclos de 12 horas de luz-oscuridad
asi como acceso libre al agua y los alimentos. Durante toda la investigacién, se reali-
zaron esfuerzos maximos para minimizar el sufrimiento animal y el trabajo experimental
cumplié con las Guias para el cuidado, uso y reproduccién de animales de laboratorio
(Guias, CENPALAB, Cuba, 2000). Los experimentos fueron aprobados por el Comité
de Etica del CIREN y cumplieron ademas con las normas dictadas por el National Institute
of Health Guide for the Care and Use of laboratory Animals (NIH Publications N.° 80-23).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

La mesa quirdrgica y el equipo de cirugia estereotdxica fueron desinfectados con solu-
ciones alcohdlicas y acuosas de Betadina. Se aplicé un lubricante ocular (Lacrilube) para
prevenir la resequedad corneal. Las ratas fueron anestesiadas por medio de la adminis-
tracién intraperitoneal (i.p) de una solucién de hidrato de cloral (420 mg/kg de peso) y
seguidamente se colocaron en un equipo de cirugfa estereotaxica para roedores (Stoelting,
EE.UU.). Cada rata recibié 3 pL de una solucién que contenia 8 pg de 6-OHDA (Sigma,
St. Louis, EE. UU.) en 3 pL de solucidn salina fisiolégica al 0,9% (SSF) + 0,5 mg/mL de
acido ascérbico, a razén de 1 pL/min. La inyeccidn se realizé en las coordenadas corres-
pondientes a la SNpc derecha de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson: AP =-4,9, ML =
1,7, DV = 8,1 (referentes a Bregma) (Paxinos y Watson, 1998). La aguja de la jeringuilla
fue mantenida en el sitio durante tres minutos después de finalizada la inyeccién para
prevenir el reflujo de la solucién de 6-OHDA. Se administré SSF con el mismo volumen y
en las mismas coordenadas para conformar un grupo control de ratas con falsa lesién.
Se conformaron los siguientes grupos experimentales: no-tratadas (n=15), lesionadas
con 6-OHDA (n=14) y falsas operadas (n=14).

ACTIVIDAD ROTATORIA

Para comprobar la efectividad de la lesién neurotéxica, un mes después de la inyeccién
de 6-OHDA se estudié la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (5 mg/kg peso,
i.p) de acuerdo al procedimiento descrito previamente (Blanco et al., 2008a). En el
estudio solo se incluyeron las ratas que mostraron como minimo siete giros completos
homolaterales a la lesién en 1 min lo que se corresponde con 90% aproximadamente
de denervacién dopaminérgica (datos no mostrados). Esta variable y el sentido de giro
se determinaron en 90 min mediante un Multicontador Electrénico LE 3806 acoplado
a sensores LE 902 (PanlLab, Barcelona, Espafa).

EVALUACION CONDUCTUAL. APARATO Y PROCEDIMIENTO

La prueba de la barra transversal fue realizada en condiciones apropiadas de silencio e
iluminacién evaluando sus resultados por observacién directa. Las ratas fueron coloca-
das en el punto medio de una barra de 60 cm de longitud en cuyos extremos se coloca-
ron plataformas de escape redondas de 15 cm de didmetro (Fig. TA). La barra se situé
a una altura de 60 cm del suelo e inmediatamente debajo de la misma fueron colocadas
pequefias mantas de aire con el propdsito de proteger a los animales de posibles golpes
si cafan de la barra. Cada ensayo tuvo una duracién de 1 min y durante este tiempo se
cuantificaron las siguientes variables: tiempo que demora la rata en alcanzar una de las
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dos plataformas de escape (latencia de escape, LE); fallo para alcanzar una de las
plataformas hasta caer de la barra (latencia de caida, LC); nimero de errores cometidos
por la rata durante la ejecucién de la prueba (nimero de errores, NE). Un error fue de-
finido como fallo infructuoso para asirse a la barra con cualquiera de sus extremidades
o la cola (fallo de sujecién), pérdida del equilibrio (fallo de balance) o caida de la barra
antes de concluir el minuto asignado a cada ensayo (caida de la barra). Las barras se
presentaron en el siguiente orden: STR 2,5 cm de didmetro, STC 2,5 cm de didmetro,
STR 1 cm de didmetro, STC 1 cm de didmetro (Fig. 1B).
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Figura 1. Diagrama representativo del aparato utilizado para el test de la barra transversal. A. Dos plata-
formas de escape son unidas por medio de la barra. La flecha central indica el punto medio de la barra
donde se sittia a la rata al comienzo de cada ensayo. B. Barras empleadas en la prueba: STR 2,5 cm = barra
de seccidn transversal rectangular de 2,5 cm, STC 2,5 cm = barra de seccién transversal circular de 2,5 cm,
STR 1 cm = barra de seccién transversal rectangular de 1 cm, STC 1 cm = barra de seccién transversal
circular de T cm. La numeracién consecutiva 1... 4 indica el orden en el que fueron presentadas las barras.

El experimento completo se realizé durante dos dias consecutivos, efectudndose tres
ensayos cada dfa. Las variables fueron computadas como el valor medio de los seis
valores obtenidos contemplando todos los ensayos.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA (TH)

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (480 mg/kg de peso, i.p) y
perfundidos a través de la aorta ascendente con 500 mL de NaCl 0,9% y 500 mL de una
solucién fijadora (paraformaldehido 4% en buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4). A
continuacion se extrajeron los cerebros, se conservaron en la solucién fijadora por 1 h,
se lavaron en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4, se crioprotegieron en sacarosa al
7,15y 30% (24 h en cada concentracién) y se congelaron en nitrégeno liquido. Segui-
damente se obtuvieron cortes coronales (20 M de grosor) de la SNpc aproximadamente
desde la coordenada AP: -4,80 hasta la coordenada AP: -6,72 de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson (Paximos y Watson, 1998). La determinacién de la extensién de la de-
nervacion dopaminérgica nigral se realizé por medio de la inmunohistoquimica para la
enzima TH de acuerdo al procedimiento descrito (Blanco et al., 2008b).

Los animales que mostraron una localizacién anatémicamente incorrecta de la inyec-
cién de la neurotoxina 6-OHDA fueron excluidos del andlisis.

ANALISIS DE LOS DATOS
Se realizé la comprobacién de la distribucién normal de los datos y la homogeneidad
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de sus varianzas mediante los test de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett respectivamente.
Las LE y LC fueron comparadas entre grupos experimentales mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de clasificacién simple seguido por una prueba de Tukey. El nimero
de errores cometidos por las ratas fue comparado entre grupos mediante un ANOVA
no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de Student-Newman-Keuls
(SNK). El nivel de significacién para el analisis estadistico fue de 0,05. Los datos se
presentan como X + E.E.M. Los datos fueron procesados y analizados mediante el
software profesional STATISTICA (StatSoft Inc., 2003 ).

RESULTADOS
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
La inyeccién de 6-OHDA produjo una pérdida dréstica de cuerpos celulares inmu-
noreactivos a la enzima TH alrededor del sitio de inyeccién de la neurotoxina (Fig. 2A).
La lesién se extendid en sentido anteroposterior aproximadamente desde la coordenada

AP: -4,80 hasta AP: -6,30 interesando todas las subdivisiones de la SNpc: dorsal,
medial, lateral y ventral (Fig. 2B).

Bregma -4.80

Bregma -5.20

Bregma -5.30

Bregma -5.60

Bregma -5.80

Bregma -6.03

Bregma -6.30

Figura 2. Lesién neurotéxica de la substantia nigra pars compacta (SNpc) por inyeccién estereotaxica
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A. Microfotografia representativa de la inmunodeteccién de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) en un corte coronal de la SNc de una rata inyectada con 6-OHDA.
(10x). El 4rea sefialada indica la zona correspondiente a la SNc del hemisferio lesionado (derecho).
Nétese la pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en el hemisferio derecho al comparar con el
hemisferio contralateral en el que se aprecia la zona correspondiente a la SNpc con abundante
inmunopositividad a la enzima TH. B. Secciones del atlas representativas del tamarfio de la lesién por
inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA en la SNpc. El drea sombreada corresponde a las distintas
subdivisiones de la SNpc comprometidas en la degeneracién inducida por inyeccién de 6-OHDA.
SNCD: substantia nigra pars compacta dorsal, SNM: substantia nigra pars compacta medial, SNL:
substantia nigra pars compacta lateral, SNCV: substantia nigra pars compacta ventral.
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ESTUDIO DE COORDINACION MOTORA

Todas las ratas ejecutaron el TBT pero mostraron diferentes estrategias de sujecién y
soporte en dependencia de su condicién experimental y de la forma y didmetro de la
barra en cada caso.

Las ratas no tratadas mostraron una estrategia de locomocién éptima empleando sus
cuatro extremidades y la cola para garantizar la sujecién y el soporte (Fig. 3A).

Las ratas hemiparkinsonizadas adoptaron una postura asimétrica y frecuentemente
cojearon y mantuvieron con cierto retraso la extremidad posterior contralateral a la
inyeccién de 6-OHDA (Fig. 3B). Este tipo de trastorno se enfatizé cuando la barra
presenté STC (Fig 3C).

Todas las variables estudiadas mostraron diferencias significativas entre ratas no
tratadas, falsas tratadasy lesionadas con 6-OHDA lo que apunta a la eficacia del test
para evaluar la disfuncién motora en el modelo de 6-OHDA.

A C

Figura 3. Ejecucidn en la prueba de la barra transversal. A. Rata no tratada mostrando una estrategia
de sujecién que involucra a las cuatro extremidades y la cola y logra un soporte y balance adecuado sobre
la barra. B-C. Rata hemiparkinsonizada mostrando una estrategia de soporte que no involucra a las
extremidades contralaterales a la lesién tanto para la barra rectangular (B) como para la circular (C).

La LE se incrementd significativamente en el grupo de ratas hemiparkinsonizadas en
todas las barras. Las diferencias entre los grupos se profundizaron a medida que fue
mayor la complejidad de |a tarea motora. En este sentido para la barra con STR 2,5 cm
de didmetro la LE mostré diferencias ligeramente significativas entre los grupos (F(2,
35) = 19,69 p<0,01), mientras que para el resto de las barras las diferencias entre
grupos fueron altamente significativas [STC 2,5 cm: F(2, 41) = 36,83 p<0,001; STR 1
cm: F(2,34) = 9,91 p<0,001; STC 1 cm: F(2, 32) = 4,41 p<0,001] (Fig. 4A).

Las latencias de escape y de caida fueron comparadas por medio de un anélisis de
varianza de clasificacién simple seguido de una prueba de Tukey. El niimero de errores
cometidos por las ratas fue comparado usando un test de Kruskal-Wallis seguido por
una prueba de Student-Newman-Keuls. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.STR 2,5
cm = barra de seccién transversal rectangular de 2,5 cm, STC 2,5 cm = barra de seccién
transversal circular de 2,5 cm, STR 1 cm = barra de seccién transversal rectangular de
1 cm, STC 1 cm = barra de seccién transversal circular de 1 cm. Los datos son presen-
tados como x + E.E.M.

La LC disminuy¢ significativamente en las ratas hemiparkinsonizadas para los cuatro
tipos de barra que se presentaron. Sin embargo estas diferencias fueron mas evidentes
(p<0,001) para las barras de mayor didmetro de seccién transversal sin tomar en cuenta
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la forma de la misma (rectangular o circular) [STR 2,5 cm: F(2, 40) = 15,06 p<0,001;
STC 2,5cm: F(2,35)=4,10 p<0,001; STR Tcm: F(2, 34) =4,49 p<0,05; STC Tecm: F(2,
39) =7,95 p<0,05] (Fig. 4B).

El nimero de errores cometidos por las ratas se incrementé también en el mismo
sentido de la dificultad de la prueba. Las ratas hemiparkinsonizadas exhibieron un
incremento significativo en esta variable para todos los tipos de barra en comparacién
con las ratas control. Las diferencias entre grupos experimentales para las barras de
mayor didmetro de seccién transversal (2,5 cm) fueron ligeramente significativas
independientemente de la forma de dicha seccién transversal [STR: H(2, 34) = 6,92
p<0,05; STC: H(2, 45) = 5,48 p<0,01). Para el resto de las barras (1 cm de didmetro),
las diferencias entre grupos experimentales fueron altamente significativas (STR: H (2,
43)=7,31 p<0,001; STC: H(2, 45) = 9,16 p<0,001) (Fig. 4C).
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Figura 4. Efecto de la inyeccién de 6-hidroxidopamina en la coordinacién motora evaluado por medio
del test de la barra transversal. A. Comparacién de la latencia de escape entre grupos para cada barra.
B. Comparacién de la latencia de caida entre grupos para cada barra. C. Comparacién del nimero de

errores cometidos entre grupos para cada barra.

En las barras de mayor didmetro de seccién transversal hubo un predominio significa-
tivo (p<0.05) de los fallos de sujecién mientras que en las barras de menor didmetro
predominaron los fallos de balance y caida de la barra (p<0,01).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo indican que las variables estudiadas permiten la
evaluacién del compromiso motor de las ratas hemiparkinsonizadas. La LE refleja las
posibilidades reales del animal para realizar movimientos compensatorios que le per-
miten alcanzar una de las dos plataformas. Mientras tanto la LC es un indicador directo
del deterioro sensorimotor de la rata hemiparkinsonizada.

El incremento de la LE en las barras de menor didmetro representa una combinacién
entre la disfuncién motora de la rata y la mayor complejidad de la prueba. En concordan-
cia con esta idea las ratas hemiparkinsonizadas demoran mds tiempo en arribar correcta-
mente a la plataforma pero esta demora es mas acentuada en las barras que presentan
didmetro de seccién transversal de 1 cm. Otros autores han sefialado que la deficiencia
dopaminérgica resulta en un incremento de la demora tanto para iniciar el movimiento
como para cruzar la barra y alcanzar la plataforma, consistente con la acinesia y bradi-
cinesia observada en modelos animales de EP (Allbutt y Henderson, 2007).
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En contraste la disminucién de la LC apunta a un mayor compromiso sensori motor en
la ejecucién motora de las ratas hemiparkinsonizadas.

Las LEy LC no mostraron diferencias significativas entre los grupos de ratas no tratadas
y falsamente tratadas para ninguna de las barras presentadas en el experimento, lo que
sugiere que la cirugia no afecta la ejecucién motora de las ratas. Por otra parte la cuan-
tificacién de los errores cometidos por los animales ofrece una indicacién de la calidad
de la ejecucién motora.

En general el registro de cada variable empeora al mismo tiempo que se incrementa la
complejidad de la prueba. Esta observacidn es particularmente evidente cuando la defi-
ciencia motora es evaluada en la barra STC 1 cm de didmetro ya que esta barra representa
la méxima complejidad de la prueba evaluada. En este caso se combinan la pequefia su-
perficie de apoyo con la forma circular, carente de aristas, de la misma. Las aristas facilitan
la sujecién y el soporte en una superficie de apoyo angosta (Schallert y Woodle, 2005).
En el presente estudio sugerimos la modificacién del test por medio del cambio en la for-
may didmetro de la barra graduando de esta forma la complejidad de la prueba. El cam-
bio en el didmetro de la barra ha sido considerado previamente por otros autores, no asf
el cambio en la forma de la seccién transversal (Strome et al., 2006). Strome et al., 2006,
refieren una unica barra cuyo didmetro se modifica desde 6,5 cm hasta 1,5 cm y los
animales son evaluados en cada didmetro en ensayos independientes con sesiones previas
de entrenamiento. El presente trabajo sugiere modificar simultdneamente la forma y el
didmetro de la barra en el mismo ensayo lo cual pudiera ser muy interesante para evaluar
los efectos de un mismo tratamiento en la recuperacién gradual de la funcién motora.
Durante nuestro estudio de actividad motora aplicando el TBT todas las ratas mos-
traron un patrén de locomocién con secuencias alternantes de acoplamiento diagonal,
tipico de animales cuadripedos (Schallert, 2006). Sin embargo, en concordancia con
lo publicado previamente, las ratas hemiparkinsonizadas mostraron incapacidad para
usar las extremidades contralaterales a la lesién tanto para realizar ajustes posturales
como movimientos de locomocién (Woodle y Schallert, 2004). Esta disfuncién es la
causa principal de los fallos cometidos por las ratas durante la ejecucién de la prueba
en las barras de mayor didmetro.

El impedimento en el uso de la extremidad contralateral a la lesién puede asociarse a
la dificultad para transferir adecuadamente el peso del cuerpo y con él su centro de
masa lo que redundarfa en un ajuste postural inadecuado para una pequefia superficie
de apoyo (Miklyaeva etal., 1995). Adicionalmente es posible que el lado “no lesionado”,
homolateral a la inyeccién de 6-OHDA, sea insuficiente para compensar la deficiencia
motora cuando la lesién es de gran extensién (Warraich et al., 2009).

Se conoce que la deficiencia dopaminérgica estriatal representa un obstaculo para la
aplicacién efectiva de la fuerza requerida para los movimientos coordinados de todo el
cuerpo (Woodleetal., 2008). Este obstaculo puede manifestarse como una deficiencia
en el control de las extremidades afectadas, rigidez de las extremidades, disminucién de
la actividad refleja motora entre otras disfunciones sensoriales y motoras (Miklyaeva et
al., 1995; Johnston et al., 1999).

Por otra parte las ratas hemiparkinsonizadas muestran una tendencia espontdnea a
girar en circulos estrechos que se mantiene en pequefias superficies de apoyo. Esta
conducta acentta el desbalance del centro de masa adicionando una dificultad maés a
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la que ya impone el didmetro y la forma de la seccién transversal de la barra usada en
la evaluacién motora (Metz y Whishaw, 2002; Schallert et al., 2000). Esta conducta
rotacional deteriora las habilidades motoras de la rata y resulta en fallos mas frecuentes
cuando el animal realiza movimientos de sujecién o permanece sentado sobre la barra
(Metz y Whishaw, 2002).

Durante la ejecucién del TBT las ratas depletadas de DA mostraron una pequefia
oscilacién que balancea el cuerpo del animal interfiriendo con el movimiento de avance
sobre la barra (Woodle y Schallert, 2004; Woodle y Schallert, 2006). Estos movimientos
oscilatorios y giros espontdneos obligaron a las ratas a adoptar posturas inestables
esencialmente cuando el didmetro de la barra disminuye a 1 cm. Este patrén de locomo-
cién coincide con lo sefialado previamente por otros autores (Strome et al., 2007).
EI'TBT es dtil para estudiar la coordinacién motora en el modelo de hemiparkinsonismo
en ratas cuando la toxina es administrada en cualquiera de sus tres principales dianas:
la SNpc, el striatum o la VNE. Este test refleja disfuncién en multiples dreas anatémicas
tanto del Sistema Nervioso Central como periférico (Strome et al., 2006; Strome et
al.,2007; Urakawa et al., 2007).

Después de la inyeccién de 6-OHDA en la SNpc las neuronas dopaminérgicas comienzan
a degenerar en las siguientes 24 horas (Dauer y Przedborsky, 2003). Cuando la toxina se
inyecta en el striatum o en la VNE produce una muerte retrégrada mas lenta de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, que puede durar aproximadamente tres semanas
(Dauer y Przedborsky, 2003; Yuan et al., 2005). Tomando en cuenta el momento exacto
en que aparecen los trastornos motores y que las posibilidades de recuperacién espon-
tanea son diferentes en las tres alternativas mencionadas anteriormente, es importante
considerar el mejor intervalo de tiempo para aplicar el TBT en el modelo de 6-OHDA.
En relacién con la calidad de la ejecucién motora los fallos de sujecién, balance y caida
desde la barra fueron los més frecuentes cometidos por las ratas hemiparkinsonizadas.
La caida desde la barra no ha sido sefialada en otros articulos en que la 6-OHDA ha
sido inyectada en las coordenadas de la VNE (Allbutt y Henderson, 2007). Los autores
sugieren que el equilibrio de las ratas no resulta drdmaticamente comprometido cuando
la lesién se practica en el sitio mencionado (Allbutt y Henderson, 2007).

Es bien conocido que la inyeccién de 6-OHDA en la SNpc (como fue en el presente
estudio) es asociada con la degeneracién de otras estructuras tales como el nicleo
pedunculopontino (NPP) (Blanco etal., 2008a; Blanco et al., 2009). En estas condicio-
nes las neuronas pontinas experimentan un proceso de muerte celular que esta en con-
cordancia con lo reportado en humanos (Rinneetal., 2008). Cuando la toxina es inyec-
tada en la VNE estas neuronas son preservadas del proceso degenerativo (Heise et al.,
2005). EI NPP es un centro de relevo importante en el control de la coordinacién
motora y el equilibrio y su disfuncién puede ser el sustrato morfolégico de la conducta
que produce la caida de las ratas de la barra transversal observada en el presente
estudio (Jenkinson etal., 2009). Sera muy interesante estudiar en un futuro la influencia
de la disfuncién del NPP en la ejecucién en la prueba de la barra transversal tomando
en cuenta el interés reciente de este nticleo como diana de la terapia de estimulacién
para pacientes parkinsonianos (Jenkinson et al., 2009).

Los presentes resultados confirman que la prueba de la barra transversal puede ser
aplicada para evaluar la disfuncién motora en ratas inyectadas en la SNpc tomando en
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consideracién que es posible cuantificar la discapacidad motora que exhiben los
animales por medio de las variables que evalda la prueba.

La repercusién conductual de la lesion dopaminérgica y de las terapias de reemplazo
celular son cominmente medidas en el laboratorio por medio de conteos de las ro-
taciones inducidas por drogas dopaminérgicas y los resultados extrapolados a términos
de asimetria conductual (Kirik et al., 1998; Dowd y Dunnett, 2005). Sin embargo, la
repercusién conductual de la pérdida de la funcién dopaminérgica y/o su tratamiento
quirdrgico es significativamente mds compleja. En este sentido la prueba de la barra
transversal cambiando simultdneamente la forma y el didmetro de la barra que se utiliza
para la evaluacién motora permite un andlisis detallado de la disfuncién motora y el
efecto del posible tratamiento posterior.

El TBT es un test sensorimotor muy conveniente que no requiere extensas sesiones de
entrenamiento ni privacién de alimentos como componente motivacional. La prueba
ofrece adicionalmente la posibilidad de evaluar separadamente los errores cometidos
por cada hemicuerpo y los ajustes que realiza cada uno de ellos para lograr una eje-
cucién éptima y alcanzar una de las plataformas.
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