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1. GANGLIOS BASALES.

En el siglo XVII el anatomico inglés Thomas Willis fue el primero en
realizar una clara identificacion de las distintas estructuras subcorticales (1664).
Lo que ahora se conoce funcionalmente como ganglios basales entonces se
denominaba corpus striatum. Ocupaba una posicion central, conectada con una
gran variedad de fibras corticales y del tronco cerebral, que en aquel tiempo se
creyd que era el “sensorium commune” definido por Aristételes. Se pensaba
que esta estructura recibia todas las modalidades sensoriales e iniciaba todos
los actos motores. Esta idea parecia estar reforzada anatdmicamente por su
posiciéon ventral y por los sistemas de fibras ascendentes y descendentes
claramente visibles.

Dos hechos contribuyeron a relegar al corpus striatum a una posicion
oscura y menos definida: la atractiva organizacion histolégica de la corteza, y la
posibilidad de localizar funciones mentales superiores en la misma, lo que llevd
a muchos neurdlogos de los siglos XVIIl y XIX al estudio de la corteza. Aquellos
que continuaron estudiando el corpus striatum, descubrieron de pronto que
muchas de las funciones asignadas originalmente a esta estructura eran, de
hecho, propiedad de las rutas corticoespinales vecinas. Como describia Wilson
en 1914, el corpus striatum “se ha depreciado en su significacion fisiolégica”.

A principios del siglo XX hubo serios intentos de proporcionar una
descripcion comparativa y detallada del corpus striatum (Ramén y Cajal en
1911; Vogt en 1911; Wilson en 1914). De nuevo gand importancia con el

descubrimiento de que las lesiones de estas areas en los seres humanos
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resultaban con frecuencia en desérdenes de las funciones motoras. El corpus
striatum se convirti6 en el componente principal del sistema motor
extrapiramidal. Este término, de una forma un tanto indefinida, agrupa al corpus
striatum con una serie de nucleos del tronco cerebral, y refleja la presuncion de
que esta agrupacion constituia una unidad motora completa e independiente. El
término “ganglios basales” se ha usado generalmente para referirse a estos
nucleos anatémicos telencefalicos subcorticales en la base del cerebro anterior.
Mas formalmente, esta definicion agrupa al corpus striatum, integrado por el
estriado y el globo palido (GP) con la sustancia negra (SN) y los nucleos

subtalamicos (NST).

2. ASPECTOS ANATOMICO-FUNCIONALES DE LOS GANGLIOS

BASALES.

En sentido estricto, el término ganglios basales agrupa a los nucleos
telencefalicos subcorticales; estos nucleos son el cuerpo estriado y el nucleo
amigdaloide. Sin embargo, la SN, los NST e importantes partes del talamo,
como la formacion reticular, operan en estrecha asociacion con aquellos y, en
consecuencia, se consideran parte del sistema de los ganglios basales para el
control motor (para revision, ver Gerfen, 1992).

Asi pues, se considera que forman parte de los ganglios basales el
caudado, el putamen, el GP, los NST, la SN y el area ventral tegmental (VTA)
(Fig. 1; Gerfen 1992). El caudado y el putamen provienen de la misma

estructura telencefalica, por lo que estan formados por el mismo tipo de células,
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fusionandose ademas por la parte anterior; al conjunto se le conoce como
cuerpo estriado, nombre que se le da también en la rata, una especie
anatémicamente menos diferenciada, donde ambas estructuras constituyen un
nucleo unico. El globo palido se divide en dos segmentos, el externo (GPe) y el
interno (GPi); en la rata este ultimo se denomina nucleo entopeduncular. La SN
se divide en tres zonas: la parte lateral, la parte reticulada (SNr), que
citolégicamente se parece al globo palido, y la parte compacta (SNc), que es

dorsal y esta mas pigmentada, lo que da nombre a esta regién.

A

Nucleo
caudado

Talamo

Nucleo ventral anterior
Nucleo ventrolateral

Putamen

. "‘:'f Globo palido
Division externa
.—if—ﬂff—f Divisién interna

e

Fig.1. Distribucion anatémica Y
de los ganglios basales. (A)
Representacion esquematica ’
de los distintos nucleos de los
ganglios basales incluidos en

el prosencéfalo. (B) Esquema Nucleo subtalamico
representativo de la situacién Prosencéfalo

de la sustancia negra ubicada

en el mesencéfalo. B

Sustancia
- negra

P

Mesencéfalo

Al contrario que la mayoria de los componentes del sistema motor, estos
nucleos subcorticales no reciben ni envian ninguna conexion directa con la

médula espinal. Su aferencia principal proviene de la corteza cerebral y su
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eferencia se dirige, a través del talamo, de vuelta a la corteza, concretamente a
las regiones prefrontal, premotora y motora. Por tanto, los ganglios basales,
junto con el cerebelo, constituyen el mas importante bucle subcortical del
sistema motor. La diferencia entre ambos estriba en que, si bien el cerebelo
regula directamente la ejecucion del movimiento, los ganglios basales estan
implicados en aspectos cognitivos y de orden superior del control motor.
Ademas, debido a las extensas conexiones de la corteza asociativa y
estructuras limbicas, los ganglios basales participan en aspectos no

relacionados con el movimiento, como las funciones afectiva y cognitiva.

3. NEUROTRANSMISORES Y NEUROMODULADORES.

En los diversos nucleos de los ganglios basales se encuentran presentes
muchos de los neurotransmisores clasicos que tienen acciones post-sinapticas
rapidas (Fig. 2), incluido el glutamato (Glu) actuando en receptores no NMDA
(N-metil-D-aspartato) y el acido y-aminobutirico (GABA). Ademas, se
encuentran muchas sustancias neuromoduladoras con acciones sinapticas
lentas, como la dopamina (DA), el glutamato (cuando actua en receptores del
tipo NMDA) y la acetilcolina (Ach).

El glutamato, un neurotransmisor excitatorio, se encuentra en las
neuronas piramidales siendo la principal aferencia al estriado (el principal
nucleo de entrada a los ganglios basales), las terminales de las neuronas

talamicas y las neuronas de proyeccion de los nucleos subtalamicos. El

principal neurotransmisor de los ganglios basales es el GABA, que tiene accién
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inhibidora. En el estriado, el GABA se halla en las neuronas de proyeccion, las
neuronas espinosas de tipo medio. Estas neuronas, que poseen abundantes
espinas dendriticas, proyectan sus axones a los dos segmentos del globo
palido y a la SNr. Ademas del GABA, las neuronas espinosas medias contienen
encefalinas o sustancia P y dinorfinas. Las neuronas de proyeccion de los
segmentos interno y externo del globo palido y de la parte reticulada de la
sustancia negra contienen también GABA. En consecuencia, el nucleo de

salida de los ganglios basales es inhibidor.

Glutamato

Glutamato
Aspartato

Aspartato

Corteza

(todos los labulos)

Fig.2. llustracion de los neurotransmisores de los ganglios basales (en negro) en
relacion con la organizacion de los circuitos de estos ganglios. Las flechas azules
indican conexion de tipo excitador mediada por glutamato, y las flechas rojas
indican conexién de tipo inhibidor mediada por GABA. La conexién entre la SNc y
el estriado, que estd mediada por dopamina, puede ser excitadora (si actua sobre
receptores D1) o inhibidora (si actua sobre receptores D2). GABA, acido y-
aminobutirico; GPi, segmento interno del globo palido; GPe, segmento externo del
globo palido; SNr, parte reticulada de la sustancia negra; SNc, parte compacta de
la sustancia negra; VTA, area ventral tegmental; NST, nucleos subtaldmicos.
(Adaptado de Haber, S.N. 1968. Neurotransmitters in the human and nonhuman
primate basal ganglia. Human Neurobiol. 5:159-168).
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Las neuronas de la parte compacta de la sustancia negra y del area
ventral tegmental son dopaminérgicas. La Ach es también un neurotransmisor
habitual en los ganglios basales, encontrandose presente en las interneuronas
del estriado, en las que es un neurotransmisor importante para la funcion de los

circuitos neuronales.

4. PRINCIPALES CONEXIONES DE LOS GANGLIOS BASALES.

La proyeccién mas importante que reciben los ganglios basales es la
aferencia excitatoria que llega de la corteza cerebral al estriado (Fig. 3). En
condiciones de reposo, las neuronas del estriado estan en estado quiescente y
su actividad es generada por esta aferencia excitadora. La gran mayoria de las
neuronas del estriado (90-95%) son las denominadas neuronas espinosas de
proyeccion de tamafo medio. Para estas neuronas se distinguen dos
subpoblaciones con, aproximadamente, igual numero de células que alcanzan
la SN a través de vias diferentes. Se distingue, por un lado, la que proyecta
directamente a la SNr (en menor medida a la SNc) y al segmento interno del
globo palido (via estriadonigral), y por otro, la que alcanza a la SNr mediante
conexiones polisinapticas (via estriadopalidal), proyectando primero al
segmento externo del globo palido, el cual proyecta por una parte a la SN y, por
otra, a los nucleos subtalamicos. Todas estas conexiones son inhibidoras,
utilizando GABA como neurotransmisor. Los nucleos subtalamicos, por su
parte, envian aferencias excitadoras a la SNr. Estas dos vias se diferencian por

presentar distinta expresion peptidérgica y de receptores dopaminérgicos. La
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via estriadopalidal, asi como la palidonigral, contienen encefalina y expresan el
receptor D2 (efecto inhibidor sobre la adenilato ciclasa), mientras que la via
estriadonigral expresa el receptor D1 (activador), sustancia P y dinorfina (Vicent
y col., 1982; Gerfen, 1992).

En la parte compacta de la SN y en dos zonas asociadas a ésta, como
son la parte lateral de la SN y el area retrorrubral, asi como el area ventral
tegmental, se situan los cuerpos celulares dopaminérgicos. El estriado es
inervado principalmente por la SNc, mientras que el VTA inerva estructuras
mas ventrales como el nucleo accumbens y el tubérculo olfatorio. Las
proyecciones dopaminérgicas de la amigdala provienen del VTA y de la parte
lateral de la SN. Algunas zonas corticales son también inervadas por estos
nucleos dopaminérgicos. Las neuronas dopaminérgicas ejercen un papel
importante en la modulacion de las aferencias estriatales, asi como en las de
los ganglios basales en general.

Tanto las proyecciones corticoestriatales, como las estriadopalidales vy
las estriadonigrales estan organizadas topograficamente, lo que significa que
partes especificas de la corteza actuan a través de zonas concretas del
estriado en localizaciones especificas del GP y la SN, considerandose asi todo
el complejo como una extension de la organizacion laminar de la corteza. Esto
es posible, en parte, gracias a la segregacién de las neuronas espinosas de
tamafo medio en dos compartimientos distintos con areas de proyeccion
diferenciadas: el de los estriosomas y el de la matriz, los cuales difieren en el
patron de inmunorreactividad de neuropéptidos estriatales tales como

encefalinas, sustancia P y dinorfina (Reinier, 1986; Reinier y Anderson, 1990).
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Corteza
Area motora primaria Corteza primaria
suplementaria motora somatosensorial
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dopaminérgicos

Corteza
premotora
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Fig. 3. Representacion esquematica de las principales conexiones de los ganglios
basales. El principal componente de los ganglios basales, el estriado, recibe
aferencias de la corteza. Dos vias de salida principales se dirigen al globo palido y
al complejo de la parte reticulada de la sustancia negra. Las neuronas de
dopamina de la parte compacta de la sustancia negra mandan proyecciones al
estriado y proporcionan una retroalimentacion a través de la via nigroestriada.
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El circuito que comienza en la corteza inervando el estriado y que llega a
la SN, bien a través de la via estriadonigral o de la estriadopalidal, se cierra
mediante las neuronas GABAérgicas (y por tanto inhibidoras) de la SNr y del
segmento internodal del GP que constituyen la mayor aferencia de los ganglios
basales, inervando los nucleos taldmicos mediodorsal y ventromedial (los
cuales proyectan a la corteza frontal) e intralaminar (el cual proyecta al
estriado), el coliculo superior y el nucleo pedunculo-pontino. Estas neuronas
son tonicamente activas y produciran, por tanto, la inhibicién de las células
talamicas que devuelven la proyeccidn a las zonas de la corteza implicadas en
el control motor. EI movimiento, a nivel de los ganglios basales, se origina
cuando las neuronas talamicas son liberadas de esta inhibicién ténica con la
consiguiente actividad motora de la corteza. Esta inhibicion de las neuronas
talamicas puede ocurrir a través de las dos vias que conectan el estriado y la
SN, la estriadonigral (directa) y la estriadopalidal (indirecta).

Las neuronas de proyeccidn del estriado pertenecientes a la via directa
sinaptan con las neuronas del palido interno, las cuales a su vez, proyectan a
los nucleos lateral ventral y anterior ventral del tdlamo (Fig. 4). Este circuito
contiene dos neuronas inhibidoras, en el estriado y el globo palido. Asi, la
excitacion cortical del estriado se transforma en primer lugar en mensaje
inhibidor que llega al segmento interno del globo palido. Sin embargo, el output
del palido interno es también inhibidor. En consecuencia, la inhibicion del
estriado reduce la inhibicion del talamo a partir del segmento palidal interno. A
la inhibicion de una sefal inhibidora se le denomina desinhibicion;

funcionalmente este “doble negativo” es equivalente a excitacion.
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Via directa

GABA

sustancia P

Glutamato

Glutamato

Fig.4. Esquema representativo de la conexion directa de los ganglios basales. Las
flechas azules indican conexidon de tipo excitador, y las flechas rojas indican
conexion de tipo inhibidor. GABA, acido y-aminobutirico; GPi, segmento interno del
globo palido; GPe, segmento externo del globo palido; SNr, parte reticulada de la
sustancia negra; SNc, parte compacta de la sustancia negra; NST, nucleos
subtalamicos.

La via indirecta tiene en el talamo y la corteza un efecto opuesto al de la
directa (Fig. 5). La clave para entender la via indirecta consiste en que el
nucleo subtalamico es excitador. Las neuronas del estriado de la via indirecta,
que son inhibidoras, proyectan al segmento palidal externo, cuyo output es
igualmente inhibidor. Dado que el globo palido externo proyecta al nucleo
subtalamico, el putamen desinhibe al nucleo subtalamico. Esta desinhibicion

excitara el output del nucleo subtalamico, el globo palido interno y la sustancia
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negra reticulada, aumentando asi la fuerza de la sefal inhibidora de output que

se dirige al talamo.

GABA

A Sustancia P GABL

" Bstriado

Corteza

GABA

encefalina

GABA

Glutamato

Via indirecta

Fig.5. Esquema representativo de la conexion indirecta de los ganglios basales.
Las flechas azules indican conexion de tipo excitador, y las flechas rojas indican
conexién de tipo inhibidor. GABA, acido y-aminobutirico; GPi, segmento interno del
globo palido; GPe, segmento externo del globo palido; SNr, parte reticulada de la
sustancia negra; SNc, parte compacta de la sustancia negra; NST, nucleos
subtalamicos.

En la actualidad este modelo nos esta permitiendo entender los
mecanismos de algunos signos hipocinéticos e hipercinéticos que se observan
en la patologia de los ganglios basales.

Asi, en la enfermedad de Parkinson, hay una deficiencia de la dopamina,

lo que produce signos hipocinéticos. Se piensa que este neurotransmisor excita
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a las neuronas de la via directa e inhibe a las neuronas estriadas de la via
indirecta.

Estudios recientes sugieren que en la enfermedad de Huntington se
produce una pérdida en el estriado de encefalinas, una sustancia neuroactiva
localizada en las neuronas de la via indirecta. Por lo tanto, esta enfermedad
provocaria un mayor flujo de output talamico hacia la corteza, pero en este

caso por disminucién de la inhibicidn estriada del globo palido externo.

5. NEUROQUIMICA DE LA SUSTANCIA NEGRA

La sustancia negra se divide fundamentalmente en parte compacta de la
sustancia negra (SNc) y parte reticulada de la sustancia negra (SNr).

La SNc estda formada principalmente por neuronas de proyeccion
dopaminérgicas. Dentro de la zona que ocupa la SNr también pueden
encontrarse algunas neuronas dopaminérgicas, pero se consideran neuronas
de la SNc ventralmente desplazadas (Faull y Mehler, 1978; Beckstead y col.,
1979; Deutch y col., 1986). La mayor parte de las neuronas dopaminérgicas de
la SNc también contienen el neuropéptido colescistoquinina (Fallon y col.,
1983; Fallon y Seroogy, 1985; Seroogy y col., 1989) (Ver tabla 1).

La principal eferencia de la SNc se dirige al estriado a lo largo de la parte
lateral del haz prosencefalico medial (HPM), aunque también hay proyecciones
desde la SNc a la corteza, a la amigdala y al nucleo accumbens (Fallon, 1981;

Loughlin y Fallon, 1983, 1984).
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Las neuronas de la SNr son principalmente GABAérgicas (Oertel y col.,
1982) y muchas de ellas contienen también la proteina fijadora de calcio
parvalbumina (Gerfen y col.,, 1985; Celio, 1990; Hontanilla y col., 1997;
McRitchie y col., 1998). La principales areas de proyeccién de la SNr son el
talamo, el tegmento y el tecto (Faull y Mehler, 1978; Beckstead y col., 1979). La
SNr recibe su principal aferencia desde el estriado, formandose por tanto un
bucle cerrado entre la SN y el estriado, ya que las neuronas de la SNc
proyectan sobre el estriado, y a su vez las neuronas del estriado mandan sus
aferencias a la SNr (Szabo, 1962).

En toda la SN (tanto en la SNc como en la SNr) existe una pequena
poblacion de neuronas cuyo neurotransmisor es desconocido que proyectan

sobre el estriado (van der Kooy y col., 1981)

Tipo de neurona Tejido diana Neurotransmisor Fenotipo

Neuronas de proyeccion

SNPC CPu,Corteza,AMI,NAc DA CCQ,calretinina,(calbindina)
SNPC,SNPR CPu No DAP ?
SNPR Tal, Teg,Tecto GABA (Parvalbumina)
SNPR CPu DA° Calretinina
Interneuronas
SNPC s No DAP ?

Tabla 1. Resumen de los principales fenotipos neuronales de la sustancia negra.
Las subpoblaciones no necesariamente se excluyen mutuamente, pero a no ser
que sea indicado de otra manera, la mayoria de las células de cada grupo expresa
los fenotipos indicados. Los paréntesis indican pequefas subpoblaciones.
®Neurotransmisor desconocido.

‘Un pequefio numero de neuronas dopaminérgicas se encuentran “ventralmente
desplazadas” en la SNr.

AMI: amigdala; CCK: colescistoquinina; Cpu: caudado-putamen; DA: dopamina;
GABA: acido y-aminobutirico; Nac: nucleo accumbens; SNc: parte compacta de la
sustancia negra; SNr: parte reticulada de la sustancia negra; Tal: tdlamo; Teg:
tegmento.
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6. FUNCIONES DE LOS GANGLIOS BASALES.

Para poder definir las funciones de los ganglios basales, describiremos
las funciones de ciertas porciones del sistema de ganglios basales, teniendo en
cuenta que el sistema realmente opera junto con la corteza motora y el
cerebelo, como unidad total, y que no pueden asignarse funciones particulares

a las diferentes partes individuales de los ganglios basales.

6.1. Inhibicion del tono motor por los ganglios basales.

Uno de los efectos generales de la excitacion difusa de los ganglios
basales es inhibir el tono muscular en todo el cuerpo. Este efecto es el
resultado de senales inhibidoras transmitidas desde los ganglios basales tanto
hacia la corteza motora como hacia la parte inferior del tronco encefalico. En
consecuencia, cuando se produce una destruccion extensa de los ganglios
basales se provoca una rigidez muscular en todo el cuerpo.

No obstante, las estimulacion de ciertas areas especificas dentro de
estos ganglios puede desencadenar contracciones musculares y a veces

patrones complejos de movimientos.

6.2. Funcién del nucleo caudado y putamen.

Parecen funcionar juntos para iniciar y regular movimientos corporales
intencionales y toscos que normalmente llevamos a cabo de forma
inconsciente, comprometiendo también a la corteza motora. Para llevar a cabo

esta funcion, se transmiten impulsos a través de dos vias diferentes: 1) hacia
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el globo palido, pasando desde alli al tdlamo hacia la corteza cerebral y
finalmente hacia abajo en direccion a la médula espinal por la via
corticoespinal; 2) hacia abajo a través del globo palido y la sustancia negra por
medio de axones cortos hacia la formacion reticular y finalmente hacia la

médula espinal principalmente a través de los tractos reticuloespinales.

6.3. Funcién del globo palido.

Practicamente todo el flujo de salida de sefales proveniente de los
ganglios basales es canalizado a través del globo palido en su regreso hacia la
corteza 0 en su via hacia centros cerebrales inferiores. También tiene otra
funcién que opera en estrecha relacién con el subtalamo y el tronco enceféalico
para ayudar a controlar los movimientos corporales axiales y de las cinturas,
asi como las funciones motoras de las manos y de los pies. Las lesiones del
globo palido interfieren seriamente en los movimientos relacionados con la
actitud que es necesaria para la ubicacion de la mano y, por ello, hacen dificil o
imposible la utilizacion de la mano para actividades definidas.

La estimulacion eléctrica del globo palido mientras se esta llevando a
cabo un movimiento corporal grosero detendra a menudo el movimiento en una
posicion estatica, sosteniendo esa posicion durante unos segundos mientras la
estimulacién continua. Por tanto el globo palido esta implicado en algun tipo de
sistema servo de control motor por retroalimentacion que es capaz de bloquear

las diferentes partes del cuerpo en posiciones especificas.
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7. METABOLISMO DE CATECOLAMINAS.

Quimicamente, las catecolaminas son compuestos que poseen un grupo
catecol (anillo bencénico con dos sustituyentes hidroxilos adyacentes) y un
grupo amino. La biosintesis de las catecolaminas esta determinada por cuatro
enzimas: Tirosina hidroxilasa (Tirosina-3-monooxigenasa; TH) (EC.1.14.16.2);
L-aminoacido aromatico descarboxilasa (L-AADC) (EC.4.1.1.28); dopamina [3-
hidroxilasa  (dopamina  B-monooxigenasa, DBH) (EC.1.14.171) vy
feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT) (EC.2.1.1.28).

Las neuronas adrenérgicas son las uUnicas que poseen las cuatro
enzimas mencionadas. En neuronas noradrenérgicas la DA es so6lo un
metabolito intermedio que aparece a muy baja concentracion. Estas células
carecen de PNMT vy el producto final es la noradrenalina (NA). Las neuronas
dopaminérgicas carecen de DBH y PNMT, siendo la DA el producto final.

La sintesis de catecolaminas (Fig. 6) se inicia a partir del aminoacido L-
tirosina (Tyr). Este se encuentra disponible en los depdsitos tisulares y llega al
cerebro con el flujo sanguineo. Atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE)
mediante el sistema transportador de grandes aminoacidos neutros. En las
neuronas catecolaminérgicas se transforma en 3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) por hidroxilacion en la posicién 3 del anillo fenilo. Esta reaccion esta
catalizada por la enzima TH. Para llevarse a cabo se requiere el cofactor
pterinico reducido (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopteridina (BH4) y oxigeno
molecular. La tasa de hidroxilacion in vivo de la Tyr depende de la

concentracion y de la disponibilidad en sustratos especificos e inhibidores
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endoégenos. Bajo condiciones fisioldgicas, la concentracion de Tyr parece
saturar totalmente a la enzima y, por tanto, no parece ser un factor limitante en
la sintesis de DA (Murrin y col., 1976).

El segundo paso de esta ruta es la conversion de L-DOPA en DA
mediante descarboxilacion, reaccion catalizada por la enzima L-AADC. Esta
enzima es piridoxal fosfato-dependiente pero no es especifica ni con respecto a
los sustratos que utiliza ni con respecto a su localizacién, ya que también
puede encontrarse en neuronas serotoninérgicas y en otros 6rganos como el
rifidn y el higado. La actividad de esta enzima es bastante superior a la de la
TH, por lo que senala al paso de la hidroxilacién del aminoacido como el
limitante de la sintesis del neurotransmisor.

La sintesis de NA se realiza a partir de DA en neuronas noradrenérgicas,
en nervios simpaticos periféricos y en células de la médula adrenal. La reaccién
esta catalizada por la enzima DBH, la cual hidroxila la cadena etilamina de la
DA, usando para ello oxigeno molecular, asi como acido ascoérbico como
donador de electrones. Esta enzima depende de cobre, por lo que puede ser
inhibida por agentes quelantes de este metal.

La adrenalina (A) se sintetiza a partir de NA en células de la médula
adrenal y en neuronas adrenérgicas centrales, mediante la enzima PNMT. Esta
enzima cataliza la metilacion de la NA utilizando S-adenosilmetionina (SAM).

Una vez sintetizados, los neurotransmisores se almacenan en vesiculas
sinapticas quedando protegidos de la degradacion intraneuronal, siendo
posteriormente liberados en respuesta a un potencial de accién. Una vez que el

neurotransmisor actua sobre los receptores correspondientes es recaptado por
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la propia neurona presinaptica o por la célula glial para ser degradado. El
proceso de recaptacion lo llevan a cabo proteinas que se agrupan en la familia
de los transportadores Na*/ CI” dependientes. Este mecanismo no es selectivo
para un unico neurotransmisor, pudiendo diferenciarse la recaptacion de DA de
la de NA en la distinta especificidad con que pueden ser inhibidas por
antidepresivos ftricicliclos.

Tanto DA como NA pueden degradarse por dos rutas diferentes (Fig. 7).
En cada una de estas dos vias participan las mismas enzimas, la monoamino
oxidasa (MAO) (EC. 1.4.3.4.) y las catecol-O-metiltransferasa (COMT) (EC.
2.1.1.6.), aunque en orden diferente.

En el caso de la DA, la MAO cataliza su desaminacion oxidativa dando
lugar al 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DHFA) mediante la siguiente reaccion:

DA+ H,O + Op——— DHFA + NH3 + H,0;

En dicha reaccion se observa como el metabolismo de DA esta
estequiométricamente ligado a la formacién de perdxido de hidrégeno, el cual
puede generar radicales hidroxilos. La Fig. 7 muestra un esquema de la
sintesis y degradacién de la DA.

Se distinguen dos isoenzimas de la MAO, A y B. ldentificadas por
Johnston en 1968, se diferencian en base a la preferencia por el sustrato,
especificidad del inhibidor, distribucion tisular y celular, propiedades
inmunoldgicas y las secuencias aminoacidica y la correspondiente nucleotidica
(Westlund y col., 1985). Esta enzima se encuentra unida a la membrana
externa de la mitocondria. La DA puede ser metabolizada por ambos tipos de

MAO. El DHFA formado por accién de la MAO es muy inestable y es oxidado a



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

acido por la aldehido deshidrogenasa dando lugar al acido 3,4-dihidroxifenil
acético (DOPAC), el cual a continuacion sale de la neurona y es tomado por la
glia actuando sobre él la COMT. Esta enzima cataliza la transferencia de
grupos metilos a grupos catecoles a partir de S-adenosilmetionina, para lo que
requiere cationes divalentes. Se han caracterizado dos formas distintas de la
COMT: una soluble (S-COMT) y otra unida a membranas (MB-COMT),
apuntandose la posibilidad de que la S-COMT se localice principalmente en
células gliales. La accion de esta enzima sobre el DOPAC genera &acido
homovanilico (HVA).

La DA, ademas de ser recaptada por la neurona, puede ser tomada
directamente por la glia, con lo que actuara sobre ella la COMT formando 3-
metoxitiramina (3-MT), la cual es metabolizada por la MAO dando lugar al 3-
metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHFA) que es rapidamente oxidado hasta
acido homovanilico por la aldehido deshidrogenasa.

En el cerebro humano, el 70% de la actividad total de la MAO es del tipo
B, mientras que en rata ésta solo es de un 5% (Riederer y col., 1978; Oreland y
col., 1983). La MAO-A esta localizada intraneuronal y la MAO-B se encuentra
mayoritariamente en la glia (Jarrot e lversen, 1971; Yu, 1986). Asi, en el cuerpo
estriado de humanos la desaminacion oxidativa de Ila DA ocurre
mayoritariamente a través de la isoforma B de forma extraneuronal (Glover y
col., 1980; Oreland y col.,, 1983), mientras que en la rata tiene lugar
principalmente por la isoforma A de manera intraneuronal (Azzaro y col., 1985;

Butcher y col., 1990).
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7.1. Tirosina hidroxilasa.

En 1953 Undenfriend y Wyngaarden proponen que la tirosina es
convertida en L-DOPA por una reaccion enzimatica, pero la demostraciéon
directa de la hidroxilacion de la tirosina a L-DOPA no se vio hasta 10 afios mas
tarde, gracias al grupo de Nagatsu (1964).

La tirosina hidroxilasa es una monooxigenasa que cataliza la formacion
de L-DOPA a partir de L-tirosina en neuronas catecolaminérgicas centrales vy
periféricas, en ganglios sinapticos, en células cromafines de la médula adrenal
y en células PC12 de feocromocitoma de rata (Nagatsu y col., 1964) mediante
la siguiente reaccion:

L-tirosina + O, + BH4 — > L-DOPA + H,O + BH;

La enzima tirosina utilizada como sustrato, requiere oxigeno molecular
para su actividad y el cofactor pterinico reducido (BH4). En la reaccion el
cofactor es oxidado a dihidrobiopterina (BH>), la cual es de nuevo reducida a
tetrahidrobiopterina por la enzima dihidropteridina reductasa (Kaufman, 1977).
En la oxidacién del cofactor se forma un producto intermedio, 4-a-
hidroxitetrahidrobiopterina, el cual se deshidrata espontaneamente para formar
BH, (Dix y col., 1987; Haavick y Flatmark, 1987). Ademas de los sustratos
mencionados la enzima necesita el i6n ferroso (Fe?*) para su actividad (Haavik

y col., 1991). Recientes estudios de mutagénesis han identificado a la His**' e

His** como los residuos monoacidicos que coordinan al hierro (Ramsey y col.,
1995). La actividad maxima se da a pH 6,0.

La enzima esta presente en todas las células que sintetizan

catecolaminas, siendo la médula adrenal el tejido con mayor contenido de TH.
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Por esta razén, la glandula adrenal o tumores derivados de ella han sido
frecuentemente utilizados para la purificacion de la enzima.

Los trabajos dirigidos a estudiar la localizacion subcelular de las enzimas
sugieren que éstas se encuentran en el citoplasma y también unidas a
membranas (Kuczenski y Mandell, 1972). Estas formas muestran diferente
afinidad por el cofactor pterinico y diferente sensibilidad a la inhibicion por
dopamina. En el estriado la forma unida a membrana tiene valores de Km y Ki
menores que la forma soluble. En estudios de enzima purificada a partir de
células PC12 de rata, la mayor actividad TH se encuentra en la forma soluble
(Andersson y col., 1992). La funcionalidad de la forma unida a membrana no
esta clara. Se piensa que pueda estar asociada a vesiculas sinapticas o a la
membrana plasmatica en los sitios de liberacion de neurotransmisores
(Stephens y col., 1981; Morita y col., 1987).

En cuanto a las propiedades moleculares de la enzima, se ha visto por
centrifugacion en gradiente de sacarosa que la forma nativa es un tetramero de
subunidades idénticas (Vrana y col., 1981), cada una de ellas de peso
molecular alrededor de 60.000 daltons. No se sabe claramente si las especies
activas de TH son tetraméricas y si las formas monoméricas o diméricas
poseen o0 no actividad catalitica. En base a la secuencia del ADNc, el peso
molecular del monémero de la TH de rata es de 55.903 daltons (Andersson y
col., 1992) y mediante técnicas de electroforesis bidimensional estiman su pl en

aproximadamente 6,3.
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Cada una de las subunidades esta compuesta por un dominio regulatorio
N-terminal y un dominio catalitico C-terminal. Varios hallazgos apoyan este
modelo. Por un lado, Grenett y col. (1987) dieron cuenta de que la TH es
miembro de una superfamilia genética con la funcidn aminoacido aromatico
hidroxilasa, entre las que se encuentran la fenilalanina hidroxilasa y la
triptofano hiroxilasa (TPH). La caracterizacion molecular de los genes sugirio
que estas enzimas, que llevan a cabo reacciones similares, tenian altamente
conservada la secuencia de aminoacidos en la regién C-terminal, sugiriendo
asi que en dicho dominio reside la funcion catalitica. Se establecié también que
la fosforilacion de la TH ocurria en los 40 primeros aminoacidos del extremo N-
terminal (Campbell y col., 1986; Haycock, 1990).

Los niveles de actividad y cantidad de la enzima TH se controlan por
casi todos los mecanismos regulatorios fisiolégicos que existen con la
excepcion de la activacion por zimégeno. Se dividen en dos amplias
categorias: 1) regulacion a corto plazo de la actividad enzimatica, y 2)
regulacion a medio-largo plazo de la expresion génica (para revision ver Kumer

y col., 1996).

1)Regulacion a corto plazo:
1.1.  Inhibicidn por retroalimentacion negativa.

La actividad TH puede ser inhibida por catecolaminas, las cuales se
unen a la enzima libre en el mismo punto en el que se une el cofactor pterinico,
evitando asi la unién de éste. La inhibicion por dopamina es competitiva con

respecto a tirosina. Asi, aumentando el sustrato pterinico disminuye la
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inhibicion por catecolaminas. Otro mecanismo inhibidor en el que participan las
catecolaminas implica la formacién de un complejo con el i6n férrico (Fe**) en
el sitio activo de la enzima, el cual ademas estabiliza la enzima.

1.2. Regulacién alostérica.

Los efectos alostéricos de la TH no parecen estar relacionados con la
reaccion de hidroxilacion de la tirosina ni con los productos formados. Se ha
implicado a la heparina, a los fosfolipidos y a los polianiones en la interaccion
con la TH de manera que aumenta la actividad enzimatica. Parece ser que este
efecto se lleva a cabo disminuyendo la Km de la enzima por el cosustrato
pterinico.

1.3. Mecanismos de fosforilacion-desfosforilacion.
1.3.1. Fosforilacion.

Este parece ser el principal mecanismo que controla la actividad TH a
corto plazo, estando implicados siete sistemas distintos de proteinas kinasas.
Debido a que estos sistemas de mensajero/kinasa comparten algunos de sus
efectores es factible que la estimulacion de una via conduzca a la activacion (o
inhibicion) de otra paralela, dandose un fenomeno de “cross-talking”.

Entre los sistemas de proteina kinasas responsables de la activacion de
la TH destacariamos: la proteina kinasa dependiente de AMPc, la proteina
kinasa dependiente de Ca?*/Calmodulina y la proteina kinasa dependiente de
Ca?*/fosfolipido.

1.3.2. Desfosforilacion.
La TH fosforilada es sustrato de la fosfoproteina fosfatasa tipo 2A, la

cual es sensible al acido okadaico, inhibidor de ésta. Asi, la fosforilacion del
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residuo de Ser® de la TH en las terminales dopaminérgicas se intensifica por

tratamiento con acido okadaico.

2) Regulacién a medio-largo plazo:
2.1.  Control de la actividad traductora.

Hay importantes evidencias de que la expresidén génica de la TH puede
ser regulada en el paso de traduccion de la informacién del ARNm a la
proteina. Los cambios en los niveles de ARNm de la enzima no
necesariamente tienen que implicar variaciones en la cantidad o en la actividad
de ésta y viceversa.

2.2. Estabilidad de la enzima.

La presencia de tirosina y oxigeno o inhibidores como las catecolaminas
estabilizan la enzima. Esta ultima observacion puede ser directamente
atribuible al fendmeno de estabilizacion por catecolaminas descrito
anteriormente. El papel de la estabilidad de la enzima en el esquema general
de regulacion de la biosintesis de catecolaminas es desconocido.

2.3. Regulacion de la transcripcion.

Cambios en el estado fisiologico del animal, la administracion de gluco-
corticoides o el estrés producido por inmovilizacion o frio, asi como la admi-
nistracion de drogas activas sobre los sistemas catecolaminérgicos, se han
mostrado como fenbmenos capaces de modificar los niveles de ARNm de TH.
2.4. Regulacion de la estabilidad del ARNm.

Aunque se asume generalmente que los cambios en la cantidad de

ARNm vienen motivados por cambios en la transcripcion, ésta se puede ver
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también modificada postranscripcionalmente por variaciones en la estabilidad
de la molécula. Fossom y col. (1992) han demostrado que las condiciones
estimulantes de la transcripcion génica aumentan la vida media del ARNm.
2.5. Procesamiento alternativo del ARNm.

En tejido humano se han encontrado cuatro formas diferentes de ARNm
y sus correspondientes proteinas, en base a las diferentes posibilidades a la
hora de transcribir la informacion del ADN al ARN segun los distintos puntos de
corte entre intrones y exones. Denominados como hTH-1, 2, 3 y 4, la forma 1
es la mas semejante a la unica encontrada en rata. Los puntos de corte y
empalme se encuentran en el dominio regulatorio amino terminal, con lo cual
las proteinas difieren de modo notorio en sus posibilidades de regulacion y

levemente en sus propiedades cataliticas.

7.2. Transportador de DA.

El gen del transportador de DA se ha clonado en rata (Shimada y col.,
1991), vaca (Usdin y col., 1991) y humano (Giros y col., 1992), habiéndose
determinado que es una proteina con 12 dominios transmembrana. Pertenece
a la familia de transportadores Na'/Cl-dependientes en la que se encuentra
también el de noradrenalina (67% de homologia de secuencia), serotonina
(49%), GABA (45%), glicina (41%) y prolina (44%) entre otros (Miller y col.,
1997). Posee un peso molecular de 69.000 daltons con cuatro sitios posibles
de N-glucosilacion; si bien no se tiene aun absoluta certeza sobre el papel de
estos carbohidratos, parecen estar implicados en la regulacidon de su actividad

(Meiergerd y Schenk, 1994).
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Mediante estudios de analogia con receptores de catecolaminas, se ha
examinado el papel de los residuos aminoacidicos de aspartato y serina que se
mantienen conservados en el primer dominio transmembrana de los
transportadores de monoaminas. Asi, analogamente a los primeros, el
aspartato interacciona con el grupo amino de la DA, mientras que la serina lo
hace con el grupo catecol (Kitayama y col., 1992).

Asociado al proceso de neurotransmision dopaminérgica, el ARNm del
transportador de DA se expresa de manera intensa en las neuronas
mesencefalicas de la SNc y en menor medida en VTA, regiones donde se
encuentran densidades apreciables de uniéon al transportador, asi como las
respectivas areas de proyeccion, el estriado y el nucleo accumbens (Giros y
col.,, 1991; Usdin y col.,, 1991). En el hipotalamo se ha hallado también
expresion en las neuronas dopaminérgicas de la region dorsomedial del nucleo
arcuato (Meister y Elde, 1993), localizandose la proteina tanto aqui como en el
area de proyeccion situada en la eminencia media.

El mantenimiento del equilibrio i6nico entre el espacio intra- vy
extracelular juega un papel determinante en el proceso de transporte. En una
primera etapa el sodio es cotransportado con la DA al interior de la célula; a
continuacion el sodio y la DA se disocian y al transportarlo se une al potasio
que es liberado al exterior produciéndose a la vez la reorientacion de la
proteina (White y Patton, 1972; Krueger, 1990). El restablecimiento de los
gradientes ionicos lo lleva a cabo la bomba de Na*/K* (Holz y col., 1977).

Dependiendo de las condiciones celulares, el transportador puede

funcionar como mediador de la entrada de DA en la célula (recaptacion), o bien
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produciendo de manera reversa la liberacion de ésta. Esta salida del
neurotransmisor se produce a partir de la DA que se encuentra libre en el

citosol sin mediar impulso nervioso (Westerink y col., 1987).

7.3. Control de la DA sinaptica.

La concentracion de DA presente en la sinapsis depende de varios
factores, como son: su contenido intracelular, su liberacion al espacio sinaptico,
su recaptacion y su liberacion (Fig. 8).

A) Contenido de la DA intracelular:

El nivel de DA sinaptica es regulado indirectamente por su contenido
vesicular en el interior de la neurona, el cual se afecta por su sintesis,
almacenamiento y metabolismo (Keller y col., 1988). Justice y col. (1988) fue el
primero en sugerir la existencia de tres “pools” intraneuronales de DA, los
cuales se encuentran en equilibrio. De estos, dos son vesiculares; en uno se
encuentra la DA que acaba de ser sintetizada y en el otro se encuentra a modo
de reserva. El primero corresponde a la DA que se libera por el proceso de
exocitosis a consecuencia del potencial de accion, mostrando ser calcio- y
sodio-dependiente. Si la tasa de liberacion excede a la capacidad de sintesis
se acude a la DA que se encuentra en las vesiculas de reserva. El tercer “pool”
corresponde a la DA que se encuentra libre en el citoplasma que parece ser la
que se libera a través del sistema de transporte reverso (Butcher y col., 1988).
B) Liberacion de DA:

La liberacion de DA esta regulada por una variedad de factores como la

cantidad de terminales activadas, la tasa del impulso nervioso y la actividad de
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los autorreceptores. La regulacién de la liberacion de DA es llevada a cabo
principalmente por la propia DA. Se acepta que altas concentraciones de DA
extracelular inhiben la liberacion y bajas concentraciones la aumentan. Esto se
apoya en la accién de los autorreceptores presinapticos localizados tanto en el
cuerpo celular como en las terminales (Cheramy y col., 1981; Roth y Elsworth,
1995). Los autorreceptores situados en el cuerpo son estimulados por la DA;
ésta aumenta la conductancia de potasio y disminuye la frecuencia de disparo,
con lo que decrece la liberacion y el metabolismo de DA en la terminal. Se ha
demostrado que la cantidad de DA liberada depende de la tasa y del patron de
disparo (Bean y Roth, 1991). Estos cambios en el metabolismo de DA llevan
asociados cambios en la actividad de TH (Masserano y Weiner, 1983). Los
autorreceptores localizados en la region terminal también juegan un papel
importante sobre los niveles de DA extracelulares, ya que su estimulacion
provoca la inhibicion de la liberacion y/o sintesis del neurotransmisor (Banon y
Roth, 1983; Wolf y Roth, 1990). Mediante la perfusion local de los agonistas
dopaminérgicos del receptor D2 se ha demostrado la implicacion directa de
este subtipo de receptor en el mecanismo regulatorio descrito. Se pudo
observar la disminucion de la concentracion extracelular de DA en el estriado
(Timmerman y col., 1989a, b; Santiago y Westerink, 1991) y en la sustancia
negra (Santiago y Westerink, 1991).

Los agonistas D2 inhiben la liberacion de DA por dos mecanismos
aditivos y similares: autorreceptores que controlan el impulso nervioso en el
cuerpo celular y autorreceptores que controlan la sintesis y/o liberacién de DA

en la terminal.
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C) Recaptacion de DA:

El principal mecanismo de inactivacion fisiolégica de la DA junto con la
difusion es la eliminacibn de ésta del espacio sinaptico a través de
transportadores localizados pre- y post-sinapticamente, asi como en las células
gliales que rodean la sinapsis. La mayoria de la DA estriatal es recaptada por la
neurona, donde principalmente se reincorpora en las vesiculas a través del
transportador vesicular de monoaminas (Nissbrandt y col., 1991), siendo el
resto catabolizada por la MAO. La que es tomada por la glia se degrada a
través de la COMT.

La recaptaciéon de la DA tiene lugar tanto en el area terminal como en la
region somatodendritica, aunque en ambas no parece ocurrir a la misma
velocidad, ya que en preparaciones somatodendriticas la recaptacion de [*H]-
DA es mas lenta que en la terminal (Chen y col., 1996), pudiéndose decir que
la dinamica de liberacidn-recaptacion es mas lenta en el cuerpo que en la
terminal. La regulacion del proceso de recaptacion es diferente en las distintas
regiones del cerebro. Se ha mostrado como en el sistema de los ganglios
basales la liberacién y recaptacion de DA provocada eléctricamente exhibe
heterogeneidad en la sustancia negra, el estriado y el area ventral tegmental
(Cragg y col., 1997).

Como base de las diferencias funcionales del transportador se han
encontrado cambios en la composicion quimica de éste en el estriado y en el
nucleo accumbens. Aunque la porcidn polipeptidica mostré ser la misma en las
dos regiones, el transportador en el nucleo accumbens tenia un peso molecular

mayor que en el estriado debido a un mayor grado de glucosilacion (Lew y col.,
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1992). Esta porcidn no peptidérgica parece ser importante para su funcion, ya
que se ha observado que su eliminacién disminuye la tasa de recaptacion en
sinaptosomas (Meiegerd y col., 1994). Los modelos heterogéneos de
recaptacion de DA en la sustancia negra y en el area ventral tegmental
resultaron acordes con el patron de degeneracion neuronal en la enfermedad
de Parkinson; algunos autores postulan que esta enfermedad es producida por
alguna toxina medioambiental (Barbeau, 1985; Tanner, 1989), ya que las
células de esta ultima regidén resultan ser menos vulnerables por tener una
menor capacidad de recaptacion de la supuesta neurotoxina que la de la parte
compacta de la sustancia negra.

Como factores causales de la enfermedad de Parkinson se han
propuesto algunos compuestos neurotoxicos del medio ambiente (Barbeau,
1985; Tanner, 1989). El papel de estos se ve apoyado por el hecho de que el
compuesto con el que se consigue uno de los modelos de parkinsonismo
existentes hoy dia, el MPTP (1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina) y su
metabolito MPP* (1-metil-4-fenilpiridina), comparte analogia estructural con
algunas de las posibles toxinas ambientales. El MPP* ejerce su mecanismo de
accion siendo activamente acumulado en las neuronas dopaminérgicas a
través del transportador de DA (Javitch y col., 1985), habiéndose demostrado
que inhibidores del sistema de recaptacion de DA protegen tanto el cuerpo
celular como la terminal de la accion neurotdxica del MPTP/MPP™ (Jonsson y

col., 1986; Sziraki y col., 1994).
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Fig. 8. Representacion esquematica de la dinamica del proceso de
neurotransmision dopaminérgico. Abreviaturas: COMT, catecol-o-metiltransferasa;
DA, dopamina; MAO, monoamino oxidasa; TH, tirosina hidroxilasa.

8. SINDROMES CLINICOS RESULTANTES DEL DANO A LOS GANGLIOS

BASALES.

Como ya hemos comentado existe una notable variedad de disfunciones
conductuales que van asociadas a la patologia de los ganglios basales. Entre
ellas se encuentran la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington,

la atenosis y el hemibalismo.
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8.1. Corea y enfermedad de Huntington.
La corea es una enfermedad en la que se producen movimientos
incontrolados al azar de tipo “espasmddico” uno después de otro. Es imposible
la progresién normal de los movimientos; en lugar de ello, la persona puede
llevar a cabo un patrén de movimiento por unos pocos segundos, y luego,
repentinamente, otro.
Un tipo particularmente importante de corea es la Corea de Huntington,
desorden hereditario que comienza generalmente a manifestarse en la tercera
o cuarta década de vida. Se caracteriza al principio por movimientos
espasmaodicos pero luego por movimientos mas severamente distorsionantes
del cuerpo a medida que la perturbacion se torna mas seria. Ademas, se
desarrolla demencia grave junto con las disfunciones motoras.
En este tipo de corea existe una degeneracion difusa y extensa de
neuronas tanto en el nucleo caudado como en el putamen. Las neuronas mas
comprometidas son las que liberan el transmisor inhibidor GABA, pero también
degeneran algunas de las neuronas que liberan Ach. La falta de las neuronas
que liberan GABA elimina la inhibicion de la via estriadonigral y permite que las
neuronas secretoras de dopamina de la sustancia negra se tornen sumamente
hiperactivas. Esto a su vez permite la liberacion excesiva de DA por las fibras
nigroestriadas que vuelven al nucleo caudado y putamen, inhibiendo de forma
importante a ambos nucleos. Ademas, la degeneracion de neuronas que
liberan Ach produce depresion adicional en estos nucleos, pudiendo interrumpir

alguno de los haces de retroalimentacion desde la corteza hacia los ganglios
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basales y nuevamente hacia la corteza a través del talamo, causando asi los

movimientos anormales.

8.2. Atenosis.

En esta enfermedad, se producen continuamente movimientos lentos de
retorcimiento de la mano, cuello, cara, lengua o de alguna parte del cuerpo. Los
movimientos son vermiformes, primero con la extension excesiva de las manos

y dedos, luego flexidbn, mas tarde torsion rotatoria hacia el costado, todos
seguidos, en un patron contorsivo lento, ritmico y repetitivo. Los musculos que
se contraen presentan un alto grado de espasmo, y los movimientos son
estimulados por las emociones o por sefiales excesivas provenientes de los
organos sensitivos.

El dafio se encuentra habitualmente en la porcidn lateral del globo palido

0 en este area y también en el nucleo caudado y putamen. Generalmente es
atribuida a la interrupcién de los circuitos de retroalimentacion entre los
ganglios basales, el talamo y la corteza cerebral. Al estar bloqueados los
circuitos de retroalimentacion, los impulsos desviados pueden tomar rutas
tortuosas a través de los ganglios basales, talamo y corteza motora,

provocando una sucesion de movimientos anormales.

8.3. Hemibalismo.
Es una sucesién incontrolable de movimientos violentos de grandes

areas del cuerpo. Pueden producirse cada pocos segundos o a veces cada
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pocos minutos. El hemibalismo de las piernas o del tronco hace que la persona
caiga al suelo si estéa caminando, e incluso si esta en la cama; la persona se
sacude violentamente cuando es afectada por estos potentes e intensos
movimientos intermitentes.

El hemibalismo en un lado del cuerpo es el resultado de una gran lesion
en los nucleos subtalamicos contralaterales. Los movimientos uniformes,
progresivos o ritmicos de los miembros u otras partes del cuerpo que se

integran normalmente en este area no pueden realizarse mas, pero los
impulsos excitadores que intentan provocar tales movimientos desencadenan,

en cambio, movimientos balisticos incontrolables.

8.4. Enfermedad de Parkinson.

En la enfermedad de Parkinson (EP) se produce una severa patologia
de los ganglios basales, con especial predileccion por la zona ventrolateral de
la SNc (Tretiakoff, 1919). La aparicion de ciertos rasgos clinicos, como la
ataxia, reflejan degeneracidon en otras areas cerebrales. Estas regiones
incluyen al nucleo periamigdaloide, al locus ceruleus, al nucleo motor del vago
dorsal, a la sustancia innominada, a los nucleos del rafe y al hipotalamo. El
sindrome es normalmente asimétrico con patologia de los ganglios basales en
el hemisferio contralateral.

El término substantia nigra deriva de la presencia del pigmento negro
neuromelanina, contenido en las neuronas de la parte compacta. La
neuromelanina es un polimero de dihidroxifenilalanina (DOPA), precursor de la

dopamina. Como se ha descrito en la enfermedad de Parkinson, las neuronas
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dopaminérgicas del mesencéfalo se encuentran afectadas, por lo que se
reduce notablemente la dopamina estriatal.

En la parte compacta de la sustancia negra de estos enfermos no se
encuentra presente la neuromelanina. También se encuentran afectadas las
neuronas dopaminérgicas de otras partes del sistema nervioso central (SNC).
Sin embargo, es la pérdida de dopamina en los ganglios basales la que al
parecer produce los signos neuroldgicos mas debilitantes.

Por tanto, la caracteristica neuropatolégica fundamental en la EP es el
“blanqueo” de la franja de la SN, normalmente gris o negra, debido a la pérdida
de las neuronas dopaminérgicas melanizadas. Puesto que la enfermedad
muestra una especial predileccion por la zona ventrolateral de la SNc es en
este tipo de células donde comienza la lesion para progresar después a la zona
dorsal de esta estructura. Se requiere la muerte de al menos el 60-70% de las
neuronas de la SN para la manifestacion de los sintomas clinicos, lo cual
demuestra la alta plasticidad del sistema dopaminérgico nigroestriado. Aunque
inicialmente la pérdida neuronal se localiza en la SN, posteriormente y a
medida que la enfermedad progresa, la patologia se extiende a otras areas de
los ganglios basales y el tronco cerebral. Sin embargo, otros autores (Braak y
col., 1996) han sugerido que la neurodegeneracidon comienza en la corteza
entorrinal, de manera que la cascada de muerte celular se inicia en esta area y
continua con la degeneracion de la SN. La velocidad de degeneracion en la
corteza entorrinal en este caso deberia ser mas lenta que la de la SN.

Consecuentemente y teniendo en cuenta los importantes cambios patologicos
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que ocurren en la SN, ésta parece ser la primera region cerebral atacada por
este proceso destructivo.

Ademas de la distribucion especial de pérdida de neuronas pigmentadas
en la SNc, otra de las caracteristicas neuropatologicas de la enfermedad es la
presencia de inclusiones eosindfilas, llamadas cuerpos de Lewy, presentes en

las neuronas supervivientes (Forno, 1982). Estas inclusiones
intracitoplasmaticas contienen fundamentalmente formas filamentosas con un
centro denso consistente en filamentos orientados radialmente. Parece ser que
su formacion es el resultado de una acumulacion anormal de proteinas del
citoesqueleto dentro de la neurona.
La causa o causas de las actividades motoras anormales en la EP son
casi desconocidas aunque, como ya se ha comentado, estan muy relacionadas
con la pérdida de liberacion de dopamina en el nucleo caudado y putamen por
las terminaciones nerviosas de la via nigroestriada. La destruccién de la SN
hace que las terminales dopaminérgicas degeneren y que ya no esté presente
la DA normalmente liberada en el nucleo caudado y putamen. Pero aun existe
un gran numero de neuronas que liberan Ach, y éstas transmiten sefales
excitadoras en estos nucleos. En ausencia de la liberacion de DA, las vias
colinérgicas se tornan excesivamente activas, lo que justificaria muchos de los
sintomas motores de la EP.
Desde el punto de vista clinico, la enfermedad de Parkinson se
caracteriza por: 1) rigidez de la musculatura, en areas extensas del cuerpo o en

areas aisladas, 2) temblor en reposo en las areas comprometidas, en la
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mayoria pero no en todos los casos, y 3) una seria incapacidad de iniciar el
movimiento, denominada acinesia.

La rigidez parkinsoniana es de tipo “plastico”; el movimiento brusco no
encuentra habitualmente resistencia intensa a partir de los reflejos de
estiramiento; los musculos tanto sinergistas como antagonistas permanecen
fuertemente contraidos a lo largo del movimiento. En consecuencia, se cree
que la rigidez caracteristica de esta enfermedad es en gran parte el resultado
del exceso de impulsos transmitidos por el sistema corticoespinal, activando asi
las fibras motoras alfa para los musculos, ademas de la probable activacién
excesiva también del sistema eferente gamma.

Habitualmente se produce temblor; su frecuencia normalmente es de
cuatro a seis ciclos por segundo. El mecanismo del temblor no se conoce,
aunque un tipo de tratamiento que lo alivia frecuentemente es la destruccion
quirurgica del nucleo ventrolateral del talamo que es una de las vias de
retroalimentacion desde los ganglios basales hacia la corteza motora. Por esto,
se presume que la pérdida de la influencia inhibidora de la dopamina en los
ganglios basales lleva al estimulo de la actividad del circuito de
retroalimentacion corticobasal ganglionar-talamico-cortical, provocando una
oscilacién que produce el temblor muscular.

Aunque la rigidez muscular y el temblor son ambos angustiantes para el
paciente parkinsoniano, mas seria es la acinesia que se produce en los
estadios finales de la enfermedad. Para realizar aun los movimientos mas
simples, la persona debe ejercer el grado mas alto de concentracion y el

esfuerzo mental que es necesario para hacer el “arranque” del movimiento esta
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a menudo mas alla de la fuerza de voluntad del paciente. La causa de la
acinesia no se conoce. Se presume que la falta de liberacién de dopamina en
el nucleo caudado y putamen por las fibras nigroestriadas permite una actividad
excesiva de las neuronas productoras de acetilcolina. Pero la operacion normal
de los ganglios basales requiere un equilibrio entre las actividades excitatorias
e inhibitorias, y la pérdida de este equilibrio lleva a un sistema de ganglios
basales no funcional.

El diagndstico de la enfermedad de Parkinson se basa generalmente en
los datos clinicos expuestos. Sin embargo, nuevas y modernas técnicas de
imagen, como la tomografia por emision de positrones (PET), pueden tener un importante
papel en la diferenciacién de los distintos sindromes parkinsonianos o en el

diagnostico preclinico de esta enfermedad.

8.5. Tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

El tratamiento médico de la enfermedad de Parkinson suele ser eficaz y
debe continuarse durante el resto de la vida del paciente, siendo en cada caso
variable el grado de mejoria alcanzado con los diversos farmacos empleados.

En general, se fundamenta en las medidas siguientes: a) anticolinérgicos; b)
amantadina; ¢) L-DOPA (o levodopa) y otros farmacos dopaminérgicos, y d)
medidas generales. Sin embargo, aunque para la mayoria de los pacientes
estas medidas mantienen una buena calidad de vida, cuando la enfermedad
progresa o cuando estos medicamentos no mejoran la movilidad o producen

efectos adversos significativos, debe considerarse el tratamiento quirurgico.
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El tratamiento con L-DOPA o levodopa es en la actualidad el mas eficaz
contra la enfermedad. Se trata de un aminoacido que cruza con facilidad la
BHE y que es metabolizado a DA en los ganglios basales por la accion de la
enzima DOPA-descarboxilasa, por lo que su administracion a pacientes con
enfermedad de Parkinson corrige el déficit dopaminico que existe en el nucleo
estriado. Este farmaco debe administrarse junto con un inhibidor periférico de la
DOPA-descarboxilasa, tales como la carbidopa o la benserazida. Estos
inhibidores enzimaticos no atraviesan la BHE, por lo que permiten la
transformacién de la L-DOPA en dopamina en el cerebro, pero evita esta
conversion en los tejidos extracerebrales.

El principal problema del tratamiento con L-DOPA son los frecuentes
efectos secundarios que provoca. Los mas comunes son los movimientos
involuntarios anormales y los trastornos psiquicos. Los movimientos
involuntarios anormales consisten en movimientos coreoatetosicos y posturas
distonicas, a veces dolorosas, que pueden afectar cualquier grupo muscular,
pero que son mas patentes en la cara. Los trastornos mentales se observan en
el 15-20% de los pacientes. Los mas frecuentes, sobre todo en los individuos
de edad avanzada, son los estados confusionales, pero puede desencadenarse
cualquier cuadro psiquiatrico.

Otro problema importante que surge con el uso de la L-DOPA es que la
mejoria inicial obtenida con este tratamiento se mantiene durante 2 0 3 anos, a
partir de los cuales 1/3 tiende a empeorar poco a poco y otro 1/3 mas

rapidamente, de tal modo que a los 6 o 7 afios de tratamiento continuado, la



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

incapacidad funcional es igual o mayor que el nivel de incapacidad anterior al
tratamiento.

Otra complicacion que surge a los 2 o 3 afios del tratamiento continuado
con L-DOPA es el denominado deterioro de fin de dosis, que consiste en la
reaparicion, en pacientes previamente bien controlados, de sintomas
parkinsonianos varias veces al dia, con lo que el paciente alterna periodos de
relativo bienestar, durante los cuales los sintomas estan bien controlados
(periodos on), con otros en los que éstos resurgen con intensidad variable
(periodos off). Cuando estas oscilaciones motoras ocurren de manera subita y
erratica son muy incapacitantes y de dificil solucion y se denominan fendmenos
on-off, los cuales afectan al 10% de los pacientes.

En definitiva, el tratamiento con L-DOPA no altera el curso progresivo de
la enfermedad, y como su administracion es dificil y produce con frecuencia
efectos secundarios molestos, su uso debe reservarse para los parkinsonianos

con sintomas incapacitantes que no han mejorado con medidas mas simples.

9. TEORIAS Y MODELOS DE NEURODEGENERACION.

Existen diversas teorias que tratan de dilucidar los mecanismos
implicados en la degeneracion del sistema dopaminérgico (Tomas-Camardiel y
col., 2004).
(A) Estrés oxidativo. La mas importante de las teorias de neurodegeneracion se
refiere al estrés oxidativo como causa del dafio a las neuronas de la SN. Este

estrés oxidativo podria estar originado por un incremento de los niveles de
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radicales libres de oxigeno (RLO) o bien por una disminucién de los
mecanismos de defensa frente a ellos. El modelo animal de EP por estrés
oxidativo mas importante es el basado en el uso de la 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) como una toxina dopaminérgica especifica. La 6-OHDA destruye las
neuronas dopaminérgicas mediante un mecanismo mediado por radicales
libres (Cohen and Heikkila, 1974). La especificidad de la neurotoxicidad de la 6-
OHDA esta asociada a su recaptacion por un mecanismo de transporte
especifico de las neuronas dopaminérgicas (el transportador de recaptacién de
DA; DAT) donde se acumula y oxida para producir peroxido de hidrégeno,
superoxido y radicales hidroxilos (Cohen and Heikkila, 1974; Graham, 1978).
(B) Fallo energético mitocondrial. Por otro lado, existen numerosos datos que
apuntan a la implicacion de defectos mitocondriales en la patogénesis de la EP
(Beal, 2003). Aunque ésta no parece ser la causa primaria de la enfermedad
podria ser un factor importante en su desarrollo. El modelo animal de EP por
fallo energético mitocondrial mas habitual e importante es el basado en el uso
del MPTP y su metabolito MPP*, un compuesto cuyo principal efecto tdxico es
la inhibicién de la actividad del complejo | mitocondrial (Gu y col., 1998). Su
selectividad sobre las neuronas dopaminérgicas parece ser debido a su
recaptacion en las terminales nerviosas del sistema dopaminérgico a través del
sistema de recaptacion de dopamina anteriormente mencionado (Chiba y col.,
1985; Javitch y col., 1985), con su posterior acumulacion en la mitocondria.
(C) Inflamacion. Desde 1988, cuando McGeer mostro la presencia de
marcadores de inflamacidn en el sistema nervioso central de pacientes con EP,

se postuld la implicacion de los eventos inflamatorios en la patogénesis de esta
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enfermedad neurodegenerativa. McGeer y col. (1988a, b), mostraron la
presencia de linfocitos T supresores citotdéxicos CD+ y de células microgliales
activadas con el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il en el tejido de
pacientes con EP. Ademas, se han descrito diferentes marcadores
inflamatorios en cerebros parkinsonianos (Hunot y Hirsch, 2003): (a) En
estudios postmortem se han encontrado importantes proliferaciones de
macrofagos ameboides y microglia reactivos en la SN de pacientes con EP
(McGeer y col., 1988a; Hirsch y col., 1998); (b) también aparecen en la SN de
este tipo de pacientes células gliales activadas que expresan distintas citokinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la interleukina (IL)-
1B y el interferdon (IFN)-y (Mogi y col., 1998; Hunot y col., 1999), junto con una
expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Hunot y col., 1997; Mogi
y col., 1998); (c) por ultimo, se han encontrado incrementos en la expresion de

IL-1y 6 y TNF-a en el fluido cerebroespinal de pacientes con la EP.

10. MODELOS DE PARKINSON POR INFLAMACION.

Todos estos datos sugieren alguna relacion entre la neurodegeneracion
en la EP (y también en los modelos de EP) y los procesos inflamatorios.
Aunque la activacion de la microglia es la mayor defensa del cerebro,
ésta produce la liberacion de varias citokinas y radicales libres, como el radical
superoxido y el 6xido nitrico (Minghetti y col., 1999). Estos factores microgliales
pueden incrementar la neurotoxicidad y contribuir a la neurodegeneracion en

las enfermedades mediadas por inflamacion (McGeer y col., 1988a). En estas
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condiciones, los procesos inflamatorios (proliferacién y activacion de la
microglia) podrian ser un evento secundario producido por los procesos
degenerativos que ocurren directamente en las neuronas dopaminérgicas, pero
al mismo tiempo podrian ayudar al progreso de la degeneracion. Ademas,
existe la posibilidad de que los procesos inflamatorios por si mismos pudieran
ser dafiinos para las neuronas dopaminérgicas en el sistema nigroestriado.
Existen diversos inductores fisioldgicos/patolégicos de neuroinflamacion
que podrian estar implicados en la degeneracion del sistema dopaminérgico
(Fig. 9). Diferentes toxinas, como la 6-OHDA, el MPTP/MPP* o la rotenona
inducen un proceso inflamatorio, ademas de sus mecanismos toxicos
especificos. También se ha descrito la relacion entre el traumatismo fisico y la
EP (Lees, 1997; Taylor y col., 1999). Un efecto similar se consigue al inyectar
histamina, un neurotransmisor que causa la apertura de la BHE (Abbott, 2000),
en la SN, produciéndose un dafno selectivo en las neuronas dopaminérgicas
junto con la activacion de la microglia (Vizuete y col., 2000).

Otros factores como determinadas infecciones o inclusiones celulares de
proteinas también parecen estar relacionadas con la degeneracién del sistema
nigroestriado.

Por otro lado, existen compuestos proinflamatorios capaces de producir
la activacion microglial junto con una induccion de los procesos inflamatorios.
Entre estos compuestos destacan el trisialoganglidsido (GT1b), las 1gGs, la
trombina y el lipopolisacarido bacteriano (LPS).

(A) Trisialogangliosido. El trisialogangliosido (GT1b) es un componente

abundante en las membranas celulares del sistema nervioso humano.
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(B)

Se ha demostrado que este compuesto induce la muerte de las
neuronas dopaminérgicas en cultivos celulares de mesencéfalo de rata
(Chung y col.,, 2001). Ademas, Ryu y col. (2002) examinaron los
efectos neurotoxicos del GT1b en las neuronas dopaminérgicas de la
SN de ratas y encontraron que 7 dias tras la inyeccion del GT1b se
produce la muerte de neuronas nigrales, incluidas las neuronas
dopaminérgicas, y una activacion de la microglia presente en esta
estructura. La neurotoxicidad ejercida por el GT1b sobre las neuronas
dopaminérgicas de la SN es mediada, al menos en parte, por la

liberacion de NO de las células microgliales.

Inmunoglobulinas G. Las células microgliales también son activadas
por inmunoglobulinas G (IgGs) de pacientes parkinsonianos en
presencia de membranas celulares dopaminérgicas modificadas por
bajas dosis de dopa-quinona o H;O,, pero no en presencia de
membranas celulares colinérgicas (Le y col., 2001). Esta activacion
requiere del receptor microglial FCgammaR. A pesar de que la
activacion microglial produce la liberacion de varias citokinas y
especies reactivas de oxigeno, solo el NO y el H,O, parecen mediar el

dafo celular dopaminérgico inducido por la microglia.
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Fig.9. Interacciones neurona-glia que podrian llevar a la muerte neuronal. La
inflamacion puede estar inducida directamente por diversos factores “externos”
como un accidente cerebrovascular (ACV), una infeccion o un traumatismo, que
también podrian producir la rotura de la BHE con la consiguiente extravasaciéon de
compuestos que podrian activar las células microgliales y llevar a la formacion de
RLO. Ademas, la microglia activada libera varios compuestos, como citokinas
proinflamatorias, NO y RLO, lo que podria llevar a la muerte neuronal. Dentro de la
neurona dopaminérgica, la cadena respiratoria mitocondrial puede estar afectada
por toxinas e inhibidores, lo cual llevaria a un fallo energético, a la produccion de
RLO y a la reduccién de la viabilidad de las neuronas. Estos RLO podrian actuar
como una sefal para la activacion de las células microgliales, indicando que las
neuronas no estan sanas. La dopamina puede ejercer una accion téxica a través
de sus metabolitos y formando RLO. La DA también puede formar complejos con la
cisteina, inhibiendo la cadena respiratoria mitocondrial y produciendo mas RLO. La
inhibicién de la activacion microglial puede ser uno de los factores mas importantes
en la prevenciéon de los procesos neurodegenerativos, ya que la eliminacién de la
induccion inflamatoria podrian disminuir el dafio neuronal (Herrera y col., 2004).
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(C) Trombina. La trombina es una serinproteasa multifuncional producida
rapidamente desde la protrombina en los lugares de lesion y de rotura
de la BHE, lo que sugiere que podria entrar faciimente en el SNC.
Estudios previos en nuestro laboratorio (Carrefio-Mduller y col., 2003)
demostraron que la inyeccidn de diferentes concentraciones de
trombina en la SN de la rata produce una fuerte reaccién
macrofago/microglial en esta estructura junto con la induccion de la
expresion de diversas citokinas y mediadores de la inflamacién, tales
como la iNOS, la IL-1a, la IL-1B y el TNF-a.. Ademas, la inyeccion de
trombina produce un dafo selectivo sobre las neuronas
dopaminérgicas de la SN, dejando inalteradas el resto de fenotipos

neuronales presentes en esta estructura.

11. LIPOPOLISACARIDO.

El lipopolisacarido o endotoxina representa el principal componente de
la membrana externa de las bacterias Gram-negativas y juega un papel clave
en el desarrollo de infecciones y sepsis (Rietschel y Brade, 1992; Schletter y
col., 1995). El LPS fue descubierto aproximadamente hace unos 100 afios por
Richard Pfeiffer y, al contrario que la exotoxina segregada por la bacteria del

célera, se trata de una toxina estable al calor (Ulmer y col., 2002).



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

11.1. Estructura del LPS.

Aunque existe una gran variacion en la composicion del LPS, todos ellos
muestran una estructura comun. Se trata de moléculas anfipaticas consistentes
en una parte polisacarida e hidrofila que va unida covalentemente a un
componente lipidico e hidrofoba, denominado lipido A (Fig. 10). El
heteropolisacarido comprende dos regiones: la cadena O-especifica también
llamada antigeno O, formada por unidades repetitivas de oligosacarido; y la
region central o core. Este a su vez se subdivide en core externo (formado por
hexosas), mediante el cual se une al antigeno O, y el core interno (formado por
heptosas). El lipido A se compone en general de un disacarido fosforilado,
unido a dos D-glucosaminas en posicidon 31,6 y que porta un maximo de seis o
siete residuos acilo. Se une al core interno mediante un residuo llamado KDO
(acido 2-ceto-3-desoxioctanoico).

Existen variaciones en la longitud, posicién y numero de acidos grasos

que componen el lipido A.

Polisacarido O-especifico Nucleo polisacaridico Lipido A

Core externo Core interno

Variabilidad alta intermedia baja Muy baja

Fig. 10. Estructura quimica y variabilidad del lipopolisacarido.
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11.2. Interaccion entre el LPS y proteinas solubles de membrana.

Un requisito previo para la activacion de las células por el LPS es su
interaccion con moléculas especificas de unién al LPS en la superficie de sus
células diana. Se han descrito varias estructuras de unién al LPS, pero sélo se
ha demostrado una relevancia fisioldgica para algunas de ellas (Fig. 11).

La proteina de la superficie celular mas importante relacionada con la
union al LPS y a su activacién celular es la glucoproteina de 55 kDa CD14
(Tanaka y col., 2000). EI CD14 existe como una proteina de membrana
(CD14m) anclada a un glicosilfosfatidilinositol (GPI) en las células monociticas,
leucocitos polimorfonucleares y algunos linfocitos B (Gu y col., 1998) y células
epiteliales. La union del LPS al CD14m en los monocitos es necesaria para la
estimulacién de estas células, lo cual lleva a una produccién y liberacién de
mediadores inmunes.

La unién del LPS al receptor CD14 esta fuertemente incrementada por
una glucoproteina sérica de 60 kDa denominada proteina de union al LPS
(LPS-binding protein o LBP) (Staal y Sonsalla, 2000; Tanaka y col., 2000).
Durante la respuesta de fase aguda la concentracion de LBP se incrementa
desde 5-10 yg/ml hasta 200 pg/ml (Staal y Sonsalla, 2000). El LBP reduce la
concentracion de LPS requerida para la activacién de los monocitos formando
complejos LBP-LPS, que son reconocidos por el CD14.

Ademas del CD14m, existen distintos tipos de CD14 solubles (de 48, 53
y 55 kDa) presentes en concentraciones de alrededor de 2-6 ug/ml en el suero
(Frey y col., 1992), y que son liberados por monocitos o bien secretados por

formas libres de GPI (Alam y col., 1997a, b; McNaught y Olanow, 2003). Se
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sabe que el LPS se une directamente a las formas solubles del CD14 (CD14s),
un proceso altamente facilitado por el LBP, a pesar de que esta proteina no
esta presente en los complejos de LPS-CD14s (Andrew y col., 1993). Los
complejos LPS-CD14s permiten la activacion de algunas células sin CD14m,
como células endoteliales, fibroblastos y células del musculo liso que
producirian citokinas (Benveniste, 1992; Good y col., 1992; Wang y col., 2002).
Asi, se ha postulado la existencia de un receptor especifico para los complejos
de LPS-CD14s que se expresaria en estas células y que mediaria la activacién
por el LPS de las células sin CD14. En conclusiéon, el CD14 como receptor
soluble de membrana, jugaria un papel extremadamente importante en el
reconocimiento molecular del LPS en varias células. Sin embargo, parece que
para la activacion celular se requieren moléculas de membrana adicionales.

Células sin CD14
Plaquetas
Células endoteliales
Células musculares lisas

Células
inmunoinflamatorias

LB
P Mies
LBP- LPS
sCD14 LPS
mCD14-LPS TRL
¢otros?
mCD14
cotros?
S 4

INTERNALIZACION
-9  ACTIVACION

P
T Fosforilacion
Calcio

v

| LIBERACION DE MEDIADORES |

TRL
¢otros?

Fig.11 . Mecanismos de activacion celular del LPS
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11.3. Transduccion de seial inducida por el LPS.

En los ultimos afos se han identificado en humanos y ratones una
familia de proteinas denominadas receptores semejantes a Toll (Toll-like
receptors o TRLs). Se trata de proteinas transmembrana con un dominio
extracelular con repeticiones ricas en leucina (LRR) y un receptor
citoplasmatico Toll/IL-1 (TIR) con un dominio de gran semejanza estructural
con el receptor de IL-1 (O'Neill y Greene, 1998; Anderson, 2000). Existen
evidencias que sugieren que estos TRLs son las moléculas mas importantes de
reconocimiento de patégenos y que se utilizan diferencialmente en el inicio de
las cascadas de sefalizacién en respuesta a infecciones con diferentes clases
de patégenos.

Una vez que el LPS estimula las células diana ocurren una serie de
acontecimientos intracelulares. EI mas importante y mejor caracterizado es la
activacioén del factor nuclear NF-kB, que juega un papel central en la regulaciéon
de las respuestas inflamatorias e inmunes (Ghosh y col., 1998; May y Ghosh,
1998). ElI NF-kB representa un grupo de proteinas relacionadas
estructuralmente, incluidas la p65, p50, p52, RelB y c-Rel. En condiciones
normales, el NF-kB se encuentra secuestrado en el citosol como una forma
inactivada homo o heterodimérica, con interacciones no covalentes con sus
proteinas de inhibicion, denominadas IkBs. Tras la estimulacion con el agonista
apropiado, el IkB es fosforilado, ubiquitinizado y degradado. Asi, el NF-kB es
liberado y se trasloca al nucleo iniciando fendmenos de expresion génica.
Dentro de los genes diana del NF-kB se incluyen aquellos que codifican para

citokinas, quimiokinas, moléculas de adhesion, proteinas de fase aguda,
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péptidos antimicrobianos, la INOS vy la ciclooxigenasa 2 (COX-2). En conjunto,
estos mediadores proporcionan proteccion inmediata al huésped e inducen el
desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Ghosh y col., 1998; May vy
Ghosh, 1998).

En los ultimos anos se ha producido una importante expansion de
nuestro conocimiento sobre los mecanismos de sefializacién por los que el LPS
induce la activacion del NFkB. De hecho, se han descubierto varios de los
componentes moleculares implicados en este proceso (Fig. 12). El TLR4 es un
receptor primario transmembrana de sefializaciéon para el LPS. Una vez unido
al CD14, el LPS debe transferirse al TLR4, resultando en la homodimerizacion
del TLR4 y en un cambio conformacional de su dominio citoplasmatico.
Posteriormente, se recluta sobre el receptor una proteina adaptadora llamada
MyD88, lo cual va seguido de la interaccién con la kinasa asociada al IL-1R
(IRAK)-1, -2 o —M. La IRAK se disocia del complejo del receptor y recluta al
factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6), que finalmente resulta en el
ensamblaje y activacion del complejo IKKa/B/y y la posterior fosforilacién y
degradacion del IkB y la traslocacion al nucleo del NFkB.

El mecanismo por el cual el TRAF6 activa a las IKKs no se conoce bien,
aunque hay evidencias que muestran que el TRAF6 podria interaccionar con
moléculas adicionales que ayudarian a activar a proteinas kinasas en cascada,
lo cual llevaria a la fosforilacion y activacion de las IKKs. Se han identificado
tres proteinas TRAF6, denominadas intermediario evolutivo conservado de

sefales en la via Toll (ECSIT), proteinas de union a TAK-1 (kinasa activada por
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el factor de crecimiento transformante ()-2 (TAB2) y proteina de union al

TRAF6 (T6BP) (Zhang y Ghosh, 2000).

LPS

1 TLR4
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Fig. 12. Vias de sefalizacion
inducidas por el LPS que
acaban en la activacion del
NFkB. Tras la unién del LPS al
CD14, éste puede ser
transferido al complejo receptor
TLR4-MD-2 en la membrana

celular o bien activar una
cascada de proteasas que
generan un ligando para el

TLR4. Consecuentemente, el
TLR4 puede dimerizarse, lo cual
resultaria en un reclutamiento
en cascada de moléculas y por
ultimo en la activacion del
NFkB, asi como en |Ia
transcripcion de varios genes
implicados en la respuesta
inmune e inflamatoria. Por otro
lado, el TLR2 es el responsable
de mediar la sefial inducida por
otros productos microbianos vy,
al igual que en la cascada del
LPS, se usan idénticos
intermediarios de senalizacion
para activar al NFkB. Las vias
de senalizacién independientes
de MyD88 también existen en la
activacion del NFkB inducida
por el LPS; sin embargo, las
identidades moleculares de
estos mediadores aun no han
sido determinadas. Adaptado de
Zhang G. y Ghosh S. Molecular
mechanisms of NF-kappaB
activation induced by bacterial
lipopolysaccharide through Toll-
like receptors. J Endotoxin Res.
2000;6(6):453-7.
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Existen otras vias de transduccion de sefales del LPS. En diversos
estudios in vitro con monocitos y fibroblastos se han implicado proteinas G y
pequefas proteinas G que pueden participar en la activacion  de
tirosinakinasas (TK) (Tanke y col., 1991; Mayeux, 1997), la fosfolipasa C (PLC)
y A2 (PLA2) (Chang y col., 1990; Fleming y col., 1996), asi como la calmodulina
(Nakano y col., 1993; Mattson y col., 1996). También se ha atribuido el papel
de segundo mensajero a la esfingomielasa (SM), que hidrolizaria la
esfingomielina en ceramida, la cual activaria diferentes proteinfosfatasas (PPT)
y proteinkinasas (PK), como la PK activada por ceramida (Joseph y col., 1994),
que podrian intervenir en la sefial del LPS activando o inhibiendo diversas
enzimas como la PK C, las fosfolipasas PLC y PLA,, y la COX-2 (Hayakawa y
col., 1996; Liu y col., 1999).

Otra via es la formada por las PK, en la cual estan implicados varios
grupos: las serina-treonina PK A y C (Shapira y col., 1994; Kozak y col., 1997)
y un gran conjunto de TK (Ruetten y Thiemermann, 1997). El conjunto de las
TK activadas por mitogenos, MAP kinasas (MAPK), también participan en gran
medida en las sefales intracelulares del LPS. Esta gran familia consta de PK
que fosforilan restos de serina-treonina y tirosina-treonina. Segun diferentes
estudios in vitro realizados en macrofagos, otros leucocitos, células
endoteliales, células musculares lisas y otros tipos celulares (Arditi y col., 1995;
Downey y Han, 1998; Baydoun y col., 1999), existen al menos cuatro
subgrupos de MAPK, de los cuales se ha descrito que tres estan relacionados
con las respuestas inducidas por el LPS. Una de ellas esta formada por las

kinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK). Las otras vias
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relacionadas con las MAPK incluyen el conjunto de proteinas que forman la
subfamilia de PK del factor de transcripcion c-jun, llamadas JNK.

Las kinasas p38 también juegan un papel crucial en la regulacion de la
respuesta con citokinas tras la estimulacién con el LPS. De hecho, se sabe que
un inhibidor especifico de estas kinasas, el SB203580, previene
completamente la liberacién de citokinas tras la estimulacion de los monocitos

con el LPS (Lee y col., 1994).

11.4. EI LPS como modelo de la enfermedad de Parkinson.

Los procesos inflamatorios, incluida la activacion microglial, parecen ser
importantes en el desarrollo y progresion de varias enfermedades neuronales
degenerativas, entre ellas la EP (McGeer y col., 1988a, b; Akiyama y McGeer,
1989). La cinética de la reaccion inflamatoria que sigue a la infusidn
intracerebral del LPS ya se ha descrito en el SNC de ratones (Anderson y col.,
1992) y rata (Bourdiol y col., 1991; Montero-Menei y col., 1994, 1996;
Szczepanik y col., 1996). De igual manera, estudios previos de nuestro grupo
de investigacion trataron de determinar si la activacion glial inducida por una
unica inyeccion de LPS en la SN podria tener algun efecto sobre la viabilidad
de las neuronas dopaminérgicas in vivo y si este efecto era selectivo de este
tipo de neuronas. El modelo que describieron permitiria determinar en qué
medida esta implicada la activacion glial en la progresiva degeneracion nigral
caracteristica de la EP y también en qué medida los factores derivados de la

glia, como las citokinas o la deprivacion de factores neurotréficos,
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clasicamente asociados con una importante muerte neuronal in vivo, estan
implicados en la degeneracion dopaminérgica.

La inyecciéon de 2 ug de LPS en la SN de la rata produjo una serie de
eventos en esta estructura cerebral (Castafio y col., 1998). Cuatro dias
después de la inyeccion de LPS hubo una degeneracion del sistema
dopaminérgico puesta de manifiesto por el descenso significativo de los niveles
de DA tanto en la SN como en el estriado. Mientras que los niveles de DA
decrecieron, las relaciones HVA/DA y DOPAC/DA se incrementaron en todos
los tiempos en la SN y el estriado, lo que indicaria que el daino dopaminérgico
inducido por la inyeccién de LPS incrementa la transmision sinaptica de DA. El
descenso en los niveles de DA también esta en consonancia con el descenso
en la actividad de la TH (la enzima inicial y limitante de la biosintesis de
catecolaminas), sobre todo en el estriado. Este dafio sobre las neuronas
dopaminérgicas también se puso de manifiesto por la pérdida de neuronas TH-
positivas en la SN.

La neurodegeneracion encontrada esta de acuerdo con estudios previos
con LPS. Andersson y col.,, (1992) describieron la pérdida de -ceélulas
piramidales de la capa CA1 del hipocampo de ratones tras una infusion
intrahipocampal aguda de 2 ug de LPS. Ademas, se ha descrito una leve pero
significativa pérdida de receptores neuronales NMDA tras una unica inyeccion
de LPS en el estriado (Bourdiol y col., 1991).

La eficacia del LPS como activador inmune en el SNC se mostré por el
cambio en la morfologia de la microglia y el incremento del numero de células

OX-42 positivas (Fig. 13). Dos dias tras la inyeccion de LPS, las células
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microgliales ya muestran una morfologia activada en la SN dafada. Este
resultado esta de acuerdo con estudios previos que muestran que el LPS es un
potente estimulante de la microglia (Andersson y col., 1992b; Lee y col., 1993;

Montero-Menei y col., 1994, 1996).

FASE II

Microglia activada
fagocitica

Fig.13. Representacion esquematica de los cambios de morfologia que sufre la
microglia tras la inyeccion de LPS en la SN de la rata. Tras la inyeccion con LPS
la microglia residente se transforma en microglia activada, caracterizada por

procesos mas gruesos Yy escasos hasta acabar tomando la morfologia
redondeada tipica de la microglia fagocitica.

La reaccion inflamatoria inducida por la inyeccidon de LPS parece afectar
de distinta manera a los diferentes tipos neuronales. Estudios in vitro han
mostrado que las neuronas dopaminérgicas son dos veces mas sensibles a los
efectos toxicos del LPS que las neuronas TH-negativas (Bronstein y col., 1995).
Nuestro grupo mostré en estudios previos que las neuronas dopaminérgicas
son sensibles al LPS sdélo cuando éste se ha inyectado en la SN. Los distintos

parametros bioquimicos e inmunocitoquimicos estudiados mostraron que la
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inyeccion de LPS en el HPM o en el estriado no afectan al sistema
dopaminérgico, excepto por un incremento en los niveles de DA y DOPAC en el
estriado a los 15 dias tras la inyeccion de LPS en esta estructura, lo que podria
deberse a un incremento en la produccion de factores de crecimiento en
respuesta al LPS.

Esta diferente reaccion inflamatoria entre la SN y el estriado también fue
patente en las caracteristicas de desaparicion de los astrocitos en el lugar de la
inyeccion del LPS, de manera que cuando el LPS fue inyectado en el estriado,
el area carente de astrocitos fue muy estrecha y localizada alrededor del tracto
de inyeccion, y no se observaron fuertes agrupaciones de macréfagos.

La pérdida de astrocitos ya se habia descrito tras distintos dafios en el
SNC, como con la inyeccion de excitotoxinas (Bjorklund y col., 1986; Ross y
Ebner, 1990; Dusart y col., 1991; Fernaud-Espinosa y col., 1993; Jgrgensen y
col., 1993), ataque (Eriksdotter-Nilson y col., 1987) y con la inyeccion de 6-
OHDA en el HPM (Stromberg y col., 1986). Sin embargo, algunos autores no
han observado pérdida de astrocitos cuando se inyectaron neurotoxinas en el
estriado (Bjoklund y col., 1986; Isacson y col., 1987). La desaparicion de los
astrocitos puede deberse a la apertura de la BHE junto con una reaccién
masiva de microglia y macrofagos y reclutamiento de leucocitos. La hinchazén
de los astrocitos con desorganizacion del citoesqueleto se ha descrito en areas
de pérdida de BHE, pero no es posible concluir si la hinchazén de los astrocitos
es la causa o la consecuencia de la apertura de la BHE (Kimelberg y Ransom,
1986). Tras la apertura de la BHE, como en el caso de la muerte neuronal, el

incremento masivo en componentes séricos, como el glutamato, pueden inducir
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la hinchazén de los astrocitos (Kimelberg y Ransom, 1986). Sin embargo,
también tenemos que tener en cuenta que en estudios in vitro, el LPS altera la
funcidn astrocitica y su estructura a través de la liberacion de citokinas
proinflamatorias (Hu y col., 1994).

Al contrario que su efecto sobre el sistema dopaminérgico, el LPS no
afectd otros tipos neuronales estudiados. Estos estudios mostraron que el LPS
no indujo dano sobre las neuronas GABAérgicas tras la inyeccién de LPS en la
SN o en el estriado. Por su parte el sistema serotoninérgico mostré un dafo
transitorio (Herrera y col., 2000); los niveles de serotonina descendieron desde
el dia 4 en adelante pero volvieron a sus valores normales al dia 15 en el
estriado y al 21 en la SN, mientras que los niveles de DA no se recuperaron
durante todo el intervalo estudiado. El incremento en los niveles del acido 5-
hidroxiindolacético en el dia 2 podria indicar un aumento de Ila
neurotransmision de serotonina. Las alteraciones en los niveles del acido 5-
hidroxiindolacético desaparecieron desde el dia 15 en adelante, reforzando la
idea de que el tratamiento con LPS fundamentalmente afecta al sistema
dopaminérgico. Igualmente, la inyeccion de LPS en el rafe dorsal no produjo
cambio alguno en la inmunotincion de las células serotoninérgicas.

Asi, parece que el proceso neuronal inducido por el LPS, al menos en
las areas estudiadas, es especifico de las neuronas dopaminérgicas y se
dispara en el cuerpo neuronal de la SN. La degeneracién debe ser producida
por la inflamacién inducida por el LPS.

Ademas, los anteriores trabajos de nuestro grupo no solo muestran que

el dafo inducido por el LPS es especifico para las neuronas de DA sino
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también que este dafo no se revierte durante el periodo de tiempo estudiado (1
afno). Las medidas de la concentracion de DA, la actividad de la TH y los
analisis inmunohistoquimicos 1 afno después de una unica inyeccion de LPS en
la SN, revelaron la pérdida de marcadores de DA en torno al 50-60%. Aunque
hay algunas variaciones en los resultados con HPLC, el estudio de los distintos
indices de recambio parecen indicar que no hay cambios significativos en el
recambio de la DA tras la inyeccion de LPS, indicando un posible mecanismo
compensatorio mas que una recuperacion celular como motivo de estos
cambios. Por todo ello, se puede asumir que el dano inducido por el LPS en el
sistema dopaminérgico es permanente.

En conclusién, esots estudios demostraron que una unica inyeccion de
LPS produce una fuerte respuesta inflamatoria en la SN lo que lleva al dafio de
las neuronas de DA sin afectar a otros tipos neuronales. Esta
neurodegeneracion se dispara en el cuerpo neuronal, lo que esta de acuerdo
con Patt y col.(1991) que sugieren que en la EP la lesion se inicia en la SN. El
dafio es permanente, al menos en el periodo de tiempo estudiado (1 afio) y se
acompana por el dafio en las terminales dopaminérgicas en el estriado.

Todos estos resultados muestran las diferencias entre los efectos
neurotdxicos sobre las neuronas dopaminérgicas inducidos por el LPS y la 6-
OHDA o el MPP*; asi, la 6-OHDA o el MPP* son inductores mas potentes de
neurodegeneracién cuando se inyectan en estas estructuras, debido a la alta
actividad del transportador de DA en esta areas (Jones y col., 1995; Santiago y
col., 1995), matando las neuronas directamente, a través de la produccion de

RLO o por la inhibicidon de la cadena respiratoria mitocondrial respectivamente
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(Youdim y Riederer, 1993; Gerlach y Riederer, 1996), mientras que el LPS
actua indirectamente, a través de la activacion microglial y la liberacién de
productos neurotéxicos (Banati y col., 1993; Giulian, 1993a, b).

El dafio originado por el LPS sobre las neuronas dopaminérgicas puede
ser debido a neurotoxinas secretadas por la microglia como el NO (Piani y col.,
1991; Banati y col., 1993; Giulian y col., 1993a, b; Lees, 1993). En el SNC se
ha identificado la activacién de la isoforma de la INOS de tipo Il en astrocitos y
microglia en respuesta al LPS o la interleukina-13 (Murphy y col., 1993). Esta
activacion podria conducir a una liberacién sustancial de NO, que es citotdxico
tanto para las células del huésped como para las de los agentes infecciosos.
Para examinar el posible efecto del NO sobre la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la SN producida por el LPS, se inhibié la NOS a través de la
administracion sistémica de L-NOARG (N“-nitro-L-arginina), un inhibidor de la
NOS. Bajo estas condiciones se encontr6 que el L-NOARG no revirtié la
disminucioén en los niveles de DA ni la actividad de la TH inducidas por el LPS.
Estos resultados, sin embargo, no estan de acuerdo con los aportados por
Bronstein y col. (1995) donde, en cultivos celulares, los autores encontraron
que el tratamiento de las células con un inhibidor de la NOS prevenia los
efectos neurotoxicos del LPS sobre las células TH-positivas. Esta discrepancia
puede deberse a que este estudio fue realizado in vivo. Sin embargo, dichos
resultados estaban de acuerdo con los descritos previamente por nuestro grupo
(Santiago y col., 1994), donde la inhibicién de la produccién del NO no protegid
al sistema dopaminérgico contra el dafio producido por el MPP”, y con trabajos

previos de Sawada y col.(1996), que encontraron que los agentes generadores
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de NO mostraron unos efectos neurotdxicos restringidos exclusivamente a las
neuronas no dopaminérgicas (Sawada y col., 1996). Todos estos datos
parecian sugerir que en nuestro modelo la neurotoxicidad dopaminérgica no
estaba mediada por el NO.

Las enfermedades cerebrales que progresan lentamente y que estan
asociadas a un foco de inflamacién podrian relentizarse o incluso curarse a
través de medidas antiinflamatorias. Al mismo tiempo, la inflamacion es una
diana farmacolodgica atractiva, ya que progresa a lo largo de varios dias tras el
dafio. Ademas, la intervencion con agentes antiinflamatorios no produciria
efectos secundarios intolerables (Barone y Feuerstein, 1999). Las células
diana de este tipo de tratamientos son las células microgliales, el centro y
fuente de moléculas que apoyan e inhiben la inflamacion.

La terapia con glucocorticoides se ha usado mucho en neurologia clinica
para el tratamiento de inflamaciones cerebrales (Anderson y Cranford, 1979;
Norris y Hachinski, 1986) y dafios en la médula espinal (Bracken y col., 1990).
Estudios previos mostraron in vivo que la degeneracion dopaminérgica inducida
por una unica inyeccion de 2 ug de LPS puede prevenirse con dexametasona
(Castano y col., 2002), un antiiflamatorio glucocorticoide muy usado y con
marcados efectos en la cascada proinflamatoria. El tratamiento de los animales
con LPS y dexametasona podria poner de manifiesto las implicaciones de la
inflamacion en los procesos degenerativos dopaminérgicos.

Estos estudios mostraron que la fuerte activacion microglial encontrada
tras la inyeccibn con LPS se previene a través del tratamiento con

dexametasona. El LPS no so6lo produjo un aumento en la proliferacion de la
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microglia sino que también aumentd la expresién del CMH clase II. La microglia
residente no expresa de manera constitutiva el CMH II. Sin embargo, su
expresion aumenta rapidamente tras distintos tipos de dafio en el SNC
(Akiyama y col., 1988), isquemia (Gehmarnn y col., 1992), degeneracion
Walleriana (Rao y Lund, 1993) y encefalomielitis alérgica experimental (Vass y
col., 1986). La expresion del CMH Il en la microglia se considera no sélo un
marcador de la activacion microglial sino que también se suele interpretar como
una evidencia de la capacidad de presentacién de antigenos. En estos
estudios nuestro grupo mostré que la dexametasona no sélo inhibia el niumero
de células OX-42 positivas (42.5% del grupo con LPS) sino también el numero
de microglia/macrofagos que expresan el CMH 1l (63.8% del grupo con LPS).
Estas observaciones estan de acuerdo con trabajos previos que describen que
los glucocorticoides disminuyen la expresion del CMH 1l (Kiefer y Kreutzberg,
1991; Loughlin y col., 1992). Sin embargo, la dexametasona no fue capaz de
prevenir la pérdida de astrocitos.

La dexametasona también previno la pérdida del contenido de
catecolaminas, de la actividad de la TH y de la inmunotincion de TH. Tras una
inyeccion subcutanea diaria de dexametasona (a lo largo de 15 dias), la DAy
sus metabolitos recuperaron valores normales. Asi pues, en la SN, el grupo
tratado con LPS mostré niveles de alrededor del 65% del grupo control para la
DA y la 3-metoxitiramina y del 79% para el DOPAC, mientras que en el grupo
tratado con LPS/dexametasona los niveles de DA y sus metabolitos volvieron al
86-100% de los valores del grupo control tratado s6lo con dexametasona. En el

estriado, se encontré una proteccion similar en los niveles de monoaminas y en



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

la actividad de la TH, la cual se incrementd desde el 53.4% del control en el
grupo con LPS hasta el 91.7% del grupo con dexametasona en el grupo tratado
con LPS/dexametasona). La proteccion observada con la dexametasona podria
deberse a una inhibicion de los eventos citotoxicos mediados por la microglia.
Se sabe que la supervivencia neuronal se incrementa en numerosos sistemas
cuando se reduce la activacién microglial (Thanos y col., 1993; Moore y
Thanos, 1996; Rogove y Tsirka, 1998). Como ya se ha mencionado, los
glucocorticoides son potentes antiinflamatorios que interfieren con muchos de
los procesos caracteristicos de la activacion microglial. Asi, la dexametasona
inhibe la produccion de TNF-a inducida por el LPS (Han y col., 1990) y de IL-1
(Kern y col., 1988; Kimberlin y col.,, 1995) e impide la liberacion de IL-6
estimulada por el LPS en los astrocitos (Grimaldi y col., 1998).

Ya hemos mencionado que la activacion de la microglia puede ejercer
efectos perjudiciales a través de la liberacién de moléculas inflamatorias (como
la IL-1B, el TNF-a y NO), y que la activacién de las células gliales del cerebro
con el LPS estimula la liberacibn de NO y de varias citokinas,
fundamentalmente TNF-a, IL-13 e IL-6 (Jeohn y col.,, 1998). Sin embargo,
hemos mostrado que el LPS puede causar la desaparicion de
inmunorreactividad de neuronas TH en la SN independientemente del NO
(Castano y col., 1998). También se sabe que le TNF-a se detecta en cerebros
de pacientes con EP. Teniendo en cuenta estas consideraciones nuestro grupo
traté de profundizar en los componentes inflamatorios responsables del dano
catecolaminérgico inducido por el LPS. Para ello, se inyectaron TNF-a, IL-153 e

IFN-y a diferentes dosis para comparar sus efectos con aquellos descritos para
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el LPS. Con ello se esperaba mimetizar la neurodegeneracion inducida por el
LPS a través de la inyeccidn de estas citokinas. Curiosamente, no llegaron a
mimetizar el dafo inducido por el LPS y ninguno de los marcadores
dopaminérgicos estudiados sufrid un descenso significativo. La activacion de
las células microgliales quedd confinada cerca del tracto de inyeccion e incluso
la poblacién astrocitica, que no se protegié con la dexametasona del dafio
producido por el LPS, parecié similar a la encontrada en animales controles
tras la inyeccién de citokinas.

Teniendo en cuenta estos resultados y los demas datos obtenidos de la
literatura sobre la actuacion del LPS en la produccién de citokinas, no se puede
descartar que el dafio inducido por el LPS en el sistema nigroestriatal
dopaminérgico pueda ser debido, al menos en parte, a una cascada de eventos
independiente de la descrita para el TNF-o/IL-13 o IFN-y.

En conclusién, estos resultados mostraron como la neurodegeneracion
dopaminérgica nigroestriatal relacionada con la inflamacion puede ser
prevenida por la dexametasona. Por eso, estos resultados podrian tener
implicaciones en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas, incluida la EP.

En este mismo contexto la minociclina estd emergiendo como una
prometedora molécula neuroprotectora debido a sus propiedades
antinflamatorias, lo que ha sido probado con éxito bajo distintas condiciones de
neurodegeneracion. Esto incluye la isquemia cerebral global (Yrjanheikki y col.,
1998), la isquemia cerebral focal (Yrjanheikki y col.,1999), el dafo cerebral

neonatal hipéxico/isquémico (Arvin y col., 2002), la excitotoxicidad (Tikka y col.,
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2001), la esclerosis multiple (Popovic y col., 2002), enfermedad de Huntington
(Cheny col., 2000) y la esclerosis lateral amioatréfica (Zhu y col., 2002).

Estudios previos de nuestro grupo, usando una inyeccion intranigral de
LPS in vivo, demostraron que el tratamiento crénico con minociclina protege las
neuronas dopaminérgicas del dafio inducido por el LPS de forma efectiva
(Tomas-Camardiel y col.,2004). Este efecto protector se hizo extensivo a la
poblacion astrocitica. Ademas, el tratamiento con minociclina fue muy efectivo
previniendo el incremento a largo plazo de la inmunorreactividad de 3-
nitrotirosina (3-NT) y la rotura de la BHE inducidas por el LPS en la SN. Por
ultimo, el tratamiento con minociclina previno la activacion de la microglia y la
expresion de determinadas citokinas, como la IL-1a y el TNF-a, tras una unica
inyeccion intranigral de LPS.

Estos resultados pueden ayudar a clarificar los mecanismos por los que
el LPS induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SN. En este
contexto, la INOS estd surgiendo como una actividad enzimatica potente y
dafina relacionada con la muerte celular (para revision ver Czlonkowska y col.,
2002). El estudio espaciotemporal detallado de los patrones de induccién de
citokinas y moléculas proinflamatorias relacionadas en respuesta a una Unica
inyeccion intraestriatal de LPS ha demostrado que desde los 2 dias, la
actividad de los transcritos disminuye, y a los 3 dias, esta sustancialmente
disminuida o incluso ausente, de manera que las inducciones mas notables
tienen lugar dentro de las 16 primeras horas (Stern y col., 2000). Un curso
temporal similar de cambios de la proteina iINOS se ha encontrado en la SN en

respuesta a una unica inyeccién de LPS (Arimoto y Bing, 2003). Sin embargo,
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los analisis moleculares a corto plazo (6 horas) a través de RT-PCR no fueron
capaces de demostrar el efecto positivo de la minociclina previniendo el
incremento en el ARNm de la iINOS y la IL-1B inducido por el LPS, pero si el de
la IL-1o0 y el TNF. Los patrones rapidos y cambiantes inducidos por el LPS en
los ARNm de iNOS e IL-13 pueden haberlos llevado a subestimar el efecto a
corto plazo de la minociclina sobre ambos marcadores al tiempo postlesion
examinado de 6 horas. De hecho, la inducciéon del ARNm de iNOS esta
retrasado en comparacion con lo observado para otras citokinas como el TNF-a
en respuesta al LPS (Stern y col., 2000). Es interesante el hecho de que
aunque las diferencias no son significativas, los valores medios de ambos
marcadores son un 30% menores en los animales tratados con minociclina que
en los encontrados en animales tratados con LPS.

Por todo ello nuestro grupo investigd el patron a largo plazo de la
inmunorreactividad de la 3-NT en la SN bajo dichas condiciones
experimentales. El NO, el producto ultimo de la NOS, parece que contribuye al
nivel de estrés oxidativo que acompana a los cerebros parkinsonianos (Beal,
1998). EI NO reacciona con el superéxido generando peroxinitrito, el cual
parece que media la accién toxica de estas especies (Torreilles y col., 1999). El
peroxinitrito reacciona de formas complejas con diferentes biomoléculas; entre
otros, los peroxinitritos nitrosilan a los residuos de tirosina dando lugar a la 3-
NT (Torreilles y col., 1999). Curiosamente, tras la inyeccion de LPS se produce
una marcada inmunorreactividad frente a la 3-NT en la SN y ademas, el
tratamiento con minociclina reduce el patron de inmunorreactividad de la 3-NT

inducido por el LPS. Todos estos datos sugieren un papel critico de los
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peroxinitritos en la neuropatologia asociada al LPS en la SN. Esta idea esta
corroborada por el hecho de que los peroxinitritos son toxicos para las
neuronas dopaminérgicas en cultivos celulares (Liu y col., 2000a). Ademas, Du
y col. (2001) demostraron que la minociclina bloquea la activacion de la iINOS y
la produccién de NO, y produce una proteccion significativa del sistema
dopaminérgico nigroestriatal frente al dafio inducido por el MPP",
Consecuentemente, estos resultados mostraron en este caso que el NO si que
parece ser un importante mediador de la muerte celular dopaminérgica, y lo
que es mas importante, la minociclina fue muy efectiva protegiendo al sistema
dopaminérgico.

La cuestidn que surge trata del mecanismo mas plausible por el que la
minociclina inhibe el potencial efecto dafino del peroxinitrito y la formacion de
3-NT. La formacion de 3-NT parece necesitar de la produccion de NO vy
superoxido (Torreilles y col., 1999). En nuestro modelo de neurodegeneracién
parece que la iINOS y la NADPH-oxidasa microgliales juegan un papel critico.
Por eso, la inhibicion farmacoldgica de ambas enzimas ha demostrado conferir
proteccion en el modelo del LPS (Gao y col., 2002; Iravani y col., 2002; Arimoto
y Bing, 2003). Consecuentemente, la capacidad de la minociclina para inhibir
significativamente la activacién microglial proporciona una explicacion plausible
para la menor inmunorreactividad de la 3-NT encontrada en los animales
tratados con LPS.

Aunque estos datos sugieren una implicacion de los peroxinitritos en los
eventos patoldgicos que suceden a la inyeccidn con LPS, también se deberia

considerar la posibilidad de que ciertas citokinas participen en la cascada de
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sefalizacion que conduce a la muerte dopaminérgica y la pérdida significativa
de astrocitos. Puesto que la produccion de NO y el dafio oxidativo relacionado
con él también se asocian a la disrupcion de la BHE (Shukla y col., 1995;
Calingasan y col., 1998), se quiso saber la extension de la rotura de la BHE
tras la inyeccién de LPS, la posible correlacién espacial entre la rotura de la
BHE y la muerte de las neuronas dopaminérgicas y/o los astrocitos reactivos, y
la capacidad de la minociclina para prevenir la rotura de la BHE inducida por el
LPS. Asi, se encontré que la rotura de la BHE fue muy extensa en respuesta a
la inyeccidén con LPS. Curiosamente, la minociclina protegié significativamente
de la rotura de la BHE producida por el LPS. Ademas, se encontré6 una
estrecha correlacion entre la extensién de la rotura de la BHE y el area de
pérdida de astrocitos. El tratamiento con minociclina fue capaz de prevenir la
rotura de la BHE y la pérdida de astrocitos en respuesta al LPS en una
extension similar. Por ello, sugerimos que la rotura de la BHE puede estar
detras de la pérdida de los astrocitos. Si esta asunciéon es correcta, la
minociclina, a través de la proteccion de la rotura de la BHE, podria preservar
la integridad de la poblacion astrocitica, lo que no estd en desacuerdo con
estudios previos que muestran que la minociclina no tiene efectos sobre los
astrocitos (Yrjanheikki y col., 1998).

Estudios recientes sugieren que los astrocitos pueden ser severamente
dafiados y degenerar tras un dafio en el SNC antes del desarrollo de gliosis
reactiva. Este concepto es especialmente evidente en los estudios sobre
traumatismo cerebral (Liu y col.,, 1999; Zhao y col.,, 2003). Existen varios

estudios que tratan sobre cémo la inyeccion de LPS no es util para estudiar la
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poblaciéon astrocitica (Kim y col., 2000; Liu y col., 2000b; Lu y col., 2000;
Arimoto y Bing, 2003). Estos estudioa demostraron que tras una unica
inyeccion de LPS, hay una aparente pérdida de astrocitos en el area que rodea
al sitio de la lesion y astrogliosis en la periferia (Herrera y col., 2000; Castafo y
col., 2002). En estos estudios, fue evidente que los astrocitos estaban ausentes
del lugar de dafio del LPS tanto en la SNc como en la SNr al menos durante la
primera semana tras la inyeccién (Herrera y col., 2000). Desde el dia 9 en
adelante, hay una progresiva disminucién del area carente de astrocitos desde
el borde hasta el centro hasta estar completamente cubierta a los 6 meses
(Herrera y col., 2000). El hecho de que el area carente de astrocitos esté
rellena con células activadas OX-42 positivas con morfologia de macrofago
sugiere que los eventos degenerativos tienen lugar en las células astrogliales
en respuesta al dafio por el LPS. Todo ello sugiere que los astrocitos son
particularmente vulnerables a la inflamacion, lo que podria ser un factor critico
en los eventos degenerativos posteriores que tienen lugar en la SN
considerando las importantes interacciones neurona-glia (Nedergaard y col.,
2003; Ransom y col., 2003). El fallo temprano en la funcion astrocitica en
respuesta al LPS puede comprometer el mantenimiento de la homeostasis en
el microambiente extracelular, alterando las criticas interacciones neurona-glia
y provocando el cese de la liberacion de factores troficos (Zhao y col., 2003).
En este contexto, encontramos una correlacion espacial precisa entre la rotura
de la BHE y la inmunorreactividad de 3-NT, lo que conlleva que la formacion de

peroxinitrito esta tras la disfuncion endotelial que conduce a la rotura de la
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BHE. La cuestion que surge es si la proteccién de la BHE inducida por la
minociclina podria estar detras de un mecanismo de proteccién celular.
Ademas, merecen especial atencidén diferentes serinproteasas, que se
han encontrado en el cerebro en situaciones en las que la BHE estaba
comprometida (para revision ver Gingrich y Tarynelis, 2000). En este contexto,
nuestro grupo ha encontrado recientemente que la trombina, la serinproteasa
mejor conocida por su papel en la cascada de coagulacion, es muy téxica para
las células dopaminérgicas nigrales y los astrocitos reactivos en la SN
(Carrefio-Muller y col., 2003). Por todo ello, estos datos sugieren que los
mecanismos asociados a la degeneracién en la SN en el cerebro adulto de la
rata en respuesta al dafio producido por el LPS no es sencilla. En estudios
previos, hemos demostrado que los corticosteroides protegen de la muerte de
las neuronas dopaminérgicas nigrales inducida por el LPS (Castafio y col.,
2002). Curiosamente, los corticoesteroides, potentes agentes antiinflamatorios,
son los mas importantes en el tratamiento del edema tumoral cerebral ya que
reducen la permeabilidad de la BHE (Papadopoulos y col.,, 2001; Ayata y
Ropper, 2002). Por eso concluimos que la minociclina, una potente molécula
antiinflamatoria, reduce la formacion de citokinas y moléculas proinflamatorias
relacionadas y la permeabilidad de la BHE reduciendo tanto la activacion de la
microglia como la formacién de peroxinitritos por lo que minimiza la muerte
celular. Si futuros estudios demuestran que la inflamacién esta implicada en la
etiopatologia de la EP, estos datos promoverian el uso potencial de la

minociclina para retrasar el inicio de esta enfermedad.
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Todos estos datos nos hacen considerar que el LPS puede proporcionar
un interesante modelo para estudiar los efectos especificos de la inflamacion
en los procesos degenerativos del sistema dopaminérgico, los cuales podrian

jugar un papel importante en la paricién de la EP.
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Nuestro grupo lleva afios estudiando los mecanismos de degeneracion
del sistema dopaminérgico nigroestriado que podrian justificar o estar
implicados en la aparicion de la enfermedad de Parkinson. Entre las
caracteristicas comunes que se han descrito en las zonas afectadas, sustancia
negra y estriado, nos parecié de gran interés el estudio de los marcadores que
demuestran la existencia de inflamacién. Esta inflamacion podria ser un hecho
secundario de la enfermedad. La muerte celular generalmente conlleva una
importante induccién de la inflamacion. Sin embargo también, podria ocurrir
que la inflamacion tuviera una accién directa sobre la neurodegeneracion o que
al menos pudiera participar en la progresion de la misma ya que se trata de un
proceso cronico. Con el fin de estudiar estas posibilidades nuestro grupo
desarroll6 un modelo animal mediante la induccion del proceso inflamatorio en
el SNC. La induccion de la inflamacién se produjo por la inyeccion de
lipopolisacarido, una de las sustancias proinflamatorias mas conocidas y
utilizadas en investigacion. En este modelo se demostré que el LPS era capaz
de inducir inflamacion en el SNC, aunque no todas las estructuras eran
igualmente sensibles a este compuesto. La mas sensible fue la sustancia
negra, estructura especialmente implicada en la enfermedad de Parkinson.
Tampoco todos los sistemas neuronales se comportaron del mismo modo,
siendo especialmente sensibles los cuerpos dopaminérgicos de la sustancia
negra, que precisamente son los cuerpos que degeneran en la enfermedad de
Parkinson. Este modelo demostré6 de una manera fehaciente que el proceso
inflamatorio puede ser capaz por si mismo de inducir la degeneracion del

sistema dopaminérgico de la sustancia negra, y que por lo tanto podria estar
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implicado al menos en la progresibn de su degeneracidon cuando el
desencadenante de la degeneracion fuera otra causa y conllevara, como se
describe in vivo, la induccién de la inflamacion.

En este proyecto, nos proponemos utilizar este modelo para buscar las
causas que pudieran estar implicadas en la especial sensibilidad de los
cuerpos neuronales dopaminérgicos al proceso de inflamacién. Esta especial
sensibilidad se desprende no sélo de que la sustancia negra sea la estructura
mas sensible, que en este caso se justifica por ser la estructura del SNC que
presenta mayor concentraciéon de microglia, lo que conllevaria una maxima
activacién de estas células y la gran produccion de sustancias que participan
en la inflamacién tales como citokinas y radicales libres, con la consiguiente
accion toxica. Sin embargo, dentro de la sustancia negra los cuerpos
neuronales dopaminérgicos son mas sensibles que los de otros tipos
neuronales.

Para este estudio, proponemos que una de las caracteristicas mas
significativas del sistema dopaminérgico es la presencia de elevadas
concentraciones de dopamina enddégena. Se sabe que la dopamina, al menos
en determinadas condiciones, se comporta como un compuesto toxico
productor de estrés oxidativo. Por ello vamos a estudiar la posible influencia de
la dopamina en el proceso degenerativo inducido por la inyeccion intranigral de
LPS.

Para ello, en primer lugar llevaremos a cabo el estudio del proceso
degenerativo inducido por la inyeccion de LPS en condiciones de no

produccion de dopamina. Esta condicion se producira mediante la inhibicidon de
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la enzima tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la formacién de DA,
mediante el tratamiento con a-metilparatirosina (a-MPT), un inhibidor
ampliamente conocido y utilizado de esta enzima.

Para analizar en mayor profundidad el posible papel de la DA,
llevaremos a cabo otros experimentos en los que intentaremos restaurar los
niveles de dopamina al mismo tiempo que mantenemos el tratamiento con a-
MPT. Esto se puede conseguir mediante el uso del tratamiento tipico utilizado
en los enfermos de Parkinson, que consiste en la administracion de L-
DOPA/benserazida; esto produce la sintesis de DA soslayando la inhibicién de
la TH, ya que en este caso la DA es producida por la actuacién de la enzima L-
DOPA descarboxilasa directamente sobre la L-DOPA administrada de forma
sistémica. En estas condiciones se deberian restaurar los efectos producidos
con el tratamiento unico de la inyeccion intranigral de LPS. Con ambos tipos de
experimentos se puede poner de manifiesto de forma bastante inequivoca la
implicacién de la dopamina en el proceso neurodegenerativo.

En el caso de que la dopamina tenga una participacién pasaremos a
estudiar algunos de los posibles mecanismos por los que podria actuar. En
este trabajo hemos seleccionado dos: por un lado se determinara la implicacién
de los receptores de dopamina, concretamente del receptor D2 a través del uso
del sulpiride, un antagonista de este tipo de receptor; por otro lado se tratara de
determinar la implicacion de la liberacién de glutamato y los mecanismos de
excitotoxicidad, para lo cual usaremos un antagonista frente al glutamato, el

acido kinurénico.
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MATERIALES Y METODOS
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1. ANIMALES.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el
«Guidelines of the European Union Council» (86/609/EU), siguiendo las
regulaciones espanolas (BOE 67/8509-12, 1998) para el uso de animales de
laboratorio y aprobadas por el comité cientifico de la Universidad de Sevilla.

En todos los experimentos realizados se usaron ratas albinas macho de
la raza Wistar de 3 meses de edad (200-250 g) criadas en nuestro laboratorio.
Se mantuvieron 3 o 4 ratas por caja a temperatura ambiente constante (22 + 2
°C) y una humedad relativa del 60%, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y
acceso ilimitado a agua y comida (dieta de mantenimiento A.04 de Panlab

S.L.).

2. OPERACIONES QUIRURGICAS.

Las operaciones intracerebrales se practicaron mediante trepanacion del
craneo previa anestesia con hidrato de cloral (400 mg/Kg de peso; i.p.) y
posicionando el animal en un estereotaxico (Kopf Instruments, Tujunga, CA,
EE.UU). Las coordenadas para inyectar los toxicos se tomaron siguiendo el
atlas de cerebro de Paxinos y Watson (1986). Todas las inyecciones se
realizaron en la sustancia negra izquierda a través de una jeringa Hamilton
posicionada a 5,5 mm caudal, 1,8 mm lateral y 8,3 mm ventral con respecto al
punto Bregma. El flujo de inyeccién fue de 0,5 pl/min y el volumen total
inyectado de 2 ul. Después de cada inyeccion se esperaron 5 minutos para

evitar el reflujo a lo largo del tracto de inyeccion.
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3. TRATAMIENTOS.

Para todos los grupos de tratamientos se usaron al menos 5 ratas por
grupo excepto el grupo de a-MPT a 33 °C en el que sélo se usaron 3 animales
dada la alta mortalidad de este tratamiento. El resumen de los distintos tipos

de tratamientos se esquematiza en la figura 14.

3.1. Controles.

El grupo control recibié una unica inyeccion intranigral de 2 uL de
vehiculo (Monastral Blue al 1% en tampon fosfato salino, utilizado como
trazador inerte para localizar el sitio de la inyeccidén). Los animales se

sacrificaron una semana después de la cirugia.

3.2. Tratamiento con LPS.
El grupo tratado con LPS recibié una unica inyeccidn intranigral de 2 pg
de LPS en 2 pL de vehiculo. Una semana mas tarde fueron sacrificados y los

cerebros procesados para posteriores analisis.

3.3. Tratamiento con a-MPT.

Los animales tratados con a-MPT se dividieron en 5 grupos. En todos
los casos el tratamiento con a-MPT se hizo intraperitonealmente con la droga
en suspension en NaCl al 0,9%. Los animales recibieron 2 dosis al dia durante
los 4 primeros dias del experimento inyectandose la primera dosis justo antes
de la inyeccidén de LPS en la sustancia negra. (a) Un grupo recibié una unica

inyeccion de 2 ug de LPS en 2 yL de vehiculo en la sustancia negra y 2 dosis
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diarias de 100 mg/Kg de peso de a-MPT. (b) El segundo grupo se inyecté con
la misma cantidad de LPS en la SN y se tratdé con una dosis de 150 mg/Kg de
peso de a-MPT. (c) Un tercer grupo recibié una unica inyeccién de LPS (2 ug
en 2 pL de vehiculo) en la SN y una dosis de a-MPT de 200 mg/Kg de peso. (d)
El cuarto grupo se traté con LPS (2 pg en 2 pL de vehiculo) en la SN y una
dosis de 200 mg/Kg de peso pero los animales se mantuvieron en un ambiente
calido (33 °C) en un esfuerzo por mantener su temperatura corporal en valores
normales. (e) Por ultimo, un quinto grupo se traté con dosis de a-MPT de 200
mg/Kg de peso pero no recibieron inyeccion alguna de LPS en SN. Todos los

animales fueron sarificados una semana después de la cirugia.

3.4. Tratamiento con L-DOPA/benserazida.

El grupo tratado con L-DOPA/benserazida recibié una unica inyeccién de
2 ug de LPS en 2 L de vehiculo en la SN. 40 minutos antes de la inyeccion
con LPS los animales se inyectaron intraperitonealmente con benserazida (10
mg/Kg de peso). Al tiempo de la inyeccion con LPS los animales recibieron
sendas inyecciones con a-MPT (200 mg/Kg; i.p.) y L-DOPA (25 mg/Kg; i.p.).
Desde este momento, los animales recibieron 2 dosis diarias de a-MPT + L-
DOPA 40 minutos después de las inyecciones con benserazida. Este
tratamiento se mantuvo durante 4 dias. Todos los animales se sacrificaron una

semana después de la cirugia.

3.5. Tratamiento con sulpiride.
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El grupo de animales tratados con sulpiride recibieron una unica
inyeccion de 2 yg de LPS en 2 yL de vehiculo en la SN. Desde el momento de
la inyeccion los animales se trataron con 2 dosis diarias de sulpiride (80 mg/Kg
de peso; s.c.) disuelto en PBS al 1% en acido. Este tratamiento se mantuvo

durante 3 dias. Los animales se sacrificaron una semana después de la cirugia.
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(@) Vehiculo | 1 | 2,3,4,5,6,7
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Fig.14. Representacion esquematica de los tratamientos administrados. Todos los
tratamientos comienzan el dia 1 con una inyeccion de LPS o vehiculo en la SN.
Los grupos llI-VlI ademas recibieron tratamientos sistémicos (i.p.) durante 3 o 4
dias. Las ratas se mantuvieron a temperatura constante (22 °C) excepto el grupo
tratado con a-MPT a 33 °C y se sacrificaron 1 semana después de la inyeccion de
LPS
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3.6. Tratamiento con acido kinurénico.

El grupo de animales tratados con acido kinunérico recibieron una unica
inyeccion de una mezcla que contenia 2 yg de LPS y 30 nmoles de acido
kinurénico en 2 pL de vehiculo (Monastral Blue al 1% en PBS). Una semana

mas tarde todos los animales se sacrificaron.

4. MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL.

Para la medida de las temperaturas corporales (rectales) de los animales
se usé un termémetro Seikuve SB-80 digital. Se tomaron medidas de
temperaturas rectales de todos los grupos de animales tratados con a-MPT y
también de animales controles tratados con LPS y con vehiculo. Las medidas
se realizaron cada 2 horas después del inicio del tratamiento durante 8 horas al
dia y se mantuvieron a lo largo de toda la semana que duraron los
tratamientos. La primera lectura de cada tratamiento coincidié con el momento
de la inyeccion intranigral de vehiculo o LPS en el dia 1. Las medidas se
promediaron para conseguir un unico valor por animal y dia y se expresaron
como medias + desviacion estandar (DE) de al menos 5 animales por cada
tratamiento, excepto para el grupo tratado con 200 mg/kg de ao-MPT vy
mantenidos a 33 °C, donde soélo se usaron 3 animales debido a la alta

mortalidad observada en este tratamiento.
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5. PERFUSION DE LOS ANIMALES.

Para las técnicas de inmunocitoquimica, los animales fueron perfundidos
bajo profunda anestesia con hidrato de cloral (400 mg/Kg; i.p.) con una solucion
de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato, pH 7,4. Los cerebros se
separaron y se crioprotegieron sumergiéndolos en sacarosa en tampon fosfato
salino (PBS), pH 7,4, primero al 10% durante 24 horas y mas tarde al 30%
hasta que se hundieron (2-5 dias). A continuacion se congelaron en isopentano
a —15 °C y se cortaron en un criostato en secciones de 30 um. Dichas

secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados.

6. INMUNOCITOQUIMICA.

6.1. Inmunocitoquimica frente a TH, OX-6 y GFAP.

Para localizar y cuantificar el dafio en neuronas dopaminérgicas y en las
poblaciones microgliales y astrogliales se usaron técnicas de
inmunocitoquimica frente a TH, OX-6 y GFAP. El anticuerpo frente a TH
reconoce a la tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de DA y por
tanto buen marcador de neuronas dopaminérgicas. El OX-6 reacciona con el
determinante  monomorfico del complejo mayor de histocompatibilidad I
presente en la microglia activada. El GFAP es capaz de reconocer a la proteina
fibrilar acida presente en los astrocitos. Todos los anticuerpos se obtuvieron de

suero de ratdén. Las inmunocitoquimicas se realizaron sobre secciones de 30
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pm de grosor de cerebros procedentes de animales perfundidos. Todos los
lavados y diluciones se realizaron con tampon Tris salino (TBS) a pH 7,4.

Para los tres anticuerpos se siguié un protocolo comun que solo se
diferencié en las concentraciones de los distintos anticuerpos primarios (1:200
para la TH, 1:200 para el OX-6 y 1:300 para el GFAP). Las secciones se
descongelaron y se dejaron secar durante unos minutos a temperatura
ambiente. Después de varios lavados de 10 minutos cada uno se procedio a la
activaciéon de la peroxidasa endégena mediante una solucion de H;0; al 0,3%
en metanol. Las secciones se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con suero de caballo al 1% en tampdn TBS y posteriormente durante
18 horas con una solucién del anticuerpo primario que contenia 0,25% de triton
X-100 y 1% de suero de caballo a 4 °C en una camara con humedad para
evitar que las secciones se sequen. El resto de la técnica se realizd a
temperatura ambiente. Tras otra serie de lavados en TBS las secciones se
trataron con una solucion de IgG biotinilado de caballo frente a raton preparada
al 0,5% en tampén TBS con un 0,25% de triton X-100 durante dos horas.
Posteriormente y tras una nueva serie de lavados en TBS las secciones se
incubaron durante una hora con una solucién de ExtrAvidin®-Peroxidade (Kit
ABC) diluido al 1% en TBS. La peroxidasa se visualizdé revelando con una

solucion estandar de diaminobenzidina/hidrogeno durante 5 minutos.

6.2. Analisis de los datos obtenidos por inmunocitoquimica.
Para la medida de las areas carentes de inmunorreactividad frente a

GFAP expresadas en mm? se utilizd el programa de analisis de imagen
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AnalySIS® (Soft Imaging System GMBH, Miinster, Alemania) acoplado a una
camara de fotos digital Polaroid (Polaroid Corporation, Cambridge, MA,
EE.UU.) que fue montada en un microscopio 6ptico DMLB de Leika (Leika
Mikroskopie, Wetzlar, Alemania). El contaje del numero de células OX-6
positivas se realizé utilizando 5 campos por seccion y 5 secciones por animal.
Los resultados se expresaron como células por mm?. En el caso de las
neuronas TH inmunopositivas en la sustancia negra, el contaje se realizo
usando 5 campos por seccion y 5 secciones por animal y los resultados se

expresaron como numero de neuronas por seccion.

7. HIBRIDACION IN SITU.

7.1. Obtencion de la ribosonda.

En nuestro estudio usamos diferentes clones que fueron sembrados en
placas de agar con medio de crecimiento Luri (LB) con 100 ug/mL de ampicilina
como antibidtico. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas para
conseguir colonias aisladas. Por cada clon se resembr6 una colonia, esta vez
en 25 mL de LB liquido y con la misma concentraciéon de ampicilina y se incubd
a 37 °C con agitacion de 200 r.p.m. durante 16 horas. Tras esto se realizo la
extraccion del ADN plasmidico utilizando un Plasmid Midi Kit de Quiagen. A
continuacion se procedié a la linealizacion de los distintos clones, incubando
cada uno de ellos a 37 °C durante 2 horas con la enzima de restriccion
correspondiente para obtener las sondas sentido y antisentido. Por ultimo, el

ADN linealizado se fenolizé y precipitd con etanol absoluto en frio y acetato
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sédico 3M (pH 5,3) para eliminar los restos de enzimas y sales remanentes tras
las manipulaciones previas. Después de esto y tras cada paso intermedio, se
realizaron electroforesis de alicuotas de 1 yL de cada uno de los clones en
geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio, con objeto de visualizar y
cuantificar el ADN.

Posteriormente, se procedid a la transcripcion de este ADN para la
obtencién de la ribosonda. La mezcla de reaccion contenia: 20 unidades de
polimerasa, el tampon proporcionado con ésta, ATP, CTP y GTP, cada uno a
concentracion de 1 mM, 125 uCi de [*°S] UTP 30 pM (1300 Ci/mmol), DTT 4
mM y 7,2 unidades de inhibidor de la ribonucleasa. La reaccion de marcaje
transcurrio a 37 °C durante 2 horas y fue parada con EDTA 0.5 M.
Seguidamente se separd el isotopo incorporado al ARNc del que no lo fue
mediante columnas de Sephadex y posterior centrifugacién durante 2 minutos a
735 x g.

Los clones empleados fueron:

1. EI ADNc de TH de rata clonado en PGEM-4Z como un inserto de
EcoRI-Kpnl de 380-pb, fue amablemente cedido por el Dr. Sokoloff
(INSERM, Paris). Para preparar la ribosonda antisentido de TH, este
plasmido se linealizé con EcoRl y fue usado como molde con la ARN
polimerasa T7 (Diaz y col., 1995). Para preparar la ribosonda sentido
de TH el plasmido se linealizé con Smal y fue usado como molde con
la ARN polimerasa SP6 (Diaz y col., 1995).

2. El ADNc del trasportador de dopamina de rata contenido en un

fragmento de Xbal-Hindlll de 800-pb clonado en pRc/CMV (Invitrogen
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Corporation), fue amablemente cedido por el Dr. M. P. Martres
(INSERM, Paris). Este plasmido se linealizé con Xbal y se us6 como
molde con la ARN polimerasa T7 para preparar la ribosonda
antisentido del DAT. Para preparar la ribosonda sentido del DAT el
mismo plasmido se linealizé con Hindl y se us6 como molde con la
ARN polimerasa SP6 (Diaz y col., 1995).

3. Plasmidos pBluescript SK, conteniendo la secuencia de la acido
glutamico descarboxilasa 67 (GADs7) como un inserto de EcoRI de
3.2 kpb (clones 14 y 18), fueron amablemente cedidos por el Dr. A.
Tobin (UCLA, Los Angeles, EE.UU). EIl ADNc de GADg; fue aislado
de una libreriade ADNc 1 gt-11 preparada a partir de ARN poli (A) del
cerebro adulto de rata (Erlander y col., 1991). Para preparar el
transcrito sentido de GADgy7, el clon 14 fue digerido con Sall y usado
como molde con la polimerasa T3. Para preparar el transcrito
antisentido de GADe7, el clon 18 fue digerido también con Sall y
usado como molde con la ARN polimerasa T3.

4. EI ADNc del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) clonado
en PGEM-4Z como un inserto de 460-pb (Promega, Madison, WI,
EE.UU) fue amablemente cedido por Genetech (South San
Francisco, CA, EE.UU). Para preparar las ribosondas sentido vy
antisentido de BDNF, este plasmido se lineariz6 con Hindl y EcoRl,
respectivamente, y el ADN obtenido fue usado como molde con la

ARN polimerasa SP6 o T7 (Research Biochemicals).
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7.2. Reaccion de hibridacion.

Las secciones de 12 um se obtuvieron en criostato disponiéndose sobre
portaobjetos previamente gelatinizados. Una vez descongeladas fueron post-
fijadas en paraformaldehido al 4% durante 30 minutos, continuandose con tres
pasos de lavado de 10 minutos cada uno en tampon fosfato salino (PBS) pH
7,4. Para disminuir las uniones inespecificas las secciones fueron tratadas con
trietalolamina 0,1 M pH 8,0 (1 minuto) y con anhidrido acético al 0,25% en
trietanolamina 0,1M (10 minutos). Se continué con un lavado de 1 minuto en
SSC 2X, preparado a partir de uno SSC 20X (3M de NaCl y 0,3M de citrato
sédico). A continuacién, las secciones fueron deshidratadas mediante paso por
soluciones con concentraciones crecientes de etanol (30, 60, 90 y 100%) vy
secadas al aire. A continuacién se procedié a la hibridaciéon de la sonda de
[**S]JARNc con su secuencia complementaria; previamente la sonda se diluyé
en el tampdén de hibridacion y se desnaturalizé a 80 °C durante 5 minutos.
Dicho tampon se componia de formamida al 50%, solucion Denhardt 0,002%,
SSC 1X, Tris-HCI 50 mM, pirofosfato sdédico 0,1%, ARN de levadura 0,1
mg/mL, esperma de salmén 0,1 mg/mL, EDTA 1mM y sal sédica de sulfato de
dextrano. La hibridacién se llevé a cabo durante 3 horas a 50 °C, enjuagandose
a continuacion en dos soluciones de SSC 2X, una con DTT 20 mM y otra sin
DTT. Seguidamente se sometieron a digestién con ribonucleasa (Rnasa) a 37
°C (20pug/mL de Rnasa A en NaCl 0,5M, Tris-HCI 0,01M y EDTA 1mM, a pH
8,0) durante 30 minutos. Para aumentar la astringencia, las secciones se
dejaron en una solucion de SSC 2X con B-mercaptoetanol 0,02M a 25 °C

durante toda la noche, y otra solucion de SSC 0,1X a 60 °C durante 1 hora.
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Finalmente las secciones fueron deshidratadas en etanoles (30, 60, 90 y 100%)

con acetato amoénico 0,3M y secadas al aire.

7.3. Analisis y cuantificaciéon de la senal de hibridacion.

Como paso previo a la cuantificacién de la senal, los portaobjetos fueron
expuestos a un film de autorradiografia Betamax durante 10 dias.

Para el estudio de la expresiéon del ARNm se cuantifico tanto la densidad
Optica sobre la pelicula de autorradiografia como el numero de granos de plata
sobre neuronas individuales, utilizando un sistema de andlisis de imagen. Las
secciones fueron procesadas para la emulsion autorradiografica. Los
portaobjetos se impregnaron de emulsion LM-1 diluida 1:1 con agua,
manteniéndose en la oscuridad a 4 °C durante 30 dias (tres veces el tiempo de
exposicion del film). A continuacion, las secciones se revelaron con el revelador
D-19 (Kodak) durante 2,5 minutos a 15 °C y se fijaron durante 4 minutos para
tefirlas a continuacion con cresil violeta al 0,5%, pH 3,8, deshidratarlas y
finalmente montarlas con medio de montaje. El marcaje fue considerado
especifico cuando la acumulacion de granos sobre las células individuales en
los nucleos excedio 5 veces el valor del ruido de fondo en la ampliacion 100X.
El area que se considero para la cuantificacion fue aquella de alta densidad de
granos sobre los cuerpos celulares individuales. Debido a los altos niveles de
marcaje, a la disposicion tipica de las agrupaciones sobre los cuerpos y al alto
aumento, la delimitacion fue inequivoca. Sélo las células bien separadas fueron
seleccionadas para la cuantificacion. Se analizaron las secciones

correspondientes al sitio de la lesién de 5 animales por tratamiento, midiéndose
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un minimo de 100 células para cada uno. Se obtuvieron las imagenes TIF
mediante una camara fotografica Polaroid DMC acoplada a un microscopio
Leika y el analizador de imagenes AnalySIS (Alemania). Para el analisis de las
imagenes se empled este mismo soffware, haciéndose previamente una
calibracién con una microescala de °[H] suministrada por el proveedor del
isétopo, asignandose a las unidades de marcaje los valores de densidad
dptica/mm? obtenidos. El sistema identifica objetos usando una ventana

definida por el usuario, midiendo DO/mm?,

8. DESHIDRATACION Y MONTAJE DE LAS SECCIONES

Para la deshidratacién de las secciones se utilizé un procedimiento
general mediante el cual se sumergieron en soluciones de concentraciones
crecientes de etanol (50, 70, 80, 90 y 100%) durante 5 minutos y seguidamente
se mantuvieron durante 15 minutos en Histolemon. El medio de montaje

utilizado una vez completado el proceso fue el DPX.

9. ESTADISTICA.

Los resultados se expresaron como medias + desviacidon estandar. Las
medias se compararon y los resultados se analizaron con una ANOVA de una
via seguido de un test LSD para comparaciones multiples. El analisis

estadistico se llevo a cabo utilizando el programa SGPlus 7.1.
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10. REACTIVOS.

El lipopolisacarido obtenido de Escherichia coli serotipo 026:BC fue
proporcionado por Sigma Chemical Co, EE.UU.

El Monastral®Blue se obtuvo de Sigma Chemical Co, EE.UU.

El inhibidor de la tirosina hidroxilasa, a-metil-p-tirosina, la L-3,4-
dihidroxifenil-alanina (L-DOPA), el benserazida (DL-serina-2-[2, 3, 4-
trinidroxifenilhidracina]), el acido kinurénico (4-hidroxiquinolina-2-acido
carboxilico) 'y el sulpiride  ([-]-N-1-[etilpirrolidin-2-il-metil]-2-metoxi-5-
sulfamoilbenzamida) se obtuvieron de Sigma Chemical Co, EE.UU.

En las determinaciones inmunocitoquimicas de tirosina hidroxilasa (TH),
astroglia y microglia se utilizaron los siguientes productos: como anticuerpos
primarios se usaron anti-OX-6 (1:200) hecho en raton (Serotec, Reino Unido)
que reacciona con el determinante monomorfico del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC IlI); anti-proteina fibrilar acida de glia
hecha en ratén (1:300) (GFAP, Chemicon, EE.UU) y anti-TH (1:200) obtenida
en ratén (Boehringer-Mannheim). El secundario utilizado fue en los tres casos
un anti-lgG biotinilado de Vector (Reino Unido) contra raton obtenido en
caballo, mientras que como sistema de revelado se utilizé el Kit ABC
(ExtraAvidin®-Peroxidase) de Vector (Reino Unido). El suero empleado fue
suministrado por Vector (Reino Unido). El agua oxigenada para la destruccién
de la peroxidasa endogena se obtuvo de Merck, Alemania, mientras que la
utilizada para el revelado con diaminobenzidina fue proporcionada por Sigma

Chemical.Co, EE.UU. Para el revelado de las técnicas inmunocitoquimicas se



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

utilizé tetracloruro de 3,3°- diaminobencidina (DAB), de Sigma Chemical Co,
EE.UU. El Tritén X-100 fue suministrado por Sigma Chemical Co, EE.UU.

Para la deshidratacion y montaje de las secciones se utilizé Histolemon
de Carlo Erba y DPX de BDH.

Como liquido de centelleo se empled Formula-989 LSC Cocktail de New
England Nuclear.

La perfusion de los animales para las técnicas de inmunocitoquimica se
realizé con paraformaldehido de Carlo Erba.

Para la elaboraciéon de las ribosondas empleadas en la hibridacién in
situ, el medio para el desarrollo y mentenimiento de Escherichia coli fue la Base
de Caldo de Luria suministrada por Cultimed y el Agar Bacteriolégico adquirido
a Biolife Italiana. El antibiético empleado fue ampicilina (Sigma Chemical Co).
El ADN plasmidico fue obtenido mediante un Plasmid Midi de Quiagen. Los
plasmidos fueron linearizados con las enzimas de restriccion EcoRI, Xbal y
Sall proporcionadas por Amersham Pharmacia Biotech. Tanto el fenol como el
cloroformo utilizados en la precipitacion del ADN fueron suministrados por
Sigma Chemical Co. Para visualizar el ADN plasmidico tras cada paso se
realizaron electroforesis en geles de agarosa (Pronadisa) tefildos con bromuro
de etidio (Merck).

En los estudios de hibridacion in situ se usé dietilpirocarbamato de Serva
como inhibidor de las ribonucleasas a lo largo de todo el ensayo y uridina 5'[o-
tio] [*°S] triofosfato (UTP) de Amersham Pharmacia Biotech como marcador del
ARNmM. Para la transcripcién de la sonda se empled la polimerasa de ARN T3 y

T7 de Promega, asi como microcolumnas ProbeQuant G-50 de Amersham
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Pharmacia Biotech para la separacion del UTP no incorporado a la sonda. Los
reactivos de uso en el ensayo de hibridacion in situ fueron de calidad para
biologia molecular. Los demas solventes y reactivos fueron de alto grado de

pureza, obteniéndose todos ellos de los proveedores habituales.
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RESULTADOS



Temperatura corporal (°C)
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1. MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL BAJO DISTINTOS

TRATAMIENTOS.

Para determinar si el efecto protector observado tras la administracion
de a-MPT era debido a la hipotermia que esta droga puede llegar a inducir, se
midieron las temperaturas corporales (rectales) de los animales bajo distintas
condiciones (Fig.15). En animales controles (inyectados con vehiculo) la
temperatura corporal oscilé entorno a los 38 °C. En el resto de grupos
monitorizados, la temperatura corporal se mantuvo en valores proximos a los
normales, con la excepcion del grupo tratado con 200 mg/kg de a-MPT, en el
que la temperatura fue disminuyendo a lo largo de la semana de tratamiento
hasta el dia 4. A partir de ese momento, la temperatura se estabilizé en torno a
los 32.7 °C hasta el final del tratamiento. Los animales tratados con 200 mg/kg
de a-MPT pero mantenidos en una alta temperatura ambiental (33 °C)

mantuvieron los valores normales de temperatura hasta el final del tratamiento.

407 Fig. 15. Tempe-
39 ] ratura corporal
] registrada para los
distintos tratamien-
tos. Las tempera-
turas rectales se
midieron con un
termometro  digital
cada 2 h a lo largo
de 8 h al dia
durante todo el
tratamiento. Los

38 1
37 ]
36 7

35

34 7 —@— Vehiculo
] —e— LPS

33 1 —¥— LPS+a-MPT (150 mg/kg)
] ~V— LPS+a-MPT (200 mg/kg) valores se prome-
] —®— LPS+ a-MPT (200 mg/kg)-33 °C

] PS4 oMPTD diaron y se expre-
31 saron como media

+ DE.

32

30_ T T T T T T T



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

2. EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE LAS NEURONAS

DOPAMINERGICAS.

Para determinar el dafio producido sobre las neuronas dopaminérgicas
de la SN se usaron técnicas de inmunocitoquimica frente a la tirosina
hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de dopamina y un buen
marcador de este tipo de neuronas. Sin embargo, este tipo de técnica podria
originar resultados erréneos ya que se sabe que las neuronas en estado de
degeneracion pueden poseer un incremento en la tincion de TH debido a que el
anticuerpo puede unirse a fragmentos de esta enzima. Para corroborar los
resultados obtenidos por inmunocitoquimica también se realizaron técnicas de

hibridacion in situ frente al ARNm de la TH y del transportador de dopamina.

2.1. Efecto de la inyeccion de vehiculo.

El efecto del vehiculo (salino en Monastral Blue al 1%) cuando fue
inyectado en la SN se midié contando la poblacion neuronal TH-positiva y se
expres6 como numero de neuronas por seccion (Fig. 20). La inyeccién de
vehiculo no produjo, como era de esperar, la muerte de neuronas
dopaminérgicas en la SN siendo el numero de neuronas promedio por seccidn
de 112 £ 23.

Las técnicas de hibridacion in situ mostraron resultados similares, de
manera que se encontraron cuerpos neuronales y fibras rodeando el sitio de la

inyeccion (Fig. 21A, 22A). La expresion de los ARNm de TH y DAT se midio
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contando los granos de plata de las neuronas supervivientes alrededor del sitio
de inyeccion (23A, B).
2.2. Efecto de la inyeccion de LPS.

La inyeccion de 2 pg de LPS en la SN redujo el numero de cuerpos
celulares TH-positivos en un 59.3% (Fig. 20) con respecto al vehiculo (63 + 15
células por seccion, p<0.01) y alter6 claramente el patron de tincion tanto para
los cuerpos celulares como para las fibras (Fig. 16). También se midieron los
niveles de expresién de TH (Fig. 21) y DAT (Fig. 22) contando los granos de
plata en las neuronas supervivientes alrededor del sitio de inyeccién usando
técnicas de hibridacién in situ. El patron normal de expresion de ARNm de TH
(Fig 21A, B) y DAT (Fig. 22A, B) se alter6 claramente tras la inyeccion de LPS
(Fig 21C, D y 22C, D). La cuantificacion a través del recuento de granos de
plata (Fig. 23A) mostré un claro descenso de la expresion del ARNm de TH en
los animales tratados con LPS respecto al control con vehiculo (76.6 £ 11.1%;
p<0.001). Los niveles de expresion del ARNm del DAT (Fig. 23B) también
disminuyeron claramente en los animales tratados con LPS (87.6 + 2.6%

respecto al control; p<0.001).
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Fig. 16. Efecto sobre las neuronas TH-positivas del tratamiento con LPS.
Inmunorreactividad frente a la TH en animales inyectados con LPS. La flecha
indica el lugar de la inyeccion de 2 pg de LPS. El trazador inerte es visible en el
area lesionada (cabeza de flecha), donde la tincibon TH aparece reducida
comparada con el lado derecho de la foto, correspondiente a una SN control. Barra
de escala: 500 ym.
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2.3. Efecto del tratamiento con LPS y a-MPT.

El dafio producido en las neuronas dopaminérgicas por la inyeccion
intranigral de LPS fue claramente prevenido por el tratamiento con a-MPT de
una forma dependiente de la dosis (Fig. 17).

La dosis de 100 mg/kg (Fig. 17A) produjo un ligero aumento en el
numero de neuronas TH-positivas (86 + 21) en comparacion con el grupo de
animales tratados sélo con LPS. Sin embargo este aumento no resultd ser
significativo (Fig. 20). Las dosis de 150 y 200 mg/kg recuperaron el numero de
cuerpos neuronales (102 + 22 y 101 £ 9 células por seccidon respectivamente)
hasta niveles proximos a los valores control (Fig. 20). Tanto los cuerpos
neuronales como las fibras rodearon de cerca el sitio de la inyeccion (Fig. 17B,
C).

El grupo de animales tratados con a-MPT y mantenidos a 33 °C también
recuperd la poblacion de neuronas TH-positivas (Fig. 20) hasta los valores
control (109 + 25 células por seccion), demostrando asi que la proteccion
ejercida por la a-MPT no se debe a su efecto hipotérmico.

Los resultados de la hibridacion in situ también mostraron una
recuperacion en la expresion del ARNm de TH en animales tratados con 150
mg/kg de a-MPT (Fig. 21E, F) alcanzando un 121,7 + 5.2% (p<0,001) de los
valores control (Fig. 23A). Asimismo el tratamiento con 150 mg/kg de a-MPT
(Fig. 22E, F) recuperd el patron normal de expresion del ARNm del DAT (94.6

0.4; Fig. 23B).
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Fig. 17. Efecto sobre las neuronas TH-positivas del tratamiento con LPS y a-MPT.
(A) Inmunorreactividad frente a TH de un animal inyectado con LPS y tratado con
100 mg/kg de a-MPT. La flecha indica el lugar de inyeccion de 2 ug de LPS. El
Monastral Blue es visible cerca del area lesionada, donde se observa una pérdida
de cuerpos neuronales y fibras alrededor del lugar de inyeccion. (B)
Inmunorreactividad frente a TH de un animal inyectado con LPS vy tratado con 150
mg/kg de a-MPT. La flecha indica el lugar de inyeccion de 2 ug de LPS. La
inmunorreactividad frente a TH es muy similar a una SN control. EI Monastral esta
rodeado de cerca por cuerpos neuronales y fibras. (C) Tincion frente a TH de un
animal inyectado con LPS y tratado con 200 mg/kg de a-MPT. La flecha indica el
lugar de inyeccién de 2 ug de LPS. La inmunorreactividad frente a TH es de nuevo
muy similar a una SN control. El trazador inerte esta rodeado de cerca por cuerpos
neuronales y fibras. Barra de escala: 500 pm.
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LPS + ¢-MPT 200
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2.4. Efecto del tratamiento con LPS, a-MPT y L-DOPA/benserazida.
Cuando la inhibicién de la TH fue soslayada por el tratamiento con L-
DOPA/benserazida (Fig. 18), el numero de neuronas TH-positivas se asemejo
al encontrado en los animales del grupo tratado con LPS sélo (68 £ 18 células
por seccion, p<0,001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo; Fig. 20),
sugiriendo asi la implicacién de la dopamina en el dafio inducido por el LPS.
Los niveles de expresion de los ARNm de TH y DAT (Fig. 21G, H y Fig. 22G,
H) también disminuyeron respecto a los controles tras el tratamiento con L-
DOPA/benserazida hasta niveles proximos a los observados en los animales
tratados con LPS soélo (83,2 £ 4,2%; p<0,001 y 77,8 £ 5,6%; p<0,001 para la

TH y el DAT respectivamente; Fig. 23).

PS + a-MPT +B/D

i e S i

Fig. 18. Efecto sobre las neuronas TH-positivas del tratamiento con LPS y «-
MPT/L-DOPA/benserazida. Inmunorreactividad frente a TH en animales tratados
con LPS/a-MPT/L-DOPA/benserazida. La flecha indica el sitio de inyeccion de 2 ug
de LPS. La recuperacion de los niveles de DA conduce a una reduccion en los
cuerpos Yy fibras TH-positivos alrededor del sitio de inyeccion (cabeza de flecha).
Barra de escala: 500 um.
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2.5. Efecto del tratamiento con LPS y sulpiride.

Cuando se bloquearon los receptores D2 de dopamina con el
antagonista sulpiride (Fig. 19A), el numero de neuronas TH-positivas fue algo
menor al encontrado en los animales del grupo tratado con LPS sdlo (80 + 9
células por seccion, p<0,001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo).
Sin embargo este numero no llegd a ser significativo (Fig. 20), sugiriendo asi
que la implicacion de la dopamina en el dafo inducido por el LPS no esta

mediado por los receptores D2.

2.6. Efecto del tratamiento con LPS y acido kinurénico.

La coinyeccion de LPS y el antagonista de glutamato acido kinurénico
(Fig. 19B) originé unos resultados similares a los encontrados en los animales
inyectados soélo con LPS, siendo el numero de neuronas supervivientes incluso
algo menor que en el grupo de LPS (49 £ 11, p<0,001 comparado con el grupo

inyectado con vehiculo; Fig. 20).
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0

LPS + Ac. Kinurénico

Fig. 19. Efecto sobre las neuronas TH-positivas de los tratamientos con LPS y
sulpiride y LPS con &acido kinurénico. (A) Inmunorreactividad frente a la TH en
animales inyectados con LPS y tratados con 80 mg/kg de sulpiride. La flecha indica
el lugar de la lesion de 2 yg de LPS. El trazador inerte es visible en el area
lesionada. (B) Inmunorreactividad frente a TH de un animal inyectado con LPS y
acido kinurénico. La flecha indica el lugar de inyeccion de 2 ug de LPS y 30 nmoles
de ac. kinurénico. La inmunorreactividad frente a TH es muy similar a una SN
tratada so6lo con LPS. Barra de escala: 500 ym.
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Fig. 20. Cuantificacion del numero de neuronas TH-positivas tras los distintos
tratamientos. Cuantificaciéon de las células TH-positivas en la SN izquierda de ratas
tras los tratamientos mostrados en la figura 14. Los resultados se expresaron como
medias £ DE de al menos 5 experimentos independientes y se expresaron como
células TH-positivas por seccidn. Significacion estadistica. ANOVA de una via
seguido de un test LSD para comparaciones multiples. a=0.05. a, comparado con
el grupo inyectado con vehiculo; b, comparado con el grupo inyectado con LPS;
p<0.001.
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Fig. 21. Hibridacion in situ del ARNm de TH en la SN de las ratas tras los diferentes
tratamientos. (A) Animal inyectado con vehiculo. Fotografia en campo oscuro de los
portaobjetos emulsionados. La flecha muestra el sitio de inyeccion. (B) Fotografia a
alta magnificacion en campo claro del area marcada con la flecha blanca en la
fotografia A, mostrando la expresion normal del ARNm de la TH (flecha). (C) Animal
inyectado con LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccion. (D) Alta magnificacion del
area marcada con la flecha en la fotografia C. El area dafiada contiene células
supervivientes que expresan ARNm de TH (flechas) con una disminucién en los
niveles de expresion. (E) Animales tratados con LPS y 150 mg/kg de a-MPT. La flecha
muestra el sitio de inyeccion. Las células que expresan ARNm de TH son claramente
visibles cerca del sitio de inyeccién. (F) Alta magnificacion del area marcada con flecha
en la fotografia E. Las células que rodean al trazador inerte (flechas) muestran unos
niveles de expresion similares a los animales inyectados con vehiculo. (G) Animales
tratados con LPS + a-MPT/L-DOPA/benserazida. La flecha muestra el sitio de
inyeccién. La pérdida de células que expresan ARNm de TH se asemeja a la mostrada
por los animales inyectados con LPS. (H) Alta magnificacion del area marcada con
flecha en la fotografia G. La expresién del ARNm de la TH (flechas) se ve reducida a
niveles similares a los mostrados por animales inyectados con LPS. Barras de escala:
fotografias A, C, E y G, 250 um; fotografias B, D, F y H, 25 uym.
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Fig. 22. Hibridacion in situ del ARNm del transportador de dopamina en la SN tras los
distintos tratamientos. (A) Animales tratados con vehiculo. Fotografia en campo oscuro
de los portaobjetos emulsionados. La flecha muestra el sitio de la inyeccién. (B) Alta
magnificacion de fotografias en campo claro del area marcada con la flecha blanca en
la fotografia A, mostrando la expresiéon normal del ARNm del DAT (flecha). (C)
Animales inyectados con LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccion. (D) Alta
magnificacion del area marcada con flecha en la fotografia C. El area dafiada contiene
células supervivientes que expresan ARNm de DAT (flechas) con un descenso en los
niveles de expresion. (E) Animales inyectados con LPS y tratados con 150 mg/kg de a-
MPT. La flecha muestra el sitio de inyeccién. Las células que expresan ARNm de DAT
son claramente visibles proximas al sitio de inyeccién. (F) Alta magnificacion del area
marcada con flecha en la fotografia E. Las células alrededor del monastral (flecha)
muestran unos niveles de expresion similares a los animales inyectados con vehiculo.
(G) Animales inyectados con LPS y tratados con a-MPT/L-DOPA/benserazida. La
flecha muestra el sitio de inyeccién. La pérdida de células que expresan ARNm de
DAT se asemejan a los animales inyectados con LPS. (H) Alta magnificacion del area
marcada con flecha en la fotografia G. La expresion del ARNm de DAT (flechas) se
reduce a niveles similares a los animales inyectados con LPS. Barras de escala:
fotografias A, C, E y G, 250 um; fotografias B, D, F y H, 25 ym.
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Fig. 23. Cuantificacion de los niveles celulares de la expresion de ARNm de TH y
DAT en la SN tras los distintos tratamientos. (A) Expresion del ARNm de TH. (B)
Expresiéon del ARNm de DAT. Los numeros se expresan en medias £ DE de al
menos 5 experimentos independientes, expresados como porcentaje del control.
Significacion estadistica: ANOVA de una via seguida de un test LSD para
comparaciones multiples; a=0,05. a, comparado con el vehiculo; b, comparado
con el lado contralateral (no inyectado con LPS); p<0,001.
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3. EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE LAS NEURONAS

GABAERGICAS.

En estudios previos realizados en el laboratorio se habia demostrado
que la inyeccion de LPS en la SN de la rata no producia ningun efecto sobre la
poblacion de neuronas GABAérgicas en términos de expresion del ARNm del
GADg7 (Herrera y col., 2000).

En esta ocasion, se comprobd la expresiéon de dicho marcador tras los
distintos tratamientos ensayados. Como era de esperar, la poblacion de
neuronas GABAérgicas no resultd alterada por la inyeccién de LPS en ninguno
de los casos. Asi, las fotografias de las peliculas autorradiografiadas
mostraron que no se produjo una pérdida de expresion del ARNm de GADeg7
alrededor del tracto de inyeccion, observandose células que expresaban este
ARNmM muy cerca del trazador inerte (Fig. 24A, By C)

La cuantificacion de los niveles de expresiéon del ARNm de GADg7 en
cada uno de los tratamientos reveld un ligero descenso en los niveles de
expresion de este ARNm cuando se inyectd LPS, pero estas diferencias en

ningun caso resultaron ser estadisticamente significativas (Fig 24D).
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Fig. 24. Hibridacién in situ del ARNm de GADe; en la SN tras los diferentes
tratamientos. (A) Animales inyectados con LPS. La fotografia de la pelicula
autorradiografiada muestra la expresion del ARNm de GADg; después de la
inyeccion de 2 pg de LPS en la SN izquierda. La flecha muestra el sitio de
inyeccion. La expresion es similar a la del lado contralateral (no tratado). (B)
Animales tratados con a-MTP (150 mg/kg)-LPS. La flecha muestra el lugar de
inyeccion de 2 ug de LPS. La expresion del ARNm de GADg; es también similar a
la de la SN contralateral (no tratada). (C) Animales tratados con a-MTP (150
mg/kg)-B/D-LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccion de 2 yg de LPS. Las
células que expresan GADg; son claramente visibles proximas al sitio de inyeccion.
Barra de escala: 2mm. (D) Cuantificacion de los niveles celulares de expresion del
ARNmM de GADg; en la SN tras los distintos tratamientos. Los numeros representan
medias £ DE de al menos cinco experimentos independientes, expresados como
porcentaje de los controles (para mas detalle de la metodologia usada para la
cuantificacion mirar en Materiales y Métodos). Los andlisis estadisticos (ANOVA de
una via seguido de un test LSD para comparaciones multiples) muestran que no
hay diferencia significativa entre los distintos tratamientos.

~
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4. EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE LA ASTROGLIA.

Para la tincidon de las células astrogliales se usaron técnicas de
inmunocitoquimica con un anticuerpo monoclonal contra el GFAP. Aunque la
astrogliosis es una reaccion esperada tras la inyeccion de inflamogenos, se ha
descrito previamente que tras diferentes dafios se puede observar una pérdida
de tincion de GFAP (Herrera y col., 2000) por lo que en nuestro sistema, una
pérdida de tincion de GFAP es un buen marcador de dano celular causado por
neurotoxinas, mientras que por el contrario, se considera que hay proteccion
cuando se encuentra una disminucién en la pérdida de GFAP inducida por la

neurotoxina.

4.1. Efecto de la inyeccion de vehiculo.

La inyeccion de 2 ul de vehiculo en la SN izquierda (Fig. 25A) no altero
la inmunorreactividad de GFAP, mostrando una distribucion homogénea a lo
largo de toda la seccion. No hubo por tanto pérdida de tincion apreciable, lo
que se indicé como “no detectable” en el proceso de cuantificacidén de las areas
carentes de inmunorreactividad. Alrededor del sitio de inyeccion solo se
observd una débil reaccion caracterizada por un incremento de los astrocitos

reactivos (Fig. 25B).

4.2. Efecto de la inyeccion de LPS.
La inyeccion de 2 ug de LPS en la SN izquierda (Fig. 25C) produjo un

area carente de inmunorreactividad frente a GFAP alrededor del sitio de
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inyeccion (1.38 + 0.48 mm?; Fig. 29). Ademas el area dafiada contenia restos
GFAP-positivos procedentes de astrocitos degenerados e hipertréficos (Fig.

25D).

Fig 25. Efecto sobre la poblacién astrocitaria de la inyeccion de vehiculo y LPS en
la SN. (A) Animal inyectado con vehiculo. La flecha muestra el sitio de inyeccion.
(B) Alta magnificacion del recuadro marcado en la fotografia A. Se puede observar
una leve reaccion alrededor del tracto de inyeccidon, caracterizada por un
incremento en los astrocitos reactivos (flecha). (C) Inmunorreactividad frente al
GFAP en un animal inyectado con LPS. La flecha muestra el lugar de inyeccion de
2 ug de LPS. El trazador inerte es claramente visible dentro del area carente de
tincion GFAP. La expresion de GFAP es mas intensa alrededor del area carente de
inmunorreactividad. (D) Alta magnificacion del recuadro marcado en la fotografia C.
El area dafnada contiene restos GFAP-positivos derivados de astrocitos
degenerados e hipertroficos (flechas). Barra de escala: fotografias A 'y C, 500 pm;
fotografias B y D, 50 pm.
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4.3. Efecto del tratamiento con LPS y a-MPT.

El tratamiento con a-MPT (Fig. 26) redujo significativamente la pérdida
de inmunorreactividad de GFAP de una manera dependiente de la dosis. El
tratamiento con la dosis de 100 mg/kg (Fig. 26A) no produjo un efecto protector
frente a la pérdida de tincion GFAP, siendo el area de pérdida de 1.41 + 0.32
mm? (Fig. 29). Ademas el area dafiada contenia restos GFAP-positivos
procedentes de astrocitos degenerados e hipertroficos (Fig. 26B).

Los tratamientos de 150 y 200 mg/kg ejercieron un efecto protector
frente a la pérdida de la poblacion astrocitaria (Fig. 26C, E). El area de pérdida
de GFAP fue de 0.82 + 0.14 mm? y 0.17 + 0.07 mm? para 150 y 200 mg/kg de
a-MPT respectivamente (Fig. 29 para la significacion estadistica), y ademas
previno la formacion de restos GFAP-positivos derivados de astrocitos
hipertréficos y degenerados que fueron inducidos por el LPS (Fig. 26D, F). La
reaccion astrocitaria alrededor del tracto de inyeccion fue mayor que la
mostrada en animales tratados con salino, aunque no hubo restos
degenerados.

Al igual que lo observado para la poblacion neuronal TH-positiva, la
pérdida de inmunorreactividad de GFAP también se redujo en el grupo de
animales tratados con 200 mg/kg de a-MPT y mantenidos a 33 °C (0.42 + 0.24
mm?, p<0.001 comparado con el grupo tratado con LPS; Fig. 29), mostrando de
nuevo que la proteccion ejercida por la a-MPT no es debida a su efecto

hipotérmico.
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Fig. 26. Efecto sobre la poblacion astrocitaria del tratamiento con distintas dosis de
a-MPT y LPS. (A) Animal tratado con 100 mg/kg de a-MPT y LPS. La flecha
muestra el sitio de inyeccion. (B) Alta magnificacién del recuadro marcado en la
fotografia A. El area danada contiene restos GFAP-positivos (flechas). (C) Animal
tratado con 150 mg/kg de a-MPT y LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccién de
2 ug de LPS. El area carente de inmunotincion de GFAP es claramente inferior a la
observada en la fotografia A. (D) Alta magnificacion correspondiente al recuadro de
la fotografia C. Se pueden observar algunas estructuras GFAP-positivas
hipertréficas (flecha) y normales (cabeza de flecha). (E) Animal tratado con 200
mg/kg de a-MPT y LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccion. El area carente de
inmunorreactividad es muy reducida en comparacion con la observada en la
fotografia A. (F) Alta magnificacion del recuadro marcado en la fotografia E. Los
perfiles GFAP-positivos se asemejan a astrocitos normales (cabeza de flecha) y
también se pueden observar algunos astrocitos hipertroficos (flecha). Barra de
escala: fotografias A, C y E, 500 pm; fotografias B, D y F, 50 pm.
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4.4. Efecto del tratamiento con LPS, a-MPT y L-DOPA/benserazida.

Al igual que ocurria en el caso de la poblacién neuronal TH-positiva,
cuando la inhibicién de la enzima TH fue soslayada con el tratamiento con L-
DOPA + Benserazida (Fig. 27A), la pérdida de inmunorreactividad de GFAP
(1.21 £ 0.09 mm?; Fig. 29) se asemejo a la encontrada en el grupo tratado sélo
con LPS, sugiriendo que la dopamina estaria involucrada en el dafio producido
por el LPS. Al igual que en el grupo tratado solo con LPS en el lugar de la

lesion aparecen algunos astrocitos hipertroficos (Fig. 27B).

LPS + a-MPT-D/B

Fig. 27. Efecto sobre la poblacién astrocitica del tratamiento con LPS, a-MPT y L-
DOPA/Benserazida. (A) Inmunorreactividad de GFAP en un animal tratado con
LPS- a-MPT-B/D. La flecha muestra el sitio de inyeccion de 2 pg de LPS. El area
carente de tincion es similar a la observada en animales tratados con LPS. (B) Alta
magnificacion correspondiente al recuadro marcado en la fotografia A. Se pueden
observar algunos perfiles GFAP-positivos hipertroficos (flechas). Barra de escala:
fotografia A, 500 um; fotografia B, 50 um.
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4.5. Efecto del tratamiento con LPS y sulpiride.

El tratamiento con 80 mg/kg del antagonista D2 sulpiride (Fig. 28A)
consiguié reducir el area de pérdida de tincion GFAP hasta 0.48 + 0.1 mm?
p<0,001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo (Fig. 29), sugiriendo
asi una posible implicacién de la dopamina a través de los receptores D2 en el

dafo inducido por el LPS sobre las poblacion astrocitica.

4.6. Efecto del tratamiento con LPS y acido kinurénico.

La coinyeccion de 2 pug de LPS y 30 nmoles del antagonista de
glutamato acido kinurénico (Fig. 28B) produjo una disminucion en el area de
pérdida de inmunorreactividad frente al GFAP en comparacion con el grupo de
LPS (0.67 £ 0.12, p<0,001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo; Fig.

29).
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LPS + Sulpiride

+ Ac. Kinurénico

Fig. 28. Efecto sobre la poblacién astrocitaria del tratamiento con LPS vy
Sulpiride/Acido kinurénico. (A) Inmunorrectividad de GFAP en un animal tratado
con LPS y 80 mg/kg de sulpiride. La flecha muestra el sitio de inyeccion de 2 ug de
LPS. Se puede observar un area carente de tincion GFAP alrededor del tracto de
inyeccion. Sin embargo esta area resulta menor que la mostrada en animales
tratados s6lo con LPS. (B) Inmunorreactividad de GFAP en un animal coinyectado
con LPS y acido kinurénico. La flecha muestra el sitio de inyeccién de 2 pg de LPS
y 30 nmoles de acido kinurénico. De nuevo puede observarse una zona carente de
tincion GFAP alrededor del tracto de inyeccion.
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Fig. 29. Cuantificacion de las areas carentes de tincion GFAP tras los distintos
tratamientos. Cuantificacion de las areas carentes de tincion GFAP en la SN de
ratas tras los tratamientos mostrados en la figura 14. Los resultados se expresaron
como medias £ DE de al menos 5 experimentos independientes y se expresaron
en mmZ. Significacion estadistica. ANOVA de una via seguido de un test LSD para
comparaciones multiples. a=0.05. Todos los grupos son diferentes al inyectado con
vehiculo; b, comparado con el grupo inyectado con LPS; p<0.001. N.D.: No
detectable, queriendo decir que la inyeccion de salino no produce pérdida en la
tincion de GFAP.
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Con el fin de estudiar el efecto de los distintos tratamientos sobre la
activaciéon de la microglia inducida por el LPS se realizaron técnicas de
inmunocitoquimica de OX-6. El OX-6 es un anticuerpo directamente contra un
determinante monomoérfico del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
Il de la rata, expresado por la microglia reactiva pero no por la microglia
residente. De esta manera podemos Vvisualizar células “activadas’,
caracterizadas por procesos mas gruesos y cuerpos celulares mayores a los de
células de cerebros controles, asi como microglia fagocitica, con una
morfologia de pseudopddica a globular, y en su mayoria carentes de procesos
que recuerdan a células cargadas de lipidos. En nuestro sistema un incremento
en la expresion de OX-6 es un marcador de muerte celular causado por
neurotoxinas. Por el contrario se considera neuroproteccion cuando aparece

una disminucion en la expresion de OX-6.

5.1. Efecto de la inyeccién de vehiculo.
La inyeccion de 2 pl de vehiculo en la SN izquierda no produjo activacion
microglial fuera del tracto de inyeccion, donde aparece algun dafio mecanico e

inespecifico (no mostrado).

5.2. Efecto de la inyeccién de LPS.

La inyeccion de 2 pg de LPS en la SN izquierda (Fig. 30A) produjo una
activacion microglial a lo largo de una extensa area fuera del tracto de
inyeccion, y produjo un incremento en el numero de células OX-6-positivas de

15 veces el control con vehiculo (2983 + 756 y 194 + 18 células por mm?,
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p<0.001 para los animales inyectados con LPS y vehiculo respectivamente;
Fig. 33 para la significacion estadistica). La microglia fagocitica se agrupo
densamente alrededor del tracto de inyeccién y quedd ocultada por el trazador
inerte. Fuera del tracto la morfologia predominante fue la de microglia activada

(Fig. 30B), aunque también pueden observarse algunas células fagociticas.

5.3. Efecto del tratamiento con LPS y a-MPT.

El tratamiento con a-MPT (Fig. 30C y 31) redujo claramente la activacion
glial alrededor del sitio de inyeccién de una manera que fue dependiente de la
dosis. La microglia activada y fagocitica quedd restringida en su mayoria al
tracto de inyeccion y quedo ocultada por el trazador inerte (Fig. 30D), mientras
que el resto de la seccion quedo libre de células activadas.; la densidad de
microglia OX-6-positiva se redujo a 807 + 176, 309 £ 23 y 358 £+ 109 células por
mm? tras los tratamientos con 100, 150 y 200 mg/kg de a-MPT respectivamente
(Fig. 33; p<0.001 comparado con los animales tratados solo con LPS).

La activacién microglial en el grupo de animales tratados con 200 mg/kg
de a-MPT y mantenidos a 33 °C fue mayor a la encontrada en los grupos de o-
MPT, pero aun bastante mas pequefia que la encontrada en el grupo tratado
sb6lo con LPS (Fig. 33), sugiriendo asi que la hipotermia causada por la
disminucién en las catecolaminas no es la responsable de la disminucion de la

activacion de la microglia causada por la dosis de 200 mg/kg de a-MPT.
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Fig. 30. Efecto sobre la inmunorrectividad de OX-6 en la SN de ratas tras los
distintos tratamientos. (A) Inmunorrectividad de OX-6 en un animal inyectado con
LPS. La flecha muestra el sitio de inyeccidon de 2 ug de LPS. La reaccion glial es
fuerte y ampliamente distribuida a lo largo de toda la seccién. (B) Alta
magnificacion correspondiente al recuadro marcado en la fotografia A. La microglia
activada cubre todo el campo. La microglia fagocitica queda oculta tras el
trazador, pero algunas son visibles (flechas). (C) Inmunorreactividad de OX-6 en un
animal tratado con LPS y 150 mg/kg de a-MPT. La flecha muestra el sitio de
inyeccion de 2 ug de LPS. La reaccién glial es fuerte en el sitio de inyeccion, pero
el area que muestra una intensa inmunorreactividad parece restringida
fundamentalmente al tracto de inyeccién. (D) Alta magnificacion correspondiente al
recuadro marcado en la fotografia C. La microglia fagocitica (flechas) queda
restringida al tracto de inyeccién. La microglia reactiva queda ausente en todo el
campo. (E) Inmunorreactividad de OX-6 en una animal tratado con LPS, 200
mg/kg de a-MPT y L-DOPA/benserazida. La flecha muestra el sitio de inyeccion de
2 ug de LPS. La reaccidn glial es intensa en el sitio de inyeccion, pero el area que
muestra una intensa inmunorreactividad parece quedar restringida a un area
cercana al tracto de inyeccion. (F) Alta magnificacion correspondiente al recuadro
marcado en la fotografia E. La microglia fagocitica (flecha) queda restringida al
tracto de inyeccién. La microglia reactiva estuvo ausente a lo largo de todo el
campo. Barras de escala: fotografias A, C y E, 500 um; fotografias B, D y F, 50 um.
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LPS + a-MPT

_ Fig. 31. Diagrama explicativo del
_—1;;, : método de recuento de la células
i - OX-6-positivas. (A)
“*(/ Inmunorreactividad de OX-6 en un
) animal tratado con LPS y 200
mg/kg de a-MPT. La flecha muestra
el sitio de inyeccion de 2 ug de
LPS. La reaccioén gllial es fuerte en
. el sitio de inyeccion pero el area
—_ con una fuerte inmunorreactividad
parece restringida
B fundamentalmente al tracto de
inyeccion. (B) Diagrama
representativo del sitio de inyeccion
mostrado en la fotografia A. Los
puntos representan el trazador
inerte. Los recuadros de lineas
punteadas representan los campos
donde se realizé la cuantificacion
de la microglia. (C) Alta
magnificacion correspondiente al
recuadro de lineas sdlidas en la
fotografia B. La microglia fagocitica
(flechas) quedo restringida al tracto
C de inyeccion, mientras que la
microglia reactiva estuvo ausente
de todo el campo. Barras de escala:
fotografia A, 500 um; fotografia C,

50 um.
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5.3. Efecto del tratamiento con LPS, a-MPT y L-DOPA/benserazida.
Cuando se evitdé la inhibicion de la TH por la a-MPT a través del

tratamiento con L-DOPA y benserazida (Fig. 30E) la activacion microglial

resulté ser mas similar a los valores encontrados en los grupos con a-MPT que

a los encontrados en el grupo con LPS (557 + 155 células por mm?; Fig. 33).

5.4. Efecto del tratamiento con LPS y sulpiride.

El tratamiento con LPS y 80 mg/kg del antagonista D2 sulpiride (Fig.
32A) resultdé en una disminucion de la densidad de expresion de microglia
activada hasta 1282 + 204 células por mm?; p<0.001 comparado con el grupo

inyectado con vehiculo; Fig. 33 para significacidon estadistica).

5.5 Efecto del tratamiento con LPS y acido kinurénico.

La coinyeccion de 2 pg de LPS y 30 nmoles del antagonista de
glutamato acido kinurénico (Fig. 32B) produjo una disminucion en la densidad
de expresion de ceélulas OX-6-positivas en comparacion con el grupo de LPS
(1044 £ 270, p<0,001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo; Fig. 33

para significacion estadistica).
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Fig. 32. Efecto sobre la inmunorreactividad de OX-6 de animales tratados con LPS
y Sulpiride/Ac. kinurénico. (A) Inmunorreactividad de OX-6 en un animal tratado
con LPS vy sulpiride. La flecha muestra el sitio de inyeccién de 2 ug de LPS. La
reaccion glial es intensa a lo largo de un amplio campo dentro de la seccion. (B)
Inmunorreactividad de OX-6 en un animal tratado con LPS y &cido kinurénico. La
flecha muestra el sitio de inyeccion de con 2 ug de LPS y 30 nmoles de acido
kinurénico. Las células OX-6-positivas se agrupan cerca del tracto de inyeccion
aunque también ocupan un amplio campo dentro de la seccién. Barra de escala:
500 pym.
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Fig. 33. Cuantificacion del numero de células OX-6-positivas tras los distintos
tratamientos. Cuantificaciéon de las células OX-6-positivas tras los tratamientos
mostrados en la figura 14. Los resultados se muestran como medias + DE de al
menos 5 experimentos independientes y se expresaron como células por mm?Z.
Significacion estadistica. ANOVA de una via seguido de un test LSD para
comparaciones multiples. a=0.05. a, comparado con el grupo inyectado con
vehiculo; b, comparado con el grupo inyectado con LPS; p<0.001.
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6. EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE LA

PRODUCCION DE BDNF.

Para comprobar el efecto que tenian los distintos tratamientos en la
expresion de factores de crecimiento se realizaron técnicas de hibridacion in
situ del ARNm de BDNF. Los factores neurotréficos como el BDNF son
péptidos de secrecion que actuan como factores de crecimiento durante el
desarrollo fenotipico y contribuyen al mantenimiento de las poblaciones
neuronales especificas en el SNC, tanto en el estado adulto como durante el
desarrollo. Estas proteinas pueden actuar a través de una via de sefalizacién
retrograda a partir de neuronas diana, o por mecanismos paracrinos o
autocrinos, controlando asi numerosos aspectos relacionados con la estructura
neuronal y glial (Siegel y Chauchan, 2000). Existe un gran numero de trabajos
que estudian cambios en la expresion de BDNF mediante el uso de modelos de
enfermedades del movimiento, como la EP. De hecho, varios autores han
demostrado que las células microgliales pueden expresar factores neurotroficos

tras diferentes tipos de dafio (Elkabes y col., 1996; Miwa y col., 1997)

6.1. Efecto de la inyeccién de LPS.

La inyeccion de 2 ug de LPS en la SN izquierda de las ratas (Fig. 34A,
B) alterd el patron normal de expresion del ARNm de BDNF produciéndose un
incremento en el numero de células que expresaron este factor neurotrofico (58

+ 35 células por seccion; Fig. 35).



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

6.2. Efecto del tratamiento con LPS y a-MPT.

Cuando los niveles de dopamina enddgena se disminuyeron a traves del
tratamiento con 150 mg/kg de a-MPT (Fig. 34C, D), se produjo una incremento
significativo en la expresion del ARNm de BDNF en la SN de las ratas

inyectadas con LPS (98 £ 38 células por seccion; p<0.001; Fig. 35).

6.3. Efecto del tratamiento con LPS, a-MPT y L-DOPA/Benserazida.
Cuando la inhibicién de la TH fue soslayada por el tratamiento con L-
DOPA/benserazida (Fig. 34E, F) los niveles de expresion del ARNm de BDNF
se mantuvieron algo superiores a los mostrados en el grupo de LPS sdlo,
aunque esta diferencia no llegd a ser significativa (84 + 57 células por seccion;

Fig. 35).
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Fig. 34. Hibridacién in situ del ARNm del BDNF en la SN tras los distintos
tratamientos. (A) Animales inyectados con LPS. La flecha muestra el sitio de
inyeccion. (B) Alta magnificacion de fotografias en campo claro del area marcada
con la flecha blanca en la fotografia A, mostrando la expresion del ARNm del
BDNF. El area danada contiene células supervivientes que expresan ARNm de
BDNF (flechas) con un descenso en los niveles de expresion. (C) Animales
inyectados con LPS y tratados con 150 mg/kg de a-MPT. La flecha muestra el sitio
de inyeccién. (D) Alta magnificacién del area marcada con flecha en la fotografia C.
(E) Animales inyectados con LPS y tratados con a-MPT/L-DOPA/benserazida. La
flecha muestra el sitio de inyeccion. La cantidad de células que expresan ARNm de
BDNF se asemejan a los animales inyectados con LPS. (F) Alta magnificacion del
area marcada con flecha en la fotografia E. Barras de escala: fotografias A, C y E,
250 pm; fotografias B, Dy F, 25 um.
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Fig. 35. Cuantificacion de la expresion del ARNm de BDNF tras los distintos
tratamientos. Los resultados se muestran como medias £+ DE de al menos 5
experimentos independientes y se expresaron como células por seccion.
Significacion estadistica. ANOVA de una via seguido de un test LSD para
comparaciones multiples. a=0.05. p<0.001.
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DISCUSION



Implicacion de la dopamina en los procesos degenerativos del sistema nigroestriado

El modelo de degeneracion del sistema dopaminérgico desarrollado por
nuestro grupo, mediante la inyeccion en distintas estructuras del cerebro del
proinflamatorio LPS, ha demostrado la especial vulnerabilidad de los cuerpos
neuronales dopaminérgicos de la sustancia negra. Este hecho ha sido
justificado por la especial sensibilidad a la induccion de los procesos
inflamatorios de esta estructura. Cuando se inyecta LPS en la sustancia negra
se produce una fuerte respuesta inflamatoria, significativamente mayor a la
producida en las demas estructuras estudiadas, en las que la inyeccion de LPS
no produce dafio o produce una respuesta inflamatoria muy pequena. Esta
especial sensibilidad se justifica por el hecho de que la SN contiene la mayor
densidad de células microgliales del SNC (Lawson y col., 1990). En estas
condiciones, el LPS producia la activacion de la microglia con la consiguiente
inflamacion y produccion de distintos compuestos inflamatorios como el TNF-q,
las interleukinas o los RLO. Finalmente esto llevaria a la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas. Este hecho explicaria la especial sensibilidad a la
inflamacion de la SN. Sin embargo, teniendo en cuenta la coexistencia de
distintos tipos de neuronas en esta estructura, la mayor densidad de microglia
en la SN no seria suficiente para explicar la especial vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas. Esto obliga a pensar que estas neuronas deben
tener una caracteristica especial que justifique dicho comportamiento. Entre las
posibles caracteristicas que pudieran justificar este hecho podriamos
considerar la menor capacidad de proteccién frente al estrés oxidativo inducido
por los radicales libres de la SN (Jenner, 1998) y/o las altas concentraciones

endogenas de dopamina en dicha estructura.
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Es conocida la capacidad neurotdxica de la dopamina asi como el que
se encuentre implicada en la producion/formacion de radicales libres, tanto a
nivel de su proceso degradativo a través de la enzima MAO, como en su
proceso de autooxidacion con la formacion de aldehidos y quinonas (Graham y
col., 1978; Dexter y col., 1989; Gotz y col., 1994).

Nosotros nos hemos decantado por el estudio de la posible implicacion
de la dopamina en la sensibilidad a la inflamacién inducida por la inyeccion
intranigral de LPS de los cuerpos neuronales, estudiando la influencia de la DA
en los procesos de degeneracion inducidos por la inyeccion del LPS en la SN.
Para dicho estudio hemos reducido la sintesis de la DA mediante la inhibicién

de la enzima TH a través de la [I-MPT.

1. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ENZIMA TH A TRAVES DE LA a-MPT
EN LAS CARACTERISTICAS INFLAMATORIAS INDUCIDAS POR LA

INYECCION INTRANIGRAL DEL LPS.

En nuestro trabajo reprodujimos, en primer lugar, el proceso inflamatorio
mediante la inyeccion del LPS en la SN de las ratas. Este efecto se mostré a
través del estudio de una serie de parametros de dafio celular, tales como la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, la induccién de microglia
reactiva, la pérdida de astrocitos y la produccidon de factores neurotréficos. La
inyeccion de 2 ug de LPS en la SN de la rata produjo una pérdida significativa
en el numero de cuerpos celulares TH-positivos y alteré claramente el patrén

de tincién tanto para los cuerpos celulares como para las fibras. Las técnicas
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de hibridacion in situ revelaron que las neuronas supervivientes alrededor del
sitio de inyeccion mostraban un patrén de expresion de ARNm de TH y DAT
claramente alterado tras la inyeccion de LPS. Ademas la inyeccién intranigral
de LPS fue capaz de inducir un proceso inflamatorio caracterizado por la
activacién de la microglia (con cambio morfolégico que acaba volviéndose
fagocitico) y también la pérdida de astrocitos acompafnado con la formacién de
restos GFAP-positivos derivados de astrocitos degenerados e hipertréficos.
Estos son efectos idénticos a los descritos en estudios previos en nuestro
laboratorio (Castafio y col., 1998; Herrera y col., 2000). Por ultimo, en nuestro
estudio la inyeccion de LPS produjo la expresion de BDNF en la SN y alrededor
del tracto de inyeccién.

Puesto que la TH es la enzima limitante en la sintesis de DA, su
inhibicion resulta ser una buena herramienta para los estudios sobre la
importancia de la DA en el sistema nervioso central. En 1964 Nagatsu y col.
consiguieron aislar la TH del cerebro y tejido nervioso simpatico, y demostraron
que existen distintos compuestos, incluidos analogos de la tirosina, que
resultan ser potentes inhibidores de la enzima TH in vitro. Entre ellos se
encuentra la [1-MPT, un inhibidor competitivo de la tirosina hidroxilasa con un
indice de inhibicion de algo mas de 1.0, es decir, un 50% de inhibicién cuando
el sustrato y el inhibidor se encuentran en igual concentracion (Nagatsu y col.,
1964). Puesto que las concentraciones normales de tirosina en suero son de
alrededor de 5 X 10° M, se decidid administrar el inhibidor en suficiente
cantidad para mantener una concentracién in vivo superior a 10*. Una vez

administrada la droga, ésta se mantiene varias horas a concentraciones
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suficientes para inhibir a la enzima. Tratamientos previos con [I-MPT han
demostrado disminuir el contenido de DA hasta un 79% (White y col., 1988).
Nuestros resultados mostraron que la [-MPT previene de manera dependiente
de la dosis la pérdida de neuronas dopaminérgicas inducida por el LPS
(medido como numero de neuronas TH-positivas que sobreviven tras el dafio
inducido por el LPS, y también como la expresion del ARNm de la TH y el
transportador de dopamina). Ademas, es importante resaltar que la inyeccién
intranigral del LPS en los animales tratados con [I-MPT también fue incapaz de
inducir un proceso inflamatorio (activacion de la microglia caracterizada por un
cambio morfolégico) y también la pérdida de astrocitos. Por ultimo, el
tratamiento con [1-MPT produjo un aumento significativo en la expresion de
BDNF.

Los efectos neuroprotectores de algunas drogas parecen estar mas
relacionadas con su influencia sobre la termorregulacién que con sus efectos
farmacologicos primarios (Bowyer y col., 1992; Bowyer y col., 1993; Bowyer y
col., 1994; Miller y O’Callaghan, 1994; Albers y col., 1995; Ali y col., 1996;
Yuan y col., 2001). Asi, se sabe que la metanfetamina produce un efecto toxico
en las terminales nerviosas dopaminérgicas que parece estar, al menos en
parte, relacionado con su capacidad para producir hipertermia. Este efecto
dafino se puede reducir a través de la manipulacion farmacoldgica con drogas
que atenuen esta hipertermia, tales como antagonistas de receptores de DA,
fenfluramina, dizolcipina, fenitoina, acido aminooxiacético, propanolol o la a-
MPT, o bien disminuyendo la temperatura ambiente. Se sabe que los agentes

causantes de una disminucion en los niveles de catecolaminas, como la a-MPT
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producen hipotermia. Este efecto hipotérmico podria ejercer una
neuroproteccion no especifica frente a los efectos inducidos por Ila
microinfusion de LPS. Sin embargo, los efectos neuroprotectores de esta droga
observados en nuestro estudio parecen ser el resultado de la disminucion de la
sintesis de DA endogena debida a la inhibicion de la TH, mas bien que a su
efecto hipotérmico. Esta aseveracion se basa en diversos factores:

a) La concentracion de 150 mg/kg de o-MPT no produjo diferencias
significativas en la temperatura corporal y sin embargo, mostré un
efecto neuroprotector en todos los parametros estudiados.

b) Se llevaron a cabo dos conjuntos de experimentos a una dosis de 200
mg/kg de a-MPT: uno de ellos a temperatura ambiente (22 °C) y otro
aumentando la temperatura ambiente desde 22 °C hasta 33 °C con el
fin de mantener la temperatura corporal de los animales dentro de sus
valores normales. Ambos grupos de animales no mostraron ninguna
diferencia en los resultados, especialmente en lo que se refiere a la
proteccion de las neuronas dopaminérgicas.

c) Larespuesta de la SN frente a la inyeccidn de LPS tras la inhibicion de
la TH fue similar a la descrita para otras areas cerebrales como el
estriado o el rafe, donde el LPS tuvo muy poco o ningun efecto en la
degeneracion neuronal y los procesos inflamatorios (Herrera y col.,
2000).

Estos resultados parecen indicar fuertemente que la dopamina
endogena estaria implicada en la especial sensibilidad demostrada por las

neuronas dopaminérgicas a la degeneracion inducida por la inyeccion
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intranigral de LPS, asi como la sensibilidad de la sustancia negra al proceso de

inflamacion ya que este es también inhibido cuando se inhibe la enzima TH.

2. EFECTO DE LA RESTAURACION DE LOS NIVELES DE DA,
DISMINUIDOS POR EL TRATAMIENTO CON ao-MPT, MEDIANTE EL
TRATAMIENTO SIMULTANEO CON L-DOPA/BENSERAZIDA SOBRE LA

ACCION DE LA INYECCION INTRANIGRAL DEL LPS.

Con el fin de demostrar de una forma mas segura la implicacion de la DA
en el proceso degenerativo inducido por la inyeccion intranigral de LPS y en
especial para disipar dudas sobre algun posible efecto indirecto del tratamiento
con a-MPT se llevaron a cabo experimentos en los que se restaurd la
producciéon de DA, sin desinhibir la TH, mediante el tratamiento con L-
DOPA/benzarezida.

Se sabe que el tratamiento con 25 mg/kg de L-DOPA y 10 mg/kg de
benserazida incrementa los niveles extracelulares de DA en la sustancia negra
aproximadamente en 4 veces los valores basales, producidos a través de la
actuacion de la enzima L-DOPA descarboxilasa (Jonkers y col., 2000). Por
tanto, este tratamiento sobrepasa la inhibicién de la TH producida por la a-MPT
(200 mg/kg).

El tratamiento con L-DOPA vy benserazida recupera el efecto
degenerativo inducido por el LPS en las neuronas dopaminérgicas y también la
pérdida de astrocitos medido como inmunotincion de GFAP, aunque no

produce la activacion de la microglia. En cuanto al BDNF, el tratamiento con L-
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DOPA/benserazida produjo niveles de expresion de BDNF semejantes a los
producidos por el LPS.

Este resultado corrobora la implicacion de la DA en la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas inducida por la inyeccion intranigral de LPS asi
como en la perdida de los astrocitos producida en estas mismas condiciones.
Sin embargo, el tratamiento con L-DOPA/benserazida no produjo la activacion
de la microglia, lo cual resulta bastante sorprendente. Sin embargo,
recientemente Pawate y col. (2004) han puesto de manifiesto que la respuesta
inflamatoria frente al LPS y al interferon-y se encuentra bajo regulacién redox y
que es el peroxido de hidrégeno el RLO implicado en este proceso. Esto
sugiere que en la SN, la DA (como uno de los principales productores de
peréxido de hidrogeno) podria ejercer un efecto sinérgico con compuestos
proinflamatorios como el LPS. La principal diferencia entre astrocitos y
microglia en relacién con la ruta de la DA podria ser que en las células
microgliales no estan descritas las enzimas dopamina descarboxilasa y
monoamino oxidasa (MAO). Esto podria explicar por qué el tratamiento con
LPS + o-MPT + L-DOPA/benserazida no es capaz de inducir la activacion
microglial ya que la microglia no seria capaz ni de sintetizar ni de catabolizar la
DA a través de la MAO. Sin embargo, esto no explicaria por qué la DA
sintetizada fisiolégicamente es capaz de interaccionar con el LPS para inducir
la activacién microglial. Esto significaria que la dopamina “fisioldégica”, en
contraste con la sintetizada a partr de L-DOPA/benserazida, puede
interaccionar con el LPS de una manera especial para inducir la activacion

microglial.
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3. EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON SULPIRIDE Y ACIDO

KINURENICO.

Nuestro estudio demuestra la implicacion de la DA enddgena en la
neurotoxicidad del LPS y su posible implicacion en la induccién de la
degeneracion del sistema dopaminérgico. Sin embargo, estos datos no nos
permiten suponer cual podria ser su mecanismo de actuaciéon. Con el fin de
profundizar en dicho mecanismo, se realizé un estudio sobre los efectos que
sobre su accién pueden producir: el supiride, un antagonista del receptores de
dopamina D2, y el acido kinurenico, por su actuacién a través de los

mecanismos de excitotoxicidad del glutamato.

3.1. Tratamiento con sulpiride.

Puesto que la reduccion en los niveles de DA endogena produjo un
efecto protector frente a la inyeccion de LPS, y para comprobar si el mayor
dafio ejercido por la DA era debido a la accidén de ésta sobre sus receptores, se
decidié usar un antagonista de los receptores D2 de dopamina, el sulpiride.

Existen varios mecanismos por los que el uso de antagonistas D2 podria
atenuar el dafio originado por diversas toxinas. El bloqueo de los receptores de
dopamina D2 atenua el dafo por excitotoxicidad producido en el estriado por
agonistas del receptor NMDA en la misma medida que lo hace la deplecién de
dopamina por accion de la 6-OHDA (Garside y col., 1996). La activacién de los
agonistas D2 produce un incremento en la concentracién de calcio intracelular

que puede ser bloqueado reversiblemente a través de antagonistas D2
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(Hernandez-Lopez y col 2000), de manera que este incremento del calcio
intracelular activa enzimas, como proteasas, fosfolipasas, quinasas o NO
sintasa (Knowles y Moncada, 1994), produciendo la acumulacion de &acido
araquidénico, prostaglandinas, NO y varios radicales (Dumuis y col., 1988;
Dugan y col., 1995; Troy y col., 1996) con la consiguiente destruccion de las
membranas celulares y de receptores del citoesqueleto. Los agonistas D2
inducen la produccion de radicales libres de NO en las neuronas que contienen
somatostatina/neuropéptido  Y/NOS (Garside y col.,, 1996), asi como la
liberacion de acido araquidénico dependiente de calcio (Felder y col., 1991;
Kanterman y col., 1991; Piomelli y col., 1991) cuyos metabolitos son potentes
inhibidores de la NA*/K* ATPasa (McGiff, 1991; Schulz y col., 1995 a,b).

Por otro lado, los receptores D2 parecen estar implicados en la
regulacion de la actividad del transportador de dopamina (Meiergerd y col.,
1993; Parsons y col., 1993; Rothblat y Schneider, 1997; Hoffman y col., 1999).
Estudios in vivo muestran que los incrementos en la recaptaciéon de la
dopamina en el estriado inducida por la cocaina son atenuados por el
tratamiento previo con un antagonista selectivo de los receptores D2 (Parsons
et al., 1993). Asimismo, la administracion local de haloperidol reduce la
recaptacion de dopamina in vivo (Meiergerd y col., 1993; Rothblat y Schneider,
1997). El aclaramiento de la dopamina in vivo también decrece en el cuerpo
estriado, nucleo accumbens y corteza prefrontal a través del raclopride
(antagonista D2) pero no con el SCH-23390 (antagonista D1) (Cas y Gerhardt,
1994). Ademas, en las suspensiones estriatales, la activacion de los receptores

D2 incrementa la velocidad de recaptacion de la dopamina, un efecto que se
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bloquea con antagonistas selectivos de los receptores D2 (Meiergerd y
col.,1993). Mayfield y Zahnised (2001) demostraron que tanto la actividad del
DAT expresado en los oocitos de Xenopus laevis como la expresion de
moléculas de DAT funcionales en la superficie celular se ven significativamente
incrementados con la activaciéon de los receptores D2.

Todos estos datos sugieren que el sulpiride, un antagonista D2, podria
inhibir la actividad del DAT. Puesto que la recaptaciéon de dopamina parece ser
la principal fuente de radicales libres, el efecto toxico de determinados
compuestos podria prevenirse con la inhibicion del sistema de recaptacion de
la dopamina a través de antagonistas D2.

Sin embargo, nuestros estudios muestran que si bien el sulpiride protege
a las poblaciones astrogliales y microgliales de la inyeccién con el LPS, no es
capaz de proteger a las neuronas dopaminérgicas de dicho dafo. De nuevo,
por tanto, la disminucion en la activacion de la microglia no parece ser el punto
clave en la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, debiendo haber
algun otro mecanismo ejercido directamente por la DA enddgena sobre las
neuronas dopaminérgicas de la SN que las haga mas susceptibles al dafio con

el LPS.

3.2. Tratamiento con acido kinurénico.

Aunque el tratamiento con L-DOPA es el mas usado en la actualidad, su
uso crénico se complica debido a la aparicion de fluctuaciones motoras. Por
eso, la identificacion de nuevas drogas que retarden la progresion del dafio

nigroestriado sera un avance importante en el tratamiento de la EP,
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especialmente si estas drogas pueden aliviar los sintomas motores (Lange y
Riederer, 1994; Battaglia y col., 2004).

En condiciones normales, la descarga de aminoacidos excitatorios juega
un papel central en la neurotransmisién. Sin embargo, la liberacion de
aminoacidos excitatorios, como el glutamato y el aspartato, bajo condiciones no
fisiologicas puede inducir efectos dafinos en las células. Esto da lugar a la
base de la hipotesis de la excitotoxicidad en la degeneracion neuronal (Sian y
col.,, 1999). Esta forma de toxicidad celular también parece mediada por la
generacion del radical hidroxilo (Gerlach y col., 1996). Asi, se ha sugerido una
asociacién entre mecanismos excitotdxicos y un escenario de estrés oxidativo
en los procesos que operan en la degeneracién celular de la EP.

Asi pues, se sabe que la alteracibn en la neurotransmision
glutamatérgica juega un papel central en la fisiopatologia de la EP (Blandini y
col., 1996). La reducida capacidad para hacer frente a las demandas
metabdlicas, posiblemente relacionada con el fallo en la funcién mitocondrial,
podria hacer a la SN mas vulnerable a los efectos del glutamato que, en
presencia de un fallo energético en el metabolismo celular, actuaria como una
neurotoxina. En este sentido, el glutamato podria participar en la patogénesis
de la EP. Con la disminucion en los niveles de DA nigroestriatal las
proyecciones glutamatérgicas procedentes del nucleo subtalamico hacia los
nucleos de los ganglios basales se vuelven mas activas (DeLong y col., 1990;
Greenamyre, 1993) y existen cambios en la regulacion de los receptores de
glutamato en estas regiones (Klockgether y Turski, 1993). Es posible que exista

un mecanismo de retroalimentacion positiva entre el glutamato y la DA en la
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SN. La DA estimularia los receptores D1 en las terminales subtalamonigrales,
lo que induciria la liberacién de glutamato. El glutamato por su parte,
incrementaria la liberacion de DA a través de los receptores NMDA en los
cuerpos celulares dopaminérgicos. El bloqueo de los receptores NMDA
prevendria asi la retroalimentacion positiva y el incremento de la liberacion
nigral de DA (Blandini y col., 1996).

El uso de antagonistas de receptores de glutamato ha demostrado que
los mecanismos de excitotoxicidad enddégenos contribuyen al desarrollo del
dafo nigroestriado producido por algunas toxinas, como el MPTP (Turski y
col., 1991; Kupsch y col., 1992; Michel y Agid, 1992; Sonsalla y col., 1992;
Brouillet y Beal, 1993; Lange y col., 1993; Srivastava y col., 1993; Lange y
Riederer, 1994; Loschmann y col., 1994; Ossowska y col., 1994; Vaglini y col.,
1994; Kanthasamy y col., 1997; Sonsalla y col., 1998; Araki y col., 2001).
También se sabe que el acido kinurénico, un antagonista del receptor
ionotrépico del glutamato, ejerce un efecto antiparkinsoniano cuando se
administra intraestriatalmente en ratas lesionadas con 6-OHDA (Brotchie y col.,
1991). Ademas, Miranda y col. (1997) han demostrado que altos niveles
endogenos de acido kinurénico protegen las neuronas dopaminérgicas de la
parte compacta de la sustancia negra del dafo excitotoxico mediado por al
acido quinolinico. Por su parte, Merino y col., (1999) demostraron que el efecto
toxico del MPP* en las terminales dopaminérgicas no es mediado por la
interaccion directa con los receptores de glutamato de tipo NMDA, sino con los

de AMPA-kainato.
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Para comprobar si el glutamato y la excitotoxicidad estaban implicados
en el dafo producido por el LPS, se administraron 30 nmoles de acido
kinurénico junto con 2 ug LPS en la SN de las ratas. En estas condiciones, se
produjo una clara disminucién del dafio originado sobre la poblacién astroglial
con una disminucién importante en la pérdida de astrocitos GFAP-positivos.
Igualmente se encontré una disminucién en el numero de células OX-6-
positivas, indicando un efecto protector sobre la activacién de la microglia. Sin
embargo, esta proteccion no se encontré en el caso de la poblacién
dopaminérgica, donde el numero de neuronas se asemejo al de los animales
tratados sélo con LPS. Por lo tanto el dafio ejercido por el LPS en presencia de
dopamina debe tener otro mecanismo de actuacién independiente, al menos en

parte, de la excitotoxicidad del glutamato.

4. LA DOPAMINA ENDOGENA Y EL LPS PUEDEN EJERCER UN EFECTO

SINERGICO EN LA DEGENERACION NEURONAL.

Todos estos resultados demuestran que la DA esta implicada en la
especial sensibilidad de la SN frente al LPS. Varios estudios han investigado la
razon de esta especial vulnerabilidad, de manera que la sensibilidad de esta
estructura ha sido relacionada con el hecho de que contiene la mayor densidad
de células microgliales del cerebro (Lawson y col., 1990) y consecuentemente
una alta concentracién de factores inflamatorios producidos por estas células,
tales como el TNF-a y el NO. Gao y col. (2002b) demostraron que la activacion

de la microglia es el primer paso inducido por el LPS, de manera que dicha
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activacién ocurre sélo algunas horas después de la inyeccion de LPS, mientras
que la pérdida de neuronas TH-positivas se observa al cabo de varios dias.
Esta relacion temporal entre la activacion microglial y la neurodegeneracion
sugiere que la neurodegeneracién es producida por la inflamacion (activacién
de la microglia). Las rutas de sefalizacion del LPS a través de la membrana
celular implica su uniéon a un complejo receptor que incluye al LPS, la proteina
de union al LPS, el CD14, y uno de los receptores de tipo Toll, lo que lleva a la
localizacion nuclear del factor de transcripcién nuclear NFkB y la consiguiente
activacion de genes de factores proinflamatorios (Wright y col., 1990;
Triantafilou y Triantafilou, 2002).

Esta idea también se apoya en el hecho de que varios compuestos
antiinflamatorios protegen a las neuronas dopaminérgicas del dafio inducido
por el LPS. Entre ellos se encuentra la dexametasona (Castafo y col., 2002),
un conocido antiinflamatorio  glucocorticoide. La silimarina inhibe
significativamente la activacién microglial inducida por el LPS, la produccion de
mediadores inflamatorios, como el TNF-a y el NO, y reduce el dafo sobre las
neuronas dopaminérgicas (Wang y col., 2002). La naloxona inhibe la activacién
de la microglia inhibiendo la unién del LPS a la superficie celular y también
reduce significativamente la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SN
inducida por el LPS (Liu y col., 2000a, b). Por ultimo, el dextrometorfano, cuyo
efecto neuroprotector se atribuye a la interferencia en la uniéon del LPS a su
receptor en la superficie celular, produce la inhibicion de la activacion microglial
estimulada por el LPS, y la produccion de TNF-a, NO y radicales libres

superoxido inducidos por el LPS (Liu y col., 2003).
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Sin embargo, nuestros resultados muestran que la cantidad de microglia
no es el unico factor que pudiera estar implicado en la mayor vulnerabilidad de
estas neuronas, sino que la DA enddgena, una obvia caracteristica del sistema
dopaminérgico, se encuentra implicada en la vulnerabilidad de este sistema. De
hecho, los animales tratados con L-DOPA tenian menos cantidad de microglia
que los tratados con LPS sdlo y sin embargo se mantuvo el dafio sobre las
neuronas no observandose proteccién en este caso.

El efecto sinérgico entre la DA y otras toxinas ya ha sido descrito. La DA
produce un incremento sinérgico de la accion téxica del hierro (lll), de manera
que el incremento en los niveles de DA enddgena extracelular a través de la
inhibicion de su mecanismo de recaptacion con nomifensina incrementa el
efecto neurotoxico del hierro (Ill) de manera dependiente de la dosis. (Santiago
y col., 2000). Por otro lado, Sakka y col. (2003) demostraron que la rotenona,
un inhibidor del complejo | mitocondrial, reduce la viabilidad de las neuronas
dopaminérgicas y no dopaminérgicas cuando se administra a altas dosis en
periodos cortos de tiempo. Esta toxicidad se previene significativamente con
una superoxido dismutasa permeable a la membrana y con a-MPT. Sin
embargo, con tratamientos crénicos de rotenona a bajas concentraciones la
toxicidad se hacia selectiva frente a las neuronas dopaminérgicas y de nuevo
era atenuada por la a-MPT.

Ademas, se ha descrito que la accion téxica de distintos compuestos
dependen de la DA. Asi, Xu y col. (2002) mostraron que la acumulacién de a-
sinucleina en cultivos de neuronas dopaminérgicas humanas que acaban en

apoptosis requieren la produccion de DA enddégena y que este efecto era
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mediado por RLO. Por el contrario, la a-sinucleina no es téxica en neuronas
corticales humanas no dopaminérgicas, sino que en este caso tiene una
accion neuroprotectora.

Un efecto muy similar fue el observado por Dong y col. (2003) a través
del estudio de la toxicidad del CDCrel-1 en las neuronas dopaminérgicas. El
CDCrel-1 es una de las proteinas de cuya degradacion se encarga la parkina
(Shimura y col., 2000; Zhang y col., 2000). Se trata de una proteina que se
expresa fundamentalmente en el cerebro y se localiza en las terminales
axonicas de neuronas inhibidoras (Honer y col., 1993; Kinoshita y col., 2000).
Su funcién parece estar relacionada con el reconocimiento vesicular
(Caltagarone y col., 1998; Beites y col., 1999). Mutaciones en la parkina
llevarian a la no degradacion de esta y otras proteinas cuya acumulacion
resultaria téxica para las neuronas de DA. Dong y col. (2003) mostraron que la
transferencia génica de CDCrel-1 a través de la recombinaciéon con un virus
adeno-asociado en la SN de la rata produjo un rapido incremento de la
expresion nigral y estriatal de CDCrel-1, lo que fue seguido por una progresiva
pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SN y un descenso de los niveles de
DA estriatal. Sin embargo, las neuronas del GP se salvaron de la toxicidad del
CDCrel-1. Esta toxicidad selectiva frente a las neuronas de DA pudo ser
bloqueada por la inhibicién de la TH y la biosintesis de DA a través de la a-
MPT, sugiriendo asi que la toxicidad inducida por el CDCrel-1 estaba mediada
por la DA endogena. Dong y col. (2003) justifican este efecto en relacidn con la

inhibicién de la secreciéon de DA producida por el CDCrel-1 de manera que al
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interferir en la liberacién de la DA almacenada en vesiculas, habria mas
cantidad de DA libre en el citoplasma.

Por otro lado, la tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor imprescindible de
la TH y por tanto un requerimiento absoluto para la actividad de esta enzima,
resulta toéxica de manera selectiva para las células que producen DA y esta
toxicidad se incrementa en proporcion a la cantidad de DA celular (Choi y col.,
2003). Puesto que este efecto toxico se previene con el uso de antioxidantes y
que la BHj4 produce peroxidacion lipidica, se piensa que el estrés oxidativo
puede estar implicado en esta toxicidad.

Todos estos resultados ponen de manifiesto la importante contribucion
de la DA endogena a la vulnerabilidad y degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la SN. Estos datos muestran que la presencia de DA
endogena en las neuronas dopaminérgicas hacen que compuestos no téxicos
(como la [I-sinucleina, la parkina, la BH4 o0 el LPS) se hagan téxicos. Ademas,
la DA endogena (probablemente a través de su accion sinérgica con procesos
inflamatorios) incrementa la toxicidad y especificidad de diferentes toxinas.

A pesar de las diferencias entre los distintos trabajos todos ellos llegan a
la conclusion comun de que la DA citosdlica es neurotoxica. Las razones de
esta toxicidad pueden ser varias. Por un lado, se sabe que la DA puede alterar
la funcidon mitocondrial, otro mecanismo asociado a la patogénesis de la EP
(Pérez y Hastings 2004). El metabolismo de la DA, a través de la MAO,
produce un descenso en el estado 3 de la respiraciéon en mitocondrias aisladas
de cerebro que es revertido por el bloqueante de la MAO pargilina (Berman y

Hastings, 1999; Gluck y col., 2002). La oxidacién de la DA a DA-quinona
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produce un incremento en el estado 4 de la respiracion (desacoplado) en la
mitocondria y una apertura de la permeabilidad del poro de transicion
mitocondrial (Berman y Hastings, 1999). La disfuncion mitocondrial suele
acabar en liberacion del citocromo ¢ como paso inicial de la cascada
apoptatica.

Sin embargo, la principal causa de toxicidad de la DA parece estar
relacionada con su capacidad de generar RLO. Se sabe que las neuronas
dopaminérgicas de la SN estan particularmente sometidas a estrés oxidativo
debido al metabolismo de la DA que incrementa los niveles de varias especies
téxicas. Debido a su anillo catecol inestable, la DA puede dar lugar a
oxidaciones espontaneas en presencia de oxigeno molecular lo cual daria lugar
a peroxido de hidrogeno, superéxido y dopamina-o-quinona (Graham, 1978).
Alternativamente, también puede ser desaminada enzimaticamente por la MAO
para producir DOPAC y peréxido de hidrogeno, que a su vez puede ser
convertido en radicales hidroxilos en presencia de hierro (Maker y col., 1981).
Esta neurotoxicidad de la DA, en teoria, también acelera la autooxidacion de la
DA liberada, lo que llevaria a la generacion de RLO in vivo. El incremento en la
autooxidacion de la DA y de los RLO puede iniciar una cascada de estrés
oxidativo que llevaria al dafio y pérdida de las neuronas de la SNc en la EP.
Esto se corrobora con el incremento en los niveles basales de formacion de
malonaldehido (peroxidacién lipidica) y el contenido en hierro de las neuronas
pigmentadas supervivientes de la SN (Dexter y col., 1989; Gerlach y col., 1994;
Gotz y col., 1994). Ademas, las neuronas dopaminérgicas de la SN parecen ser

mas vulnerables al dafio que otros fenotipos neuronales y también a aquellas
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de otras areas cerebrales probablemente debido al alto contenido en hierro y
DA en la SN (Jenner y Olanow, 1998) y a su reducida capacidad antioxidante
(Jenner y Olanow, 1996), un posible regulador de la sensibilidad celular a los
dafios (Liu y col., 1998).

El aumento del estrés oxidativo debido a la oxidacion de la DA parece
jugar un papel importante en la toxicidad inducida sobre las neuronas
dopaminérgicas por numerosos modelos (Pérez y Hastings, 2004). Asi, la
toxicidad inducida por la metanfetamina parece estar relacionada con la
presencia de DA y el incremento de proteinas modificadas por DA-quinonas
para formar residuos cisteil-DA (LaVoie y Hastings, 1999; Larsen y col., 2002).
También parece que la oxidacion de la DA juega un papel importante en el
estrés oxidativo asociado a la toxicidad del MPP™ in vitro (Lotharius y O Malley,
2000). Por su parte, Lotharius y Brundin (2002), sugieren que la [I-sinucleina
produce la inhibicion de la fosfolipasa D2 lo que lleva a una incompleta
recirculacion de la DA vesicular con el consiguiente aumento de DA libre y
radicales libres.

Se sabe que el LPS, por su parte, también es capaz de generar
radicales libres. La microglia activada por el LPS produce un incremento en la
actividad de la iINOS que produciria NO en mayores cantidades (Possel y col.,
2000; Arimoto y col., 2003). Por otro lado, las células microgliales, a través de
le enzima NADHP-oxidasa, son capaces de generar superoxido (Qin y col.,
2004). La NADPH-oxidasa es la enzima productora de superoxido mas
importante en las células fagociticas del sistema periférico y del cerebro

(Babior, 1999). Aunque el NO no parece ser, en bajas cantidades, toxico para
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las neuronas, cuando reacciona con el radical superoxido forma peroxinitrito, el
oxidante mas potente y toxico (Beckman y col., 1993; Xie y col., 2002).

Por todo ello, la DA endogena y el LPS podrian actuar de forma
sinérgica para inducir la liberacion de RLO con el consecuente incremento en la
toxicidad y especificidad de las diferentes toxinas sobre las neuronas
dopaminérgicas. Este sinergismo mediado por radicales libres también ha sido
descrito para otros modelos de neurodegeneracion. Asi, el MPTP y el LPS
también podrian actuar de manera sinérgica a través de la activacién de la
NADPH-oxidasa y la consecuente produccién de RLO (Gao y col., 2003a, b).
En nuestro estudio, la combinacién de las caracteristicas intrinsecas de las
neuronas dopaminérgicas, con su reducida capacidad para destoxificar los
RLO, junto con la produccion de estas especies por parte tanto de la DA como
del LPS, justificarian la mayor toxicidad inducida por el lipopolisacarido en las
neuronas dopaminérgicas de la SN en presencia de DA.

En conclusién, nuestro trabajo aporta varios datos de interés clinico. Una
de las caracteristicas mas sorprendentes de la EP es que inicialmente solo
afecta a una poblacién neuronal restringida en el cerebro. Aunque otras
neuronas también se ven afectadas, las neuronas dopaminérgicas de la parte
compacta de la sustancia negra son las mas vulnerables a este proceso
degenerativo. La razén de esta pérdida celular selectiva aun no se conoce con
exactitud aunque, como aqui se describe, los altos niveles de DA en estas
neuronas puede producir un aumento significativo de la accion toxica de
distintos compuestos. Por todo ello, nuestros resultados, junto con los de otros

autores, defienden los posibles efectos téxicos de la DA que podria ser “el
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asesino en casa” en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Chesselet,
2003). El conocimiento de la manera en que la DA esta implicada en este
proceso podria abrir la posibilidad de nuevas estrategias de proteccion frente a

este importante proceso degenerativo.

5.- EFECTOS SECUNDARIOS DESCRITOS EN EL TRATAMIENTO

CRONICO CON L-DOPA.

Otros datos de especial interés desde el punto de vista clinico son
algunos de los obtenidos con el tratamiento de L-DOPA. El tratamiento con L-
DOPA en la EP es uno de los mas utilizados en la actualidad. Aunque el
tratamiento con este farmaco produce una mejoria bastante notable en los
sintomas iniciales de la enfermedad, su uso continuado hace que al cabo de
unos anos el estado de los pacientes empeore de manera notoria y que la
incapacidad funcional sea igual o mayor que el nivel de incapacidad anterior al
tratamiento. De hecho, existen sospechas de que su uso puede acelerar la
progresion de la degeneracion neuronal (Jenner y Brin, 1998). No hay
evidencias clinicas que sugieran que la L-DOPA tenga efectos adversos en las
células dopaminérgicas en individuos sanos o en la viabilidad de las células
supervivientes en pacientes con EP. Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que la L-DOPA, al generar elevados niveles de DA, mantiene la
situacion de riesgo de estas neuronas y de los astrocitos, por lo que la

enfermedad podria seguir empeorando.
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Estos datos permiten suponer que la L-DOPA podria representar un
candidato para incrementar la muerte celular mediada por estrés oxidativo
debido a su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (Fahn, 1996).
Asi, la autooxidacion de la L-DOPA causa un estrés oxidativo que llevaria a la
destruccidon neuronal por necrosis o apoptosis. Estudios recientes muestran
que la L-DOPA causa una inhibicion reversible del complejo | de la mitocondria
en la SN y el estriado de la rata. La extrapolacién de estos resultados permitiria
sugerir que el tratamiento crénico con L-DOPA podria incrementar la disfuncién
en el complejo | mitocondrial en la SN ya existente en la EP. Por otro lado, la L-
DOPA y la DA han sido implicadas en el déficit nigral de glutation reducido
encontrado en la EP junto con especies radicales de superdxido. Ademas
estudios con PET han mostrado que el tratamiento créonico con L-DOPA
produce una pérdida de recaptacion de fluorodopa en el estriado (Fanh, 1996a,
b). En cualquier caso, el tema de la neurotoxicidad de la L-DOPA continua sin
resolverse, pero nuestros datos apuntan la posibilidad de su toxicidad en
aquellas circunstancias donde conviva con un factor téxico, como es el caso del
LPS.

Estos datos junto con los anteriores indican que la accion degenerativa
del LPS, que parece mediada por la presencia de DA enddgena, presenta un
mecanismo especifico. El descubrimiento de este mecanismo que podria ser
semejante al que produce la acumulacion de a-sinucleina en la EP es de gran
importancia para el desarrollo de nuevos farmacos que nos permitan luchar
contra este proceso degenerativo y por tanto contra la aparicion de dicha

enfermedad.
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CONCLUSIONES
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1. El tratamiento con a-MPT previene de manera dependiente de la dosis la
pérdida de neuronas TH positivas en la SN de la rata tras una unica
inyeccion intranigral de LPS. Este efecto fue revertido con el tratamiento
simultaneo de a-MPT y L-DOPA/benserazida.

2. El tratamiento con a-MPT previene la pérdida de expresiéon del ARNm de
la TH y del transportador de dopamina. Este efecto también fue revertido
con el tratamiento simultaneo de a-MPT y L-DOPA/benserazida.

3. La inyeccion de LPS solo o en combinacién con los tratamientos
ensayados no produjo alteracibn en la poblacion de neuronas
GABAérgicas de la SN.

4. Eltratamiento con a-MPT previene de manera dependiente de la dosis la
pérdida de astrocitos GFAP positivos en la SN de la rata tras una unica
inyeccion intranigral de LPS. Este efecto de nuevo fue revertido con el
tratamiento simultaneo de a-MPT y L-DOPA/benserazida.

5. El tratamiento con a-MPT previene de manera dependiente de la dosis la
activacion de la microglia en la SN de la rata tras una unica inyeccion
intranigral de LPS. Este efecto sin embargo no fue revertido con el
tratamiento simultaneo de a-MPT y L-DOPA/benserazida.

6. El tratamiento con a-MPT produjo un aumento en la expresion de BDNF
en la SN de la rata tras la inyeccion de LPS. Este efecto fue revertido
con el tratamiento simultaneo de a-MPT y L-DOPA/benserazida.

7. La temperatura corporal de la ratas s6lo disminuyo a valores por debajo

de los normales en el grupo tratado con 200 mg/kg de a-MPT.
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8. El grupo de animales tratados con o-MPT y mantenidos a una
temperatura ambiente de 33 °C no mostré ninguna diferencia en los
resultados con el grupo mantenido a 22 °C, especialmente en lo que se
refiere a la proteccién de las neuronas dopaminérgicas, indicando que la
proteccion ejercida por esta droga no se debe a su efecto hipotérmico.

9. Los tratamientos con sulpiride y acido kinurénico consiguen proteger en
parte las poblaciones astrociticas y microgliales pero no ejercen
proteccion sobre las neuronas dopaminérgicas tras la inyeccion de LPS
en la SN de las ratas.

10. Todos estos datos sugieren que la dopamina enddgena esta implicada

en la especial sensibilidad del sistema nigroestriado.
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