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1. INTRODUCCION



1.1. RADICALES LIBRES

Los radicales libres estan implicados en reacciones bioquimicas
que son parte de la funcién normal de la célula. Existen evidencias que
indican que los radicales libres pueden causar dafio oxidativo a moléculas
bioldgicas, incluyendo proteinas, lipidos y DNA (Mello y Meneghini,
1984; Halliwel y Gutteridge, 1985). En el sistema nervioso central, donde
las membranas contienen una concentracién elevada de lipidos
insaturados, los radicales libres tienden a reaccionar con los dcidos grasos
poliinsaturados, causando peroxidacién lipidica, dafios en la membrana y
muerte celular. La oxidacién normalmente ocurre como resultado de la
transferencia de un solo electréon de los metales de transicion, como el
hierro, cobre y manganeso. El hierro es el més abundante de los metales
presentes en el organismo, y puede catalizar reacciones de oxidacién
(Fig.1). La toxicidad de estas reacciones de oxidacién es causada
primeramente por la generacién de radicales hidroxilos (°OH), generados
a partir del peréxido de hidrégeno (H,0,), los cuales reaccionan
directamente con el hierro (Halliwell y Gutteridge, 1985). (Fig.2).

El organismo posee mecanismos de proteccidn para evitar el
acumulo de radicales libres generados por reacciones de oxidacién. La
enzima superdxido dismutasa elimina por catalizacion los radicales
superéxidos (O°,-) convertiéndolos en peréxido de hidrégeno y oxigeno
(McCord y Fridovich, 1969). El peréxido de hidrégeno puede ser
eliminado por las enzimas catalasa y peroxidasas. Entre las peroxidasas
estd la glutatién peroxidasa, que junto con la glutatién reductasa juegan
un papel importante en la eliminacién del peréxido de hidrégeno,
evitando asi la acumulacién de radicales hidroxilos (Cohen, 1985). Los
"scavengers" de radicales libres, tales como el a-tocoferol (vitamina E),
interaccionan con los radicales libres y protegen a las membranas
celulares de la peroxidacion lipidica. En el cerebro, el mecanismo de
defensa mdas importante es el sistema glutatidn-reductasa/glutation
peroxidasa el cual transforma el peréxido de hidrégeno en H>O por
accion de la enzima glutatién peroxidasa (Fig. 3). No obstante, el sistema
glutatién es saturable por lo que un aumento en la produccién de
perdxido de hidrogeno en presencia del radical superéxido (Reaccion de
Haber-Weiss) o en presencia de hierro ferroso (Reaccién de Fenton),



produce la formacién de radicales hidroxilos con el consecuente dafio en
los tejidos. (Fig. 2) (Halliwell y Gutteridge, 1985; Spina y Cohen,1989).

1e- le- le-
0O + - > 0% + - > H,0p + - > 'OH + OH-
radical perdxido de - radical
superéxido hidrégeno hidroxilo

Fig.1. La reduccién de oxigeno forma el radical libre hidroxilo. El
oxigeno recibe un electrén y forma el radical superéxido . En solucién
acuosa, O2- recibe un electrén adicional y forma el perdxido de
hidrégeno. El per6xido de hidrégeno acepta un electrén y forma el
radical libre hidroxilo. Los radicales hidroxilos son el primer mecanismo
por el cual las reacciones de oxidacién causan dafio a los tejidos y pueden
inducir peroxidacién lipidica causando alteraciones en la integridad y
funciones bioquimicas de la membrana.

1. Reaccién de Haber-Weiss

H0, + Oy oo > 0O, + OH- + OH

Fe2t + HpOp -------mmmmmm- > Fe3+ + OH- + -OH

Fig. 2. Generacion de radicales libres hidroxilo por las reacciones de
Haber-Weiss y Fenton. El per6xido de hidrégeno es reducido y forma el
radical libre hidroxilo, que es téxico, mediante el transporte de un
electrén del radical superéxido (Haber-Weiss) o por el paso de hierro en
estado ferroso a estado férrico (Reaccion de Fenton) . En condiciones
fisioldgicas la reaccidon de Haber-Weiss es muy lenta y los radicales
hidroxilo son normalmente formados por la reaccién de Fenton.



Glutatién peroxidasa

2 GSH + HO, > GSSG  + 2 H,O

Glutatidn reductasa

GSSG + NADPH + HY - > 2GSH + NADP+

Fig.3 En el cerebro el sistema glutatién es un mecanismo fundamental de
eliminacién de H;O, y de proteccién contra la formacién de radicales
libres hidroxilo. La glutatién peroxidasa cataliza la reaccién de 2
moléculas de glutatién con peréxido de hidrégeno para formar glutation
oxidado y HyO, El glutatién puede ser recuperado por la reduccién del
glutatién oxidado en una reaccién catalizada por la glutatién reductasa. El
NADPH consumido en esta reaccién se produce fundamentalmente en el
ciclo de las pentosas fosfafos, el cual es necesa-rio para mantener la
actividad antioxidante del sistema.

El catabolismo de la DA mediado por la enzima monoamina oxidasa
(MAO) produce un "pool" de peréxido de hidrégeno (Fig.4). En varios
estudios se ha visto que la actividad MAO B, que cataliza la oxidacién de
la DA, aumenta con la edad (Fowler y col.,1980). Un aumento en el
metabolismo de la DA podria aumentar la formacién de peréxido de
hidrégeno y exceder la capacidad antioxidante del sistema glutation. De la
misma manera, una disminucién de glutatién o de glutatién peroxidasa
podria impedir la eliminacién del peréxido de hidrégeno generado por el
metabolismo normal de la DA, causando un aumento en la concentracidén
de HxO2 que podria no ser eliminado adecuadamente por el sistema del
glutation, lo que conduciria a la formacién de radicales libres hidroxilo,
que pueden causar dafio o contribuir al ya producido por la DA.



DA + O + HHO ——---mme-- > 3,4 dihidroxifenil-acetaldehido + NH; + H,O,

Fig.4 La oxidacién de la DA por la MAO forma perdxido de hidrégeno.
En estriado de cerebro humano, la DA es metabolizada principalmente
por la MAO B.

El cerebro humano es particularmente vulnerable a las reacciones
de oxidacién debido a que:

1) Contiene altas concentraciones de lipidos poliinsaturados, que
sirven como sustrato para la peroxidacién lipidica.

2) Recibe una porcentaje de oxigeno muy alto en relacion al
oxigeno total presente en el organismo.

3) Es relativamente deficiente en mecanismos protectores. Por
ejemplo: posee menos cantidad de glutatién, glutatién peroxidasa y
tocoferol comparado con el higado.

4) El hierro estd presente en altas concentraciones en regiones
especificas del cerebro.

1.2 VITAMINA E

La vitamina E es un nutriente esencial en los animales (incluido el
hombre), que no son capaces de sintetizarla. Su requerimiento depende de
los niveles de otros constituyentes de la dieta, tales como grasas
poliinsaturadas, aminodcidos azufrados, otras vitaminas liposolubles,
selenio, antioxidantes, prooxidantes, etc. La deficiencia en vitamina E,
rara dado que esta vitamina esta ampliamente distribuida en la naturaleza,
estd asociada normalmente a procesos que cursan con mala absorcion de
la vitamina E de la dieta.



Entre el 20 y el 40% de la vitamina E de la dieta es absorbida por
el intestino (Blomstrand y col., 1968). En el organismo, la vitamina E es
metabolizada por oxidacién dando quinonas que son irreversibles o bien
radicales a-tocoferil que son reducidos por accién de la vitamina C,
volviendo a dar a-tocoferol activo (Bendich y col., 1984; 1986).

El higado actia como una reserva de vitamina E de turnover
rapido, mientras que el tejido adiposo es de turnover lento (Machling y
col., 1979; Traber y col., 1984). La presencia de vitamina E en el tejido
adiposo se piensa que es simplemente debida a su carécter liposoluble,
mientras que es en los fosfolipidos de las mitocondrias y microsomas
donde la vitamina E se encuentra intimamente relacionada con su
actividad en la prevencién de la peroxidacién en estos orgdnulos (Lucy,
1972). En los animales, la vitamina E est4 principalmente concentrada en
los fosfolipidos de las mitocondrias, reticulo endopldsmico y membranas
plasmadticas celulares, donde ejerce su papel fundamental como
antioxidante al ceder un Ht a los radicales libres, reduciendo a éstos y
formando radical a-tocoferil. De esta forma, protege a los fosfolipidos
del ataque por radicales libres y evita asi la destruccién de organulos
como mitocondrias y microsomas. La vitamina E serfa una primera linea
de defensa mientras que el selenio constituiria una segunda linea a través
de la glutatién peroxidasa. Un mecanismo por el que se podrian explicar
las diversas alteraciones en las deficiencias de vitamina E es la
modificacién en la produccién de ATP como consecuencia de la

peroxidacién de los lipidos de las membranas mitocondriales (Heffron y
col., 1978; Hornsby y col., 1982).

Ya hemos indicado que la deficiencia en vitamina E no es
frecuente dada su amplia distribucién en la naturaleza tanto en productos
de origen vegetal como animal; sin embargo existen una serie de
enfermedades crénicas que cursan con malaabsorcién de grasas y dan
lugar a bajos niveles séricos de vitamina E; son las llamadas deficiencias
secundarias de vitamina E. Entre ellas estd la abetalipoproteinemia que se
caracteriza por una deficiencia infantil en la sintesis de apolipoproteina
B, esencial para la secreciéon de betalipoproteinas, principales
transportadores de la vitamina E circulante (Sokol, 1989). Otras
enfermedades son la fibrosis cistica o la colestasis crénica. Todas ellas
dan lugar a alteraciones en el sistema nervioso y mdsculo (ataxia,



degeneracion axonal, encefalomacia, etc) que se presentan desde los
primeros estadios de la vida. Existe ademds una deficiencia primaria que
no estd asociada a sindromes de mala absorcién (Stumpt y col., 1987). La
causa principal de esta enfermedad no estd clara. S6lo se sabe que es un
error en el metabolismo de la vitamina E que aparece antes del
nacimiento. Al igual que las otras deficiencias, presenta ataxia o
neuropatias periféricas aunque no presenta lesiones retinales, por lo que
se sugiere que en las deficiencias secundarias que cursan con retinopatias
debe existir una carencia de vit.A y otros nutrientes esenciales ademds de
una deficiencia en vit. E (Sokol, 1989). No olvidemos que la vitamina E
protege las reservas tisulares de vitamina A frente a la peroxidacién
(Witting, 1977). Por tanto, en pacientes con altera-ciones neurolégicas y
sin sintomas de mala absorcién, también se debe estudiar los niveles
séricos de vitamina E. En todas estas enfermedades, dado que presentan
bajos niveles séricos de vitamina E, se ha administrado ésta en el
tratamiento, consiguiéndose una mejoria en algunos sintomas, si bien la
mejoria es mayor cuanto menos avanzados estén los desérdenes del
sistema nervioso y miscular (Muller y col.,1976; Burck y col., 1981,
Harding y col., 1982; Sokol y col., 1987). De gran interés es el papel de
la vitamina E en la anemia hemolitica presente en nifios prematuros, que
revierte al administrar esta vitamina.

El papel neurolégico de la vitamina E fue descrito por primera
vez por el doctor Evans en 1928. En el cerebro, la vitamina E se
encuentra fundamental-mente en las membranas de mitocondrias,
microsomas y sinaptosomas ejerciendo su papel de "scavenger" de
radicales libres, evitando asi la oxidacién de los &acidos grasos
poliinsaturados y de las proteinas ricas en grupos tioles, constituyentes de
las membranas celulares y del citoesqueleto (Tappel, 1962). En la
neurona en desarrollo, existe una zona rica en acidos grasos
poliinsaturados llamada "cono de crecimiento”, responsable de establecer
las relaciones entre neuronas, proceso esencial en el desarrollo del
sistema nervioso (Pfenninger, 1986); la oxidacién de los 4cidos grasos de
la membrana plasmatica del cono podria alterar la expresién de proteinas
de membranas y los segundos mensajeros. Esto concuerda con el hecho de
que en sistemas nerviosos inmaduros los trastornos causados por la
deficiencia en vitamina E son mas severos que en los ya desarrollados.

Otra funcién importante de la vitamina E en el cerebro es el

~l



control de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos (Meydani y col.,
1985), asi como en la sintesis de 4cidos nucleicos (Castignani, 1980).

El mecanismo preciso por el que la vitamina E pasa desde las
lipoproteinas circulantes hasta el cerebro, médula espinal, nervios
periféricos y musculo no estd atin bien establecido. Lo que si se sabe es
que la distribucién no es uniforme, ni en el sistema nervioso central ni en
el periférico (Vatassery y col., 1984). En la deficiencia en vitamina E los
centros nerviosos afectados (bulbo, médula espinal y cerebelo), tienen
bajo contenido en vitamina E, inferior a la de otros centros y ademas,
menor en los animales jévenes que en los viejos (Vatassery y col., 1984;
Vatassery, 1987). La relacién entre vitamina E y las alteraciones
neuroldgicas no se conocié durante muchos afios. Sin embargo, hoy
existen un gran nimero de evidencias que demuestran la existencia de
esta relacién. En el hombre, una deficiencia prolongada en vitamina E
puede provocar ataxia espinocerebelar con pérdida de reflejos,
alteraciones en la percepcién de la postura y de la vibracion,
oftalmoplegia, debilidad muscular, escoliosis... Estos sintomas aparecen
tanto en la deficiencia asociada a sindromes de mala absorcién
(Guggenheim y col., 1982; Muller y col., 1983) como en la forma aislada
de deficiencia primaria (Sokol y col., 1988). La presencia de
deformaciones esféricas en las membranas axonales es tipica en
deficiencias de vitamina E y en procesos de envejecimiento; estas
distrofias axonales se han encontrado en los fasciculos delgados y
cuneiforme de ratas, monos y hombres con colestasis crénica (Rosenblum
y col., 1981), fibrosis cistica (Hayes y col., 1969) y otros problemas de
absorcién de grasas (Weder y col., 1984). Las proyecciones axonales de
estas neuronas hacia la zona posterior de la médula espinal y nervios
sensoriales periféricos también sufren distrofia y posterior
desmielinizacién (Landrieu y col., 1985), lo que se conoce como distrofia
neuroaxonal. Otra caracteristica encontrada en ratas, monos y humanos
con deficiencia en vitamina E es la presencia de actimulos de lipofuscina
en neuronas sensoriales dorsales y en el citoplasma de la célula de
Schwann en los nervios periféricos (Hayes y col., 1969). Los actimulos de
lipofuscina a nivel neuronal y la distrofia neuroaxonal son comunmente
observados después de la tercera década de la vida en personas normales,
por lo que se puede establecer un paralelismo entre la deficiencia en
vitamina E y el proceso de envejecimiento (Sokol, 1989).



En los procesos patoldgicos ya descritos, los dafios se encontraban
principalmente a nivel del sistema nervioso periférico y a nivel muscular.
Sin embargo, existen alteraciones a nivel del sistema nervioso central en
las que la vitamina E puede jugar un papel fundamental, como la
enfermedad de Batten o lipofuscinosis neuronal ceroidea que cursa con
retraso mental progresivo y en la que se ha sefialado la deficiencia en los
sistemas antioxidantes de las neuronas (Santivuori y col., 1984).

En el tratamiento del Parkinson, se ha utilizado una mezcla de
deprenilo y vitamina E (Snyder y D'Amato, 1986). Este tratamiento
seria de tipo preventivo, durante los primeros estadios de la enfermedad,
asi como en personas con alto riesgo.

1.3 SELENIO

En el hombre, la importancia del selenio se hizo patente cuando se
vié que enfermedades endémicas de ciertas zonas de China con suelos
pobres en selenio revertian si se administraba este elemento; es €l caso de
la enfermedad de Keshan, cardiomiopatia que afecta a mujeres jovenes y
nifios, y la enfermedad de Kaschin-Beck que es una osteoartropatia
(Keshan Disease Research Group, 1979).

Los enfermos con alimentacién parenteral durante tiempo
prolongado presentan bajos niveles séricos de selenio y pueden llegar a
desarrollar alteraciones como distrofia muscular (Van Rij y col., 1979) o
cardiomiopatias (Quercia y col., 1984). En pacientes con dieta
exclusivamente parenteral, los niveles séricos de selenio bajan tras dos

meses de dieta (McGee y col., 1985).

La mds conocida de las funciones del selenio es formar parte del
centro activo de la glutation peroxidasa. Esta enzima, que esta presente en
el citosol y en la matriz mitocondrial de la célula, asi como en fluidos
corporales, estd formada por cuatro subunidades idénticas entre si y cada
una de ellas con un dtomo de selenio en forma de selenocisteina unido
covalentemente en su estructura primaria (Forstrom y col., 1978). Como
ya hemos visto en apartados anteriores, esta enzima cataliza el paso de



perdxido de hidrégeno a agua con intervencién del GSH, que es oxidado
y posteriormente regenerado por accién de la glutatién reductasa (Fig.
3). Por tanto el papel del selenio en el metabolismo celular seria la
proteccién frente al dafio producido por radicales libres . La funcién del
selenio en los procesos de 6xido-reduccién se entiende facilmente si se
tiene en cuenta que pertenece al grupo VIa de la tabla periddica, situado
entre el azufre y el teluro y presentando propiedades de no metal como el
primero o de metal como el segundo. Asi sus estados de oxidacién varian,
siendo +6, +4, 0 y -2. .

Al hablar de la vitamina E hemos visto que las funciones de ésta y
del selenio estan intimamente ligadas, siendo el selenio una segunda linea
de defensa frente a la peroxidacién lipidica en la membranas biolégicas.
La distrofia muscular de origen nutricional en oveja y cabra no responde
al tratamiento con vitamina E si los niveles de selenio no son los
adecuados (Madson y col., 1935).

El selenio tiene una actividad antitumoral, ya que cuando se
administra a dosis farmacolégicas (por encima de las nutricionales),
forma selenodiglutatién, que es un inhibidor de la sintesis proteica,
evitando asi la proliferacién de la células cancerigenas (Schrauzer, 1988).
Por ello el uso del selenio esta indicado en la prevencién del cancer

Estudios realizados en animales de laboratorio demuestran que la
absorcion del selenio va a depender de la forma en que se encuentre en
los alimentos. La selenometionina se absorbe en el intestino por un
transporte activo que, al utilizar el mismo transportador que la
metionina, es inhibido por altas concentraciones de este aminoacido
(McConell y Cho, 1965); la absorcién de selenometionina depende de la
bomba de Nat (McConell y Cho, 1967). En forma de selenocisteina (se
estima que aproximadamente el 85% del selenio en el organismo de la
rata estd como selenocisteina) (Deagen y col., 1991), la absorcién es por
difusién. Otros autores han estudiado la absorcién de selenito y selenato
en ileon de rata siendo la absorcion de selenato mediada por
transportador superior a la de selenito, que se absorbe por difusion
(Wolffram, 1985). La absorcién de selenio estudiada en el hombre con el
isétopo 74Se en forma de selenito, muestra un valor del 76%
(Janghorbani y col., 1982).

La via de excrecién mas importante para el selenio es la orina,

10



siendo el rifién el 6rgano encargado de mantener su homeostasis en el
organismo.

En cuanto a la distribucién del selenio en el organismo, estudios
en ratas demuestran que la mayor reserva de selenio es el higado, seguido
en orden decreciente por el pulmén, corazén, musculo, cerebro y
eritrocitos (Gromadzinska y col., 1988). Igualmente, en estos 6rganos
existe una relacion directa entre la actividad glutatién peroxidasa y la
cantidad de selenio presente en el tejido, e inversa entre la actividad
glutatién peroxidasa y la cantidad de peréxidos lipidicos. La actividad
glutatién peroxidasa dependiente de selenio es, en todos estos Organos,
superior a la independiente de selenio (Gromadzinska y col., 1988).

Los niveles normales de selenio en el organismo y sus
requerimientos varian ampliamente de unos lugares del mundo a otros
(Neve, 1988) ya que los niveles de selenio en suelo y, por tanto, en los
alimentos, varian segun las caracteristicas del mismo (Thorling, 1986).
Las necesidades de selenio en el organismo también van a depender de
factores como la edad, el sexo, deficiencia en vitamina E, hierro o
vitamina B12 (Hoekstra, 1975), y situaciones especiales como son la
lactancia y la gestacion (Butler y col., 1982; Robinson y col., 1985). Los
habitantes de paises con tierras pobres en selenio (como por ejemplo,
China o Nueva Zelanda), presentan niveles de selenio en plasma entre
20-30 ug/l , mientras que en paises como Estados Unidos, Canada o
Japén, con suelos ricos en selenio, los niveles estan entre 100-200 pg/l de
plasma (Thorling, 1986). En Europa hay un amplio rango entre 50 y 110
ug/l. Valores inferiores a lo 30 ug/l estan asociados a sindromes de
deficiencia (Van Rij y col., 1979; Yang y col., 1984) como distrofia
muscular o cardiomiopatias.

En la novena edicién de la RDAs (Recommended Dietary
Allowance), el selenio aparece como un mineral esencial para el hombre
(Recommended Dietary Allowances, 1980) y las necesidades diarias se
establecen entre 50-200 pg/dia. Sin embargo, estas recomendaciones han
sido revisadas en estudios posteriores. Las necesidades diarias de selenio
no pueden ser fijadas de forma general. Estudios metabdlicos realizados
por Levander y Morris (1984) en Estados Unidos estiman que las
necesidades son de 80 ug de selenio/dia para el hombre y 57 pug/dia para
la mujer. Sin embargo, en China se calculan necesidades por debajo de los
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10 pg/dia. Esto se explica porque el organismo adapta la excrecion
urinaria de selenio a los niveles corporales (Robinson y col., 1985).

La mejor aproximacién para conocer los niveles y requerimientos
del selenio es a través de la actividad glutatién peroxidasa (Paglia y
Valentine, 1970), ya que nos da una idea del estado del selenio desde un
punto de vista funcional. La medida de esta actividad en eritrocitos
indicaria los niveles de selenio en el organismo a largo plazo, dado que
el eritrocito tiene un turnover relativamente lento en la sangre (Perona y
col., 1978), mientras que las plaquetas, de turnover rapido, nos dan una
idea de los niveles de selenio de una poblacién en un momento dado
(Néve y Carpentier, 1989). Estudios realizados con la medida de la
actividad glutation peroxidasa en plaquetas, calculan necesidades diarias
de selenio en China sobre 40 pg/dia y para Estados Unidos entre 50-70
ugldia.

El selenio tiene un papel importante en el envejecimiento y en el
sistema nervioso central, ya que tanto en enfermedades neurolégicas
como en el envejecimiento se han observado niveles bajos de selenio. Se
puede decir que el selenio es importante para la prevencién de la
disminucién de la respuesta inmune y de la acumulacién de peréxidos
lipidicos que se observan en el envejecimiento (Pryor, 1987). La
administracién de selenio junto con otros antioxidantes como la vitamina
E a pacientes geridtricos disminuye las concentraciones de
malondialdehido en suero. Asimismo se observa una correlacioén negativa
entre los niveles séricos de selenio y los productos derivados de la
peroxidacién de lipidos (Pryor, 1987).

En la lipofuccinosis neuronal ceroidea, de la que ya hemos
hablado anteriormente, se observa una deficiencia en selenio asi como una
correlacién entre disfuncién neurolégica y | actividad glutation
peroxidasa (Santivuori, 1988). A nivel del sistema nervioso central,
estudios con ratas demuestran que los dcidos grasos poliinsaturados de la
regién sindptica son protegidos de la peroxidacién, al menos en parte, por
el selenio (Clausen, 1991). El rdpido envejecimiento y degeneracion
neuronal que aparece en los enfermos con sindrome de Down, se ha
relacionado con el dafio que origina el exceso de produccién de peréxido
de hidrégeno por la enzima superéxido dismutasa (Sinet y col., 1979),
consecuencia de la trisomia del cromosoma 21 donde se encuentra el gen
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que codifica la SOD. Estudios en fetos con sindrome de Down
demuestran que la actividad glutatién peroxidasa en eritrocitos es elevada;
no asi en el cerebro (Brooksbank y Balazs, 1984), donde ademas se
presenta un elevado indice de peroxidacién lipidica y alteraciones en la
composicién en dcidos grasos poliinsaturados (Brooksbank y Balazs,
1984). Por ello, los cambios en la corteza cerebral de estos pacientes
pueden ser un reflejo de un metabolismo inadecuado del peréxido de
hidrégeno y, por tanto, del dafio por radicales libres. Ademas, estos
pacientes pueden presentar demencia de tipo Alzheimer que, al igual que
el Parkinson , ha sido relacionada con el dafio por radicales libres
(Volicer y Crino, 1990).

1.4. ACETIL-L-CARNITINA

La carnitina (4cido 3-hidroxi-4-N-trimetilaminobutirico) existe en
la dieta de forma natural, particularmente en los productos animales, y
puede ser sintetizada endogenamente a través de dos amino &cidos
esenciales, la metionina y la lisina (la metionina que proporciona los
grupos metilos y la lisina la cadena carbonada y el nitrégeno). La sintesis
de carnitina tiene lugar en el higado y rifion y requiere varios otros
componentes, incluyendo entre ellos ascorbato, niacina, vit. Bs, hierro
(Broquist, 1988; Feller y Rudman, 1988). La carnitina parece ser un
nutriente esencial en determinadas condiciones especificas como
malnutricién, prematuros, en mujeres embarazadas y en periodo de
lactancia, en pacientes que reciben dialisis, o nutricién parenteral y en
pacientes con enfermedades relacionadas con el higado. El
almacenamiento de la carnitina es en musculo esquelético y cardiaco. La
carnitina esta presente en el plasma en forma libre y de ésteres de
acilcarnitina (Bieber y Lewin, 1981) y de la misma forma son excretados
(Montgomery y Mamer, 1989).

La L-carnitina tiene distintas funciones. Su funcién en el
metabolismo energético de los 4cidos grasos es problamente la mas
conocida. Esta es la de facilitar la entrada de 4cidos grasos de cadena
larga en la mitocondria para su utilizacién en el proceso de generacion de
energia. Los 4cidos grasos de cadena larga, como ésteres de CoA, son
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transesterificados a L-carnitina en la reaccién catalizada por la carnitina
palmitoil transferasa I (E.C. 2.3.2.21) en la membrana externa de la
mitocondria. Los ésteres de acilcarnitina de cadena larga entran en la
mitocondria via un transportador especifico acilcarnitina translocasa. Los
acidos de cadena larga no pueden entrar en la mitocondria independiente
de su translocacién como un éster de carnitina.

La acetil-L-carnitina (ALC) es una sustancia endégena sintetizada
en la mitocondria por la enzima ALC-transferasa. La ALC también
participa en la funcién energética como transportador de grupos acetil
fuera de la mitocondria y esta relacionada con la captacién de acidos
grasos de cadena larga activados para su ingreso en el interior de la
mitocondria (Fritz, 1963; Moris y Carey, 1983). La ALC moviliza
grupos acetil y estimula la sintesis de proteinas y fosfolipidos de
membrana (Falcheto y col.,1971; Janiri y col., 1983). Esta funcién
energética la tiene en todos los tejidos incluido en SNC. Se produce un
incremento en la velocidad de oxidacién cerebral de 4cidos grasos de
cadena larga cuando la carnitina es afiadida a homogeneizado de cerebro
(Fritz, 1963); la mitocondria cerebral oxida ALC a velocidades
comparables a otros tejidos (Brener, 1962; Clark y Nicklas, 1970). La
actividad acetil transferasa estd presente en el tejido nervioso (McCamen
y col., 1966). Paradies y col. (1992), han propuesto que la ALC puede
restaurar la composicién de fosfolipidos (a nivel de cardiolipina) en la
membrana mitocondrial alterada por la edad, y por lo tanto, restaurar la
actividad del transportador fosfato.

Esta funcién energética puede ser importante para los diferentes
efectos protectores del envejecimiento del SNC descritos tras su
administracion prolongada . Se ha descrito que la ALC tiene efectos
benéficos en desordenes asociados al envejecimiento con deficiencia
colinérgica, tales como Alzheimer (Loeb y col., 1985; Bonavita, 1986;
Calvani y col., 1986). Sin embargo, el efecto de la ALC en el SNC parece
ser debido también a una accidn especifica sobre el SNC.

Varios de los efectos beneficiosos atribuidos a la ALC son debidos
al efecto positivo en el sistema colinérgico, debido a su semejanza
estructural con la acetil colina (Dolezal y Tucek., 1981; White y Scates,
1990). Estudios experimentales muestran que la ALC aumenta la
actividad de acetil-CoA y colina acetil transferasa, la captacién de la
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colina y la liberacion de acetil colina (Imperato y col., 1989). Estos
resultados apoyan la observacion de que la ALC puede tener actividad
colinérgica (Onofrj y col.,1983). Por otro lado, ALC es capaz de
disminuir los cambios en la morfologia cerebral del envejecimiento, en
los niveles de receptores de hormonas esteroides, en el factor de
crecimiento y enzimas (Fariello y col., 1988; Angelucci y col., 1988;
Patacchioli y col., 1989).

La ALC tiene ademds otros efectos en el SNC, como por
ejemplo, se ha observado un aumento en los niveles de GABA y el
antioxidante glutatién reducido en sustancia negra de ratones sometidos a
su administracién repetida (Farielo y col., 1988). El tratamiento a largo
plazo con ALC induce un aumento en la expresién del receptor de NGF
en el SNC de roedores adultos (Angelucci y col., 1988), asi como en una
linea celular que responde a NGF (Pérez-Polo y col., 1988). La ALC
también posee efectos benéficos en el sistema dopaminérgico. Sershen y
col. (1991) mostrarén que la ALC aumenta la liberacién de [3H]-
dopamina provocada por estimulacion eléctrica y disminuye la reduccién
en el nimero de receptores D1 dopaminérgicos en estriado que ocurre en
el envejecimiento.

1.5 ENFERMEDAD DE PARKINSON

El Parkinson es un desorden neurodegenerativo progresivo de los
ganglios basales, que afecta a uno de cada 500 individuos (Jenner, 1992) o
a 10 de cada 100.000 individuos con menos de 45 afios y 140 de cada
100.000 hasta 75 afios (Schoenberg, 1987). Los sintomas iniciales de la
enfermedad son rigidez muscular, bradiquinesia, pérdida de peso,
depresion y disminucion de la capacidad intelectual. Después de 10 a 15
afios de enfermedad se llega a la completa aquinesia. Los exdmenes "post-
mortem" de los cerebros de enfermos de Parkinson revelan un gran
nimero de anormalidades neuroquimicas e histolégicas. La mas
importante es la degeneracién de células pigmentadas de la sustancia
negra compacta y la disminucién de la liberacién de DA en el estriado
desde las terminales nerviosas del tracto nigroestrial. La muerte celular
va acompaiiada de la aparicién de inclusiones eosinofilicas llamadas
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"cuerpos de Lewy". El tratamiento con L-DOPA o agonistas
dopaminérgicos puede reemplazar a la DA y con ésto retrasar los
sintomas de la enfermedad, pero no evita la progresién de la
degeneracién celular. El sistema dopaminérgico tiene una mayor
degeneracién con la edad que otros sistemas neuronales. En un individuo
normal los niveles de DA decrecen un 13% cada década y los sintomas
del Parkinson sélo aparecen cuando la degeneracion llega al 70%
(Riederer y Wuketich, 1976). Una aquinesia severa esta asociada a una
perdida del 95% de DA.

Actualmente se considera de gran interés el papel que el medio
ambiente juega en el origen de la enfermedad de Parkinson. Una serie de
estudios epidemiolégicos han sugerido una relacién entre la
industrializacién y el uso de pesticidas con el desarrollo de la
enfermedad (Tanner, 1989). Sin embargo el desarrollo del Parkinson en
personas jovenes (menores de 40 afios) tiene una correlaciéon con la
exposicién temprana al medio rural unido al consumo de agua de pozo.
Estos estudios concluyen que el factor téxico existente en el medio
ambiente conlleva a un aumento en la incidencia del Parkinson, pero hay
ademds otros factores que deben contribuir al desarrollo de esta
enfermedad. En Quebec hubo una alta correlacién (0,97) entre el
Parkinson y el uso de pesticidas (Barbeau, 1985). En una hacienda en el
sudeste de Montreal, se usaron pesticidas en grandes cantidades y la
incidencia del Parkinson fue 7 veces mayor que en regiones donde €éstos
fueron usados en pequefias cantidades.

Segin varios estudios, el Parkinson en general no es considerado
como una enfermedad genética primaria, aunque en un 10% de los
pacientes el origen podria tener algin componente genético (Duvoisin,
1986). Estudios familiares recientes sugieren que puede existir algin
factor hereditario en algunos casos de Parkinson (Golbe y col., 1990;
Jonhson y col., 1990; Maraganore y col., 1991).

Existe la opinién de que los individuos que desarrollan la
enfermedad de Parkinson tienen una susceptibilidad mayor a la accion
de las toxinas o una menor capacidad para destoxificar contaminantes
ambientales. Esto estd basado en una disminucién en la capacidad de los
enfermos de Parkinson para metabolizar sustratos endogenos Yy
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xenobidticos por una serie de enzimas principalmente implicadas en el
metabolismo del disulfuro (Steventon y col., 1989; Waring y col., 1989).

Desde el descubrimiento de que en el Parkinson se produce una
pérdida importante de la dopamina en el estriado, se han buscado modelos
animales para el estudio de esta enfermedad. En 1977, un estudiante de 23
afios de edad desarrollé repentinamente los sintomas del Parkinson. El
paciente admitié que habia sintetizado vy utilizado algunas droga. Al
visitar su laboratorio se descubrié que habia algunas piridinas, entre la
que se encontraba el MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina)
formado como un subproducto en la sintesis del éster de meperidina
(MPPP) (Davis y col.,1979). También un quimico industrial desarroll6 la
enfermedad a los 37 afios de edad después de trabajar con MPTP como
intermediario sintético sin haberlo ingerido (Langston y col., 1983). La
absorcién se produjo por inhalacién y a través de la piel. La
identificacién del MPTP como un téxico selectivo de la sustancia negra
proporciond un gran avance al estudio de esta enfermedad (Davis y
col.,1979; Burns y col., 1983; Langston y col.,1983; 1984).

El MPTP atraviesa la barrera hematoencefélica, es metabolizado
por la MAO B y produce el compuesto intermediario dihidropiridio
(MPDP) el cual a su vez es convertido a la especie piridio (MPPY)
(Salach y col., 1984; Heikkila y col., 1985). E1 MPP*+ es transportado al
interior de las terminales dopaminérgicas (Javitch y col., 1985)
acumulandose en la mitocondria e inhibiendo la cadena respiratoria
mitocondrial a nivel del complejo I (Nicklas y col.,1985; Ramsay y col.,
1986; ) De esta manera inicia la deplecién del ATP ( Di Monte y col.,
1986) alterando la homeostasis del calcio celular (Kass y col., 1988) y
produciendo la muerte celular.

Se acepta que la incidencia del Parkinson aumenta con la edad, ya
que el nimero de células que contienen DA en la sustancia negra
disminuye con la edad. Asi, un proceso acelerado de envejecimiento
podria disminuir el nimero de neuronas hasta un nivel a partir del cual
se iniciaria la enfermedad de Parkinson (McGeer y col., 1989). Sin
embargo el patrén de degeneracioén celular que ocurre en sustancia negra
durante el envejecimiento normal es distinto al observado en en
Parkinson (Fearnely and Lees, 1991). En la patologia del Parkinson, Ia



perdida neuronal en la regién ventrolateral es mds marcada ,mientras que
en el envejecimiento normal es la parte dorsal la que estd mdas afectada.
Otra hipdtesis es que el dafio celular ocasionado por la exposicién
temprana a téxicos reduce el nimero de neuronas dopaminérgicas; la
pérdida neuronal normal debida al envejecimiento afiadida a esta
degeneracién previa haria que se alcance el limite de degeneracién
neuronal necesario para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson mas
tempranamente.

Una teoria mdés reciente es que el nimero de neuronas
dopaminérgicas en sustancia negra disminuye lentamente por procesos
téxicos continuos, que producen una formacién excesiva de radicales
libres e inducen de este modo a un estado de estrés oxidativo que favorece
el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Como estrés oxidativo se
entiende el balance que existe en las células entre las sustancias
prooxidantes y las antioxidantes (Sohal y Allen, 1985; 1986), existiendo
una relacién entre ellos puesto que los oxidantes inducen un aumento de
los antioxidantes endégenos que protegen a las células de la oxidacion,
manteniéndose el estado rédox de la célula por un mecanismo de
retroalimentacion.

El estrés oxidativo puede ser causado por la accién de
neurotoxinas o por la alteracién del propio metabolismo de la DA. La
autooxidacién de la DA hasta neuromelanina genera tdxicos tales como
semiquinonas, que pueden ser toxicas para las células dopaminérgicas de
la-sustancia negra (Grahan, 1978). El metabolismo de la DA via MAO
produce peréxido de hidrégeno que puede ser convertido en radicales
hidroxilo téxicos por un mecanismo catalizado por hierro (Cohen, 1987,
Youdin y col., 1989). El metabolismo de la DA puede estar alterado en
estadios tempranos de la}enfermedad de Parkinson, produciéndose un
aumento en el turnover de DA, lo que genera un aumento en los niveles
de per6xido de hidrégeno y, consecuentemente, de radicales hidroxilo.
En ratones el incremento del turnover de la DA puede aumentar la
formaciéon de peréxido de hidrégeno y llevar a una deplecién del
glutation reducido que se puede revertir por inhibidores de la MAO B
(Cohen y Spina., 1989).

La peroxidacién lipidica apoya la teoria de que en la enfermedad
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de Parkinson se produce un estrés oxidativo. En la sustancia negra de
enfermos de Parkinson se produce un aumento en los niveles de
malondialdehido, intermediario estable en la peroxidacién lipidica, que
no se produce en otras regiones del cerebro (Dexter y col., 1989a). Dicho
aumento en la formacién de malondialdehido es paralelo a una pequefia
pero significativa disminucién en los niveles de sustratos de 4cidos grasos
poliinsaturados.

En la sustancia negra de enfermos de Parkinson la peroxidacion
lipidica estd aumentada unas diez veces comparada con la de los
controles (Dexter y col., 1991b), lo que apoya la idea de que en un
estadio avanzado de la enfermedad se produce un proceso reactivo
continuo en esta estructura. En base a los estudios actuales, no podemos
excluir la posibilidad de que el aumento de la peroxidacion lipidica sea
debido al tratamiento con drogas. La acumulacién de L-DOPA y otros
agonistas dopaminérgicos tras su administracién se produce en un amplio
rango de dreas cerebrales, en tanto que el aumento de la peroxidacién
s6lo fue observado en la sustancia negra.

La implicacién del estrés oxidativo en la enfermedad de Parkinson
sugiere una incapacidad de los mecanismos normales de proteccién para
inactivar radicales de especies toxicas. Sin embargo, diferentes autores
muestran resultados diferentes cuando valoran los niveles de glutation,
catalasa, glutation peroxidasa (Ambani y col., 1975; Kish y col., 1985;
Pery y Yong, 1986; Martilla y col., 1988; Riederer y col., 1989;
Johanssen y col.,1991). La cuestién que se plantea entonces es si la
administracién de antioxidantes puede suministrar 0 no una proteccion
contra la progresion de la enfermedad (Dexter y col., 1991c).

De especial interés son también los estudios realizados sobre la
actividad glutatién peroxidasa en el Parkinson. Como vimos al hablar de
los radicales libres, existe una teoria que apunta como causa de esta
enfermedad los dafios que causa en el sistema nervioso central el
desequilibrio en los sistemas antioxidantes. Perry y colaboradores (1982)
encuentran que los niveles de GSH en el sistema nervioso de pacientes
parkinsonianos estdn muy disminuidos; Kish y colaboradores (1985 )
encuentran ademas una actividad glutation peroxidasa baja, si bien Poirier
y Barbeau (1987) no encuentran en estos pacientes alteraciones en las
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enzimas protectoras frente a radicales libres. Esta falta de acuerdo entre
unos resultados y otros se debe a que los pacientes utilizados para el
estudio no presentan uniformidad en cuanto al grado de la enfermedad
(Johanssen y col., 1991). Pacientes con sintomas recientes de la
enfermedad tienen niveles de actividad glutatién peroxidasa superiores a
aquellos que llevan varios afios con tratamiento de L-DOPA, e incluso
presentan las alteraciones motoras que derivan de esta terapia (Johanssen
y col., 1991); estos niveles bajos de actividad no dependen de la edad del
paciente sino del tiempo que lleve con los sintomas de la enfermedad. No
se sabe si estos niveles de actividad estan relacionados con la patogénesis
de la enfermedad o son consecuencia del tratamiento (Johanssen y col.,
1991), ya que se sabe que el tratamiento prolongado con L-DOPA origina
estrés oxidativo, pues esta droga es suceptible de sufrir autooxidacién
originando radicales de oxigeno (Parson, 1985). Mas recientemente
Riederer y colaboradores (1989) demostraron una disminucién en el
nivel del glutation en sustancia negra en enfermos de Parkinson que
tiene correlacién con el estado de la enfermedad.

La actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en
sustancia negra de enfermos de Parkinson es muy importante por dos
razones: a) el radical super6xido puede ser formado a partir del MPTP y
sus metabolitos; b) esta enzima existe bajo dos isoformas: una esta
presente en el citosol y otra asociada a la membrana mitocondrial en el
sitio donde el MPP* ejerce su accién téxica. En los enfermos de
Parkinson la enzima SOD total y la fraccidn citosélica no cambian de
actividad, pero la actividad de la forma mitocondrial disminuye en
sustancia negra (Saggu y col., 1989). Estos ttimos resultados sugieren
que en la enfermedad de Parkinson existen cambios selectivos en los
mecanismos protectores y pueden conducir a una mayor comprension de
la naturaleza de los procesos téxicos y en particular su implicacién en la
alteracién de la funcién mitocondrial.

Los niveles de NADH citocromo ¢ reductasa se encuentran
disminuidos en la sustancia negra de enfermos de Parkinson (Schapira y
col., 1989). Contrariamente, los niveles de succinato citocromo ¢
reductasa no muestran cambios. El complejo I NADH co-Q10 reductasa,
se encuentra reducido en enfermos de Parkinson en relacién a individuos
sanos (Schapira y col., 1990a). En la enfermedad de Parkinson se
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produce una deficiencia en la funcién mitocondrial en las células de la
sustancia negra similar a la que produce el MPP*- La deficiencia de la
enzima NADH Co-Q reductasa ocurre s6lo en sustancia negra de
enfermos de Parkinson y no en otras enfermedades, como atrofia
multiple del sistema . Los pacientes con atrofia multiple del sistema que
habian sido tratados antes de su muerte con L-dopa por periodos de
tiempo prolongados no presentaban deficiencia del complejo I, por lo que
se puede deducir que ésta no parece ser iniciada por tratamiento con
drogas. 7

La deficiencia mitocondrial puede ser debida a la acumulacién de
algunas toxinas endégenas, que pueden actuar a nivel del complejo I. El
hierro es una sustancia que puede estar relacionada con la produccion del
estrés oxidativo y, por esta razén, con la alteracién de la funcidn
mitocondrial.

Hay varios estudios que observaron un aumento de hierro en
sustancia negra de enfermos del Parkinson, pero no en otras regiones
cerebrales (Dexter y col., 1987; 1989b; Sofic y col., 1988; Riederer y
col., 1988; 1989). El aumento en los niveles de hierro esta restringido a
la zona compacta de la sustancia negra (Sofic y col., 1991). También se
midieron los niveles de otros metales en cerebros de enfermos de
Parkinson (Dexter y col.,1989b), como plomo y manganeso que no
cambian, aunque si hay una disminucién en los niveles de cobre y un
aumento significativo en los de zinc. El aumento de este i6n antioxidante
apoya la teoria de que el exceso de hierro estd presente en su forma libre
y reactiva. Los cambios en el contenido de hierro en cerebro de enfermos
de Parkinson no son especificos de estos enfermos (Dexter y col., 1991a)
porque también se ha encontrado un aumento de hierro en
enfermedades como atrofia multiple del sistema y otras. Sin embargo en
dichas enfermedades el contenido de ferritina y zinc no cambian. Por lo
tanto sélo en enfermos de Parkinson se produce a la vez un aumento de
hierro y zinc y una disminucién del contenido de ferritina. Se puede
concluir que la alteracion en el metabolismo del hierro puede resultar en
una excesiva produccién de radicales libres lo que desencadenaria el
estrés oxidativo que contribuye a la muerte celular en la sustancia negra.

En resumen, se ha descrito un gran descenso en los niveles de
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glutation reducido en cerebro y plasma después de la inyeccién de MPTP
(Ferraro y col.,1986), asi como una gran disminucién en los niveles de
glutatién reducido en sustancia negra de enfermos de Parkinson (Perry y
col., 1982, 1986).

En estudios "post-mortem" realizados en enfermos de parkinson
se observo una serie de cambios bioquimicos en la sustancia negra, entre
los cuales cabe destacar un aumento de la peroxidacién lipidica, una
disminucién de los niveles de glutatién reducido, un aumento de la
actividad superéxido dismutasa, una deficiencia en la funcién
mitocondrial y una alteracién del metabolismo del hierro. Sin embargo,
la causa primaria de la enfermedad de Parkinson aiin permanece
desconocida. Una alternativa que se ofrece para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson es el desarrollo de una terapia neuroprotectora
que podria mejorar en mucho las condiciones de vida del paciente.

1.6 ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA TOXICIDAD
DEL MPP+.

Se sabe que el MPTP produce dafio mitocondrial por inhibicién
de la NADH deshidrogenasa (Singer y col., 1987). Como hemos dicho
anteriormente, la activacién del MPTP por la MAO B ocurre en la
mitocondria, la cual secuestra activamente al MPP+ con gasto de ATP. La
deplecién del ATP rompe la cadena respiratoria y causa la muerte
celular. Es importante resaltar que la inhibicién de la NADH
deshidrogenasa por el MPP* es reversible ya que el MPP* es un
inhibidor reversible débil de esta enzima, requeriéndose concentraciones
en el rango de milimolar para inhibirla. Tras la inhibicion de la NADH
deshidrogenasa, los niveles de ATP caen, y la captacion de MPP*
disminuye. Esto implica un descenso en la concentracién mitocondrial de
MPP+, lo que permite la regeneraciéon de la actividad NADH
deshidrogenasa. Por lo tanto, la toxicidad mitocondrial del MPP+ es
autolimitante, dependiendo de la interaccién entre el MPP+ y la
concentracién de ATP.
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Figura 5. Modelo del mecanismo de accién del MPTP. El MPTP
entra rapidamente en el cerebro a través de la circulacién debido a su alta
liposolubilidad. pasando a la astroglia. La enzima MAQO B convierte el
MPTP en MPDP+, el cual se transforma en el metabolito téxico MPP*.
Inhibidores de la MAO B (como el deprenilo) pueden impedir el paso de
MPTP a MPP+. Este iltimo es captado y acumulado en las terminales
dopaminérgicas por un transportador especifico de DA. El sitio de accion
del MPP* es la mitocondria, donde es acumulado e inhibe el complejo I
de la cadena respiratoria, con la consiguiente disminucion de la
concentracion de ATP.



En el cerebro la transformacién del MPTP por la MAO B
mitocondrial produce el metabolito téxico MPP*+ y peréxido de
hidrégeno en astrocitos, neuronas serotoninérgicas y células endoteliales
(Chiba y col., 1985) . El peréxido de hidrégeno es téxico para las células
cerebrales porque puede producir especies activas de oxigeno tales como
el radical hidroxilo (Cohen, 1985). El peréxido de hidrégeno puede ser
destoxificado por la glutatién peroxidasa citosélica con la produccién de
glutatién oxidado (GSSG) el cual es reducido por la glutatién reductasa.
El glutatién oxidado es téxico para las células porque puede alterar la
funcién enzimdtica de varias proteinas por la formacién de un complejo
proteinas-glutatiéon oxidado (Ziegler, 1985).

El estrés oxidativo inducido por la generacién de peréxido de
hidrégeno puede explicar el dafio producido por el MPTP en los
astrocitos y células endoteliales (Adams y col., 1989). Estas células
forman la barrera hematoencefilica, que impide la entrada del MPTP en
el cerebro. Si ésta barrera es dafiada puede permitir una mayor entrada
de MPTP en las neuronas.

Una hipétesis sobre la accién del MPTP y el estrés oxidativo es
que el MPP*, metabolito activo del MPTP producido por la accién de la
MAO B, es improbable que genere por si solo especies de radicales
libres en el ciclo rédox. (Frank y col., 1987). La reaccién rédox se
produciria entre MPP+ y MPDP+, generando radicales superéxido
toxicos (Rossetti y col., 1988). Por lo tanto, se ha sugerido que podria
haber una interaccién entre MPTP y sus metabolitos con NADH reductasa
y NADP citocromo P450 reductasa para generar especies de radicales
libres (Adams y Odunze, 1991). Ademas la inhibicién del complejo I de
la cadena respiratoria por el MPPt genera un exceso de electrones libres
que también contribuyen al estrés oxidativo. En ambos procesos estad
implicada la MAO B, lo que es un factor muy importante ya que la MAO
B aumenta con la edad (Yong y Perry, 1986; Danielczyk y col., 1988;
Humfrey y col., 1990).

Un tratamiento previo con dietilditiocarbamato aumenta la
toxicidad del MPTP en el estriado (Corsini y col., 1985; Pikarsky y col.,
1987). Este compuesto es un inhibidor de las enzimas que contienen cobre
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o zinc como la SOD, aldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa.
El aumento de la toxicidad del MPTP por dietilditiocarbamato puede
indicar que la SOD es importante para proteger a las células frente a la
toxicidad del MPTP, probablemente porque elimina el anién radical
superoxido. También la administracién de etanol o acetaldehido previa al
tratamiento con MPTP aumenta su toxicidad en el estriado (Corsini y
col., 1987). Naturalmente, serdn necesarios mas estudios para valorar la
importancia de la SOD, alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa
en la toxicidad del MPTP. i

Un tema de discusién es que el MPTP o el MPP* no parecen
inducir estrés oxidativo en hepatocitos (Smith y col., 1987). Esto puede
ser debido a los altos niveles de citocromo P450 presente en estas células,
que puede eliminar el MPTP citosélico (Baker y col., 1984), y que
previene o disminuye la produccién de estrés oxidativo citosélico. Por lo
tanto, la toxicidad del MPTP en estas células parece ser un hecho
estrictamente mitocondrial. Las neuronas de la SN poseen poca cantidad
de P450 (Warner y col., 1988), lo que las hace fundamentalmente
diferentes del hepatocito. La toxicidad del MPTP se expresa de manera
diferente en los distintos tipos de células, como las pulmonares y células
hepaticas. Por lo tanto la patologia del MPTP y MPP* es distinta en
higado y pulmén (Johannessen y col., 1986). En el pulmén induce edema
periarteriolar, lo que es idéntico a la patologia del paraquat y puede
producir una severa pérdida de la funcién pulmonar, en tanto que en el
higado no resulta una patologia significativa. Esto indica que el MPTP
posee méas de un mecanismo de accién.

La peroxidacién lipidica puede ser una secuela del estrés
oxidativo, especialmente en animales deficientes en vitamina E, ya que
especies de oxigeno activo pueden causar dafio a los lipidos. Si el acimulo
de lipofucsina es una medida de peroxidacion lipidica "in vivo", entonces
el MPTP puede inducir una cierta cantidad de peroxidacién lipidica en el
cerebro y retina de ratones normales. En ambos sustancia negra y retina ,
un pretratamiento con MPTP produce un aumento de la deposicién de
lipofucsinosis en un corto periodo de tiempo (The Parkinson study-grup
1989; Myllyla y col.,1991) La peroxidacién lipidica ha sido estudiada "in
vitro" con MPTP y MPP* utilizando preparaciones de homogeneizado de
cerebro. Con MPPt se ha visto que estimula la peroxidacién lipidica
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(Rios y Tapia, 1987), mientras que el MPTP la inhibe (Rios y Tapia,
1987; Lambert y Bondy, 1989). Sin embargo, en presencia de hierro, el
MPTP induce peroxidacién lipidica y oxidacién de dopamina, tal vez por
formar el radical MPDP (Poirier y Barbeau., 1987; Lambert y Bondi,
1989 ).

Se ha comprobado que el glutatién es un antioxidante critico en la
toxicidad del MPP*- El glutatién estd también implicado en el estrés
oxidativo ya que actia como sustrato para la glutatiéon peroxidasa.
Experimentos llevados a cabo con ratones inyectados
intracerebroventricularmente con dietilmaleato (Adams y col.,1989)
demuestran una deplecién de glutatién en el estriado y mesencéfalo en la
misma proporcién (60% de los controles). El MPTP es mads toxico en la
sustancia negra de ratones en términos de letalidad y deplecién de DA.
No hubo potenciacién en la deplecién de DA en el estriado por el
pretratamiento de dietilmaleato.

También estd descrito que 24 h después del tratamiento con
MPTP, el glutatién esta disminuido en el mesencéfalo pero no en el
estriado (Yong y col., 1986., Ferraro y col.,1986). Ademads, el glutatién
se encuentra disminuido en estriado 2 horas después del tratamiento con
MPTP. La deplecién del glutatién puede ser una caracteristica de varios
agentes que inducen estrés oxidativo, porque es mds comun que
produzca la deplecién del glutatién debido a agentes que forman
conjugados de glutatién. Sin embargo, el MPTP no parece formar
conjugados de glutatién. Una parte de la depleciéon del glutatién
producido por MPTP puede ser causada por disminucién de los niveles de
ATP, visto que el ATP es necesario para la glutation sintetasa. La
deplecién de ATP es producida por el dafio mitocondrial causado por el
MPTP. Como hemos dicho anterior-mente la glutatién reductasa es una
enzima critica en la regeneracién del glutatién durante el estrés oxidativo.

En la literatura existen multiples ejemplos que indican que el
estriado es bioquimicamente diferente de la sustancia negra en términos
de respuesta a la toxicidad del MPTP. Los niveles de glutatién son bajos
en los cuerpos neuronales y algo mds altos en las terminales. Esto hace
que los cuerpos neuronales sean mads susceptibles al estrés oxidativo que
las terminales (Shimizu y col., 1960). Los niveles de vitamina E son algo
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mas altos en estriado que en sustancia negra (Korytowski y col., 1988).
La catalasa, que normalmente elimina el peréxido de hidrégeno
peroxisomal, esta presente en niveles mds bajos en estriado que en SN. La
catalasa también disminuye con la edad, lo cual puede explicar
parcialmente la mayor sensibilidad de los ratones viejos a la toxicidad del
MPTP (Adams y col., 1989). El citocromo P450, que desactiva el MPTP,
estd presente en cantidades mds altas en el estriado que en SN
(Kapitulnik y col., 1987; Warner y col., 1988). Otras enzimas de defensa
tales como superéxido dismutasa, glutatién peroxidasa y glutatién
reductasa estdn presentes en niveles similares en estriado y sustancia
negra. Los niveles distintos de glutatién y citocromo P450 en las
terminales y cuerpos pueden ser el factor mas importante en la diferente
susceptibilidad al estrés oxidativo de estriado y sustancia negra.

1.7 DEPRENILO

El deprenilo (fenilisopropil-N-metilpropinilamina) fue
descubierto en 1961 en Hungria por Z. Ecseri y J. Knoll. Llamado
entonces E-250, era una mezcla de las dos formas épticamente activas,
(-) y (+) deprenilo, y fue descrito como un inhibidor irreversible de la
monoamino oxidasa (Knoll y col., 1965). Mds tarde, los isémeros 6pticos
del E-250 fueron separados y la forma L fue descritra como menos
toxica recibiendo el nombre genérico de selegeline o (-) deprenilo

En 1968 fueron identificadas dos formas de Monoamino oxidasa,
la MAO A y la MAO B. La MAO A es inhibida selectivamente por
clorgilina y la MAO B por selegeline (deprenilo). Los sustratos de la
MAO A son serotonina y adrenalina, los de la MAO B son fenilalanina
(PEA), benzilamina y metil-histamina. La tiramina, octopamina,
dopamina, noradrenalina y triptamina son sustratos de ambas enzimas
(Glover y col., 1986). La distribucién de los dos tipos de MAO es muy
distinta en los diferentes 6rganos y especies. En el hombre, la mayor
actividad se encuentra en el higado donde ambas MAO se encuentran en
la misma proporcién. En el intestino, el 74% de la actividad total es
MAO A; el papel de la MAO intestinal es metabolizar las aminas
biol6gicamente activas de los alimentos. En las plaquetas humanas existe
solamente la MAO B y en el cerebro el 70% de la actividad total es
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MAO B. La MAO A se encuentra normalmente dentro de la neurona y
la MAO B fuera de ella, especialmente en las células gliales. Sin embargo,
estas poseen ambos tipos de esta enzima, asi como otras &reas
catecolaminérgicas y serotoninérgicas. La actividad de ambas enzimas
estd demostrada en sustancia negra (Riederer y col., 1986) y puede ser
que las células gliales sean responsables de la actividad de la MAO en este
centro.

En varias regiones cerebrales y en plaquetas, la actividad de la
MAO B aumenta con la edad (Robinson y col.,1972, Fowler y col.,
1980). Este aumento es mdas pronunciado aiin en algunas enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer (Jossan y col., 1990). En enfermos
de Parkinson todavia no se ha comprobado un claro aumento de la MAO
B (Riederer y col., 1986). El aumento de la MAO B con la edad puede
ser asociado a un aumento de las células gliales (Oreland y col., 1980).

A bajas dosis, el deprenilo es un inhibidor selectivo de la MAO
B, pero a altas dosis también puede inhibir la MAO A (Knoll, 1978). La
actividad intestinal de la MAO A es mucho menos sensible a la accién del
deprenilo que la actividad de la MAO B en plaquetas (Elswort y col.,
1978). Esta propiedad explica en parte porqué el deprenilo, a las dosis
clinicas que es utilizado (10mg/dia/40Kg) , no estd sujeto a la
potenciacién de los efectos de la tiramina que causa crisis hipertensivas
durante el tratamiento con inhibidores no especificos de la MAO.

Clinicamente, el neurotransmisor mds importante donde actia el
deprenilo es la dopamina , la cual es metabolizada sélo por la MAO B en
cerebro humano (Glover y col., 1980). Estudios "in vivo" con ratas
demuestran que el tratamiento con deprenilo a altas dosis aumenta la
concentracion de DA en estriado (Knoll, 1983; Zsilla y col., 1986) y
disminuye la concentracién de los dos metabolitos mayoritarios, dcido
homovanilico (HVA) y dcido 3,4-dihidroxi-fenilacético (DOPAC)
(O'Regan y col., 1987). En cerebro humano, la concentracién de
dopamina es un 40-50% mas alta en pacientes con Parkinson tratados con
deprenilo (10mg/dia) que en los no tratados.

Se ha descrito que el deprenilo a dosis bajas inhibe la captacion de
DA (Ekstedt y col., 1979; Zsilla y col., 1986), lo que parece ser
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reversible, y aumenta el turnover de DA al contrario, que la clorgilina
que lo disminuye (Zsilla y Knoll, 1982; Knoll, 1983). Esto hace pensar
que el deprenilo inhibe los receptores presindpticos DA y de este modo
aumenta su sintesis (Knoll, 1987).

La L-DOPA es la principal sustancia en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. En pacientes con Parkinson tratados con
deprenilo (5-10mg/dia) se ha demostrado que éste prolonga y potencia la
eficacia de la L-DOPA, por lo que las dosis de esta se pueden disminuir
significativamente (Golbe, 1988; Chrisp y col., 1991). Cuando el
deprenilo es utilizado sélo en los primeros estadios de la enfermedad, la
necesidad de utilizacién de la L-DOPA puede ser retrasada (Tetrud y
col., 1989; Myllyla y col., 1991). El deprenilo es utilizado sélo o
asociado a otras drogas antiparkinsonianas (Marsden,1990). La
combinacion de deprenilo con amantadine aumenta la razén DA/DOPAC
y DA/HVA en animales tratados con MPTP mostrando el efecto sinérgico
de ambas drogas (Rausch y col., 1990). Cuando es utilizado con agonistas
dopaminérgicos como lisuride y bromocriptine, la dosis de L-DOPA
puede ser disminuida (Rinne, 1989). A diferencia de los inhibidores no
especificos de la MAO, el deprenilo en dosis del0 mg/dia no causa el
efecto del queso (Knoll y col., 1968; Sandler y col., 1978). A altas dosis
(50 mg/dia) el deprenilo utilizado para el tratamiento de la depresién no
presenta problemas cardiovasculares cuando se sigue una dieta baja en
tiramina (Mann y col., 1989)

La feniletilamina (PEA) estd presente en pequefias cantidades en
cerebro y orina de mamiferos. La estructura es similar a la d-anfetamina
(a-metilfeniletilamina), y han sido descritas como "anfetaminas
endégenas" (Sandler, 1976). La PEA es formada a partir de fenilalanina
por descarboxilacién. En el cerebro humano, las mayores cantidades son
encontradas en cerebelo, hipotalamo, hipocampo y putamen (McQuade,
1984). La PEA libera catecolaminas de un "pool" extragranular
presindptico (Fluxe y col.,1967; Ono y col., 1991). Se ha descrito que la
PEA puede estar localizada en neuronas que contienen catecolaminas, ya
que la destruccién de la sustancia negra por la 6-OHDA lleva a una
disminucién de ambas DA y PEA (Boulton y col.,1990). En ratas, la PEA
aumenta la actividad motora y el comportamiento estereotipado. Durante
el tratamiento con deprenilo, la concentracién de PEA aumenta en
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cerebro de roedores (Lauber y col., 1984; Philps, 1981) y humano
(Reynolds y col., 1978). El deprenilo potencia el comportamiento
estereotipado inducido por PEA incluso con dosis que no alteran el
metabolismo de las catecolaminas (Brastrup y col., 1975). La
combinacién de fenilalanina, precursor de la PEA, y bajas dosis de
deprenilo es efectivo en el tratamiento de la depresion (Birkmayer y col.,
1984).

En el transcurso de la vida se va produciendo la muerte de las
células dopaminérgicas, mientras que la concentracién de la MAO B
aumenta (Robinson y col., 1972). Se ha comprobado que la vida media
de las ratas aumenta con el tratamiento continuo de deprenilo durante un
afio (Knoll, 1988; Knoll y col., 1989). Se demostré que este aumento de
la supervivencia no estaba asociado con la reduccién de la ingesta de
alimento, pues la disminucién del peso fue menor en el grupo tratado con
deprenilo. Estos datos fueron confirmados por Birkmayer y col. (1985).

La dopamina tiene un papel importante en el control de la
secrecién adenopituitaria de algunas hormonas, incluyendo la prolactina y
la hormona del crecimiento (GH). En tratamientos prolongados con
deprenilo estd descrito que se reduce significativamente los niveles de
prolactina (Mendlewicz y Youdim, 1977), aunque esto no ha sido
confirmado por otros investigadores (Wajsbort y col., 1982). Ademas, en
pacientes con galactorrea el deprenilo reduce los niveles de prolactina y
disminuye la galactorrea (Sasy col., 1986). Los niveles plasméticos de
la hormona de crecimiento no son afectados tras el tratamiento con
deprenilo (Agnoll y col.,1981), pero estdn significativamente aumentados
tras el tratamiento con L-DOPA (Koulu y Lammintausta, 1983).

Las interacciones descritas entre deprenilo y otros farmacos son
relativamente pocas. Estd descrito que la utilizacién del deprenilo con
inhibidores no selectivos de la MAO causan hipotensién grave (Pare y
col., 1985), por lo que su uso no es recomendado.

El uso conjunto de petidina (meperidina) e inhibidores no
especificos de la MAO como fenilazina pueden conducir a excitacion,
convulsion, hipertermia y grave depresion respiratoria. De acuerdo con
estudios en animales, el deprenilo no afecta a la toxicidad de la
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meperidina (Jounela y col. 1977; Boden y col. 1984). Ademas, ha sido
descrita una reaccién hipertérmica en los enfermos de Parkinson
después de la retirada o disminucién de la concentracién de L-dopa o
agonistas dopaminérgicos (Sechi y col. 1984; Gibb y Lee, 1985). Como el
mecanismo bésico de las interacciones no estd totalmente claro es mejor
evitar el uso conjunto de deprenilo y meperidina.

El deprenilo es absorbido en el tracto gastrointestinal (Magyar y
Tothfalusi, 1984), y su concentracién maxima aparece entre las 0,5 y 2
horas después de la administracién oral. El deprenilo es una sustancia
lipofilica basica, la cual penetra facilmente en los tejidos y es
rapidamente distribuida por todo el organismo. A concentraciones
terapéuticas, el 94 % del deprenilo se une a proteinas plasmaéticas. Las
uniones con macroglobulinas son més fuertes que con albimina o
gammaglobulina (Szoko y col., 1984; Kalasz y col., 1990). El deprenilo
atraviesa rdpidamente la barrera hematoencefdlica debido a su baja
polaridad.

El deprenilo posee un gran metabolismo de primer paso, siendo
me-tabolizado a (-)-desmetildeprenilo y (-)-metanfetamina (MA) y ambos
pueden ser convertidos a (-)-anfetamina (A) y su correspondiente
metabolito p-hidroxilado (Yoshida y col., 1986). La hidroxilacién es
seguida de la conjugacién con el acido glucurénico. El metabolismo
ocurre principalmente en el higado y parece ser dependiente del
citocromo P450 microsomal.

La estereoselectividad de los metabolitos del deprenilo es
importante (Ariens, 1986). Los metabolitos son de la forma (-) y no ha
sido detectada una transformaciéon racémica (Scachter y col.,1986;
Meeker y Reynolds, 1990). Por otro lado, la dextroanfetamina (dA)
formada a partir de (+) deprenilo puede, en parte, explicar el efecto
antidepresivo del E-250, el cual, es una mezcla racémica de ambas
formas. Es importante reconocer las diferentes propiedades de los dos
isdmeros de la anfetamina. La accién farmacoldgica basica de la dextro o
levo anfetamina es la liberacion de catecolaminas de la neurona
presinaptica.

La pérdida de peso encontrada durante el uso prolongado de
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deprenilo ocurre solamente con la forma (d) y no con la (1). Los efectos
del deprenilo son claramente diferentes de la accién de la anfetamina
(Quitkin y col., 1984) y los efectos clinicos no dependen de las
propiedades farmacoldgicas de sus metabolitos anfetaminicos (Elsworth y
col., 1982). En un reciente estudio se ha descrito que los metabolitos del
deprenilo, L-metanfetamina y L-anfetamina, protegen frente a la
neurotoxicidad del MPTP y sus andlogos en ratones (Szirdki y col. ,
1993)

1. 8 GANGLIOS BASALES: VIA NIGRO-ESTRIADA

El término ganglios basales agrupa a los nicleos telencefalicos
subcorticales; estos niicleos son el cuerpo estriado y el nicleo
amigdaloide. Sin embargo, la sustancia negra, los nucleos subtalamicos e
importantes partes del tdlamo, como la formacién reticular, operan en
estrecha asociacién con aquellos y, en consecuencia, se las considera
parte del sistema de los ganglios basales para el control motor. El cuerpo
estriado se divide a su vez en paleoestriado o globo pélido y neoestriado.
Este dltimo esta dividido en dos niicleos, el caudado y el putamen que en
el caso de la rata constituyen el "caudoputamen”.

Los ganglios basales funcionan en estrecha relacién con la corteza
cerebral para el control de actividades tanto motoras como sensitivas.
Uno de los hallazgos recientes mds importantes ha sido el de que, cuando
el cuerpo lleva a cabo una actividad muscular, aparecen potenciales de
accién en los ganglios basales antes de hacerlo en las dreas motoras
corticales. Por esto se cree que los ganglios basales tienen un papel
esencial en la iniciacién de la mayor parte de las actividades motoras del
cuerpo
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Corteza
cerenprai

Figura 6. Principales vias que convergen entre la sustancia
negra, ganglios basales y estructuras relacionadas. La corteza cerebral
proyecta a través de la via inhibitéria estrio-palido-talamico, la cual
termina, de vuelta a la corteza, en el lobo frontal (F). Este circuito
basico estd modulado por interneuronas colinérgicas estriales, con
participacion de los nucleos subtaldmicos (NST) y la parte compacta
de la sustancia negra (SNc¢). La SNc forma parte del grupo celular Ag-
Aog-A1g de Dahlstrom y Fuxe (Ag equivale al nicleo retrorrubral. Ag a
la SNcy Ayp al drea tegmental ventral de Tsai). Este circuito basico no
solo conlleva la participacién de los nicleos caudado y putamen
(estriado dorsal: Est. d., neoestriado) v del globo pélido (pdlido
dorsal; Pal. d.. paleoestriado), sino que también participan diversas
estructuras del sistema limbico (region del nicleo accumbens-
tubérculos olfatorios). Otras abreviaturas: ACh (acetilcolina); CCK
(colecistokinina); col. s. (coliculo superior); DA (dopamina); DYN
(dinorfina); ENK (encefalina); GABA (dcido y-amino butirico);
GLU (glutamato); NT (neurotensina): n.p.p. (nicleo pedinculo
pontinho); NPY (neuropéptido Y); n.v.talamo (niicleo ventral del
talamo); SNL (parte lateral de la sustancia negra); SNr (parte
reticulada de la sustancia negra); SOM (somatostatina).
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Los ganglios basales son integradores de las funciones motoras,
pero no solo estdn implicados en el aspecto sensorimotor sino también en
la seleccidon del programa motor, planificacién del movimiento, la
memoria motora y la recuperacién (Graybiel, 1990).

El estriado recibe proyecciones de forma masiva desde la
sustancia negra parte compacta, corteza, tdlamo y, menos
abundantemente, desde el globo palido, nicleos subtalamicos, nicleo
dorsal del rafe y ntcleo tegmental pedinculo-pontino. En contraste, el
estriado s6lo envia impulsos de forma masiva a la sustancia negra y globo
palido (Parent, 1990). En el estriado existen dos compartimentos con
diferencias neuroquimicas: los estriosomas y la matriz. Las aferencias y
eferencias llegan y salen selectivamente de uno y otro compartimento.
Ademas, un mismo neurotransmisor puede tener diferentes efectos en
cada compartimento (Graybiel, 1990).

La figura 6 muestra las vias de conexién de los ganglios basales,
que como se observa es un circuito cértico-estrio-negro-tadlamo-cortical.
De todas las vias de los ganglios basales, la via nigro-estriada es la que
mas nos interesa. La sustancia negra es el mayor niicleo mesencefalico, y
se divide en: 1) parte compacta (SNc) que es rica en cuerpos neuronales
que contienen melanina; 2) parte reticulada (SNr), a donde van la mayor
parte de las aferencias que llegan a la sustancia negra, y 3) parte lateral.

Las fibras nigro-estriadas, que nacen en las células de la SNc,
proyectan ipsilateralmente al caudoputamen y sélo un 5% son
contralaterales (Parent, 1983). Estas proyecciones son dopaminérgicas y
llegan fundamentalmente a los estriosomas del estriado (Graybiel, 1990).

Las interneuronas moduladoras tienen un papel importante en los
ganglios basales. Por ejemplo, en la via nigro-estriada existe un
equilibrio entre la DA liberada por las terminales nigro-estriales y la
acetilcolina liberada en las interneuronas colinérgicas del estriado. La
pérdida de este equilibrio da lugar a alteraciones tales como la
hiperquinesia que aparece en la Corea de Huntington, donde existe poca
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acetilcolina, o bien la hipoquinesia del Parkinson, donde los niveles de
DA estan muy disminuidos (Graybiel, 1990).

La liberacién de muchos neuropéptidos en las neuronas
gabaérgicas del estriado estd modulada por impulsos dopaminérgicos que
descargan en las espinas de estas neuronas (Smith y Bolam, 1990).

La DA es sintetizada y liberada no sélo en los axones de las
neuronas dopaminérgicas sino también en las dendritas de la sustancia
negra (Geffen y col., 1976; Korf y col., 1976; Cheramy y col., 1981).
Esta DA liberada en las dendritas actia inhibiendo a las propias células
que la liberan, a través de autorreceptores situados en los cuerpos
celulares dopaminérgicos o en la misma dendrita. Una disminucién en la
liberacién de este neurotransmisor conlleva un aumento de la liberacién
de DA en la terminal nerviosa que se proyecta en el caudado ipsilateral
(Nieoullon y col., 1978). Igualmente la DA liberada en las dendritas
también parece controlar la liberacién de otros neurotransmisores
inhibiendo a las neuronas cercanas a la dendrita (Groves y col., 1975).
Esta DA dendritica esta relacionada con la plasticidad y regeneracion
neuronal y el establecimiento de nuevas sinapsis (Geffen y col., 1976). A
su vez, otros neurotransmisores pueden ejercer control sobre esta
liberacién dendritica. Asi glicina, acetilcolina y serotonina la estimulan,
mientras que el GABA Yy la sustancia P la inhiben (Michelot y col., 1979).

En cuanto a la via estrio-negral, entre un 30% y un 50% de las
células del niicleo caudado proyectan a la sustancia negra (Bunney y
Aghajanian, 1976); las proyecciones que llegan a la SNc vienen
principalmente de los estriosomas, mientras que la matriz del estriado
envia fundamentalmente a la SNr (Graybiel, 1990). Los
neurotransmisores mds importantes en la via estriado-negral son GABA,
encefalina y sustancia P (Haber y Elde, 1982).

La mayor parte de las fibras nerviosas que progectan desde el
neoestriado hacia el globo pélido son fibras inhibitorias que liberan el
neurotransmisor GABA en sus terminaciones nerviosas. Debido a este
paso inhibitorio, esta via circular que comienza en la corteza y regresa
nuevamente a ella, es un circuito de retroalimentacién negativa que
proporciona estabilidad a muchos aspectos de las interacciones del control

35



motor. Por tanto podemos decir que la transmisién entre el estriado y la
sustancia negra es principalmente inhibitoria, mediada por la DA en la
via nigro-estriada y por el GABA en la via estrio-negral.

En la figura 6 se observa la gran cantidad de neurotransmisores
relacionados entre si que intervienen en las conexiones de los ganglios
basales. La inervacién serotoninérgica de los ganglios basales se origina
en los cuerpos de las neuronas serotoninérgicas del rafe dorsal y del rafe
medial (Dahlstrom y Fuxe, 1964).

El 80% de las vias rafe-estriadas son serotoninérgicas (Steinbusch
y col., 1981). La distribucién de serotonina en el estriado es
ventrocaudal, distinta a 1a DA que es rostral (Fonnum y col., 1978). El
papel del 5-HT en el estriado no estd totalmente claro, podiendo llegar a
tener efectos contrarios a los de DA. Lo que si esta claro esque DAy 5-
HT estdn estrechamente relacionados (Waddington y Crow, 1979).
Disminuciones de 5-HT aumentan los efectos de agentes dopaminérgicos,
mientras que el aumento en 5-HT tiene efectos contrarios (Milson y
Pycock, 1976). Por otra parte, la serotonina puede activar la liberacion
de DA en el estriado (Glowinski y col., 1981).

Los agentes neurolépticos, que inicialmente se pensé eran
selectivos para el receptor de la DA, disminuyen el efecto electroforético
del 5-HT sobre el estriado (Davies y Tongroach, 1978) y la sustancia
negra (Dray, 1976). Esta interaccion puede contribuir a los desérdenes en
los movimientos producidos por la terapia crénica con neurolépticos.
Ademés este tipo de tratamiento aumenta el nimero de receptores para 5-
HT (Miiller y Seaman, 1977).

En cuanto a la inervacién serotoninérgica en sustancia negra, las
vias rafe-negrales son colaterales a las rafe-estriales (Van der Kooy y
Hattori, 1980). La serotonina que llega a la sustancia negra parece inhibir
la actividad de las neuronas dopaminérgicas (Dray y col., 1978). La
sustancia negra, al igual que el estriado, cuenta con 5-HT y con triptéfano
hidroxilasa, que se encuentran principalmente en la regién reticulada. En
la sustancia negra, las fibras serotoninérgicas hacen contacto con los
cuerpos Yy las dendritas dopaminérgicas (Reubi y Emson, 1978). Estudios
"in vitro" sugieren que la dopamina de las neuronas nigrales activa la
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liberacién de serotonina desde el rafe (Reubi y col., 1978).

Los ganglios basales, en concreto la sustancia negra y el estriado,
son centros de interés para nosotros por estar implicados en
enfermedades asociadas con el envejecimiento como la enfermedad de
Parkinson, cuya causa puede estar relacionada con el dafio producido por
radicales libres. En los enfermos de Parkinson existe una degeneracién de
la via nigro-estriada dopaminérgica con la correspondiente pérdida de
DA, lo cual ha llevado a usar una terapia con L-DOPA (precursor de la
DA) (Cotzias y col., 1967). Sin embargo, y debido al gran nimero de
problemas que presenta la terapia prolongada con L-DOPA, existe un
interés por encontrar tratamientos alternativos. Si pensamos en la
implicacidon de los radicales libres en esta patologia, esta terapia puede ir
encaminada hacia el uso de antioxidantes o bien sustancias que inhiban la
formacion de los radicales libres de oxigeno.
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2. OBJETIVOS

Las enfermedades degenerativas del sistema nervioso muestran
frecuentemente predileccién por un tipo especifico de neuronas. Un
ejemplo es la enfermedad de Parkinson, en donde la degeneracion estd
fundamentalmente circunscrita a las neuronas dopaminérgicas del sistema
nigroestriado. Este tipo de proceso degenerativo puede ser debido a una
especial vulnerabilidad de las neuronas afectadas. El estudio de las
caracteristicas que puedem facilitar esta vulnerabilidad es importante, asi
como el de aquellos compuestos que pueden ser capaces de disminuirla o
aumentarla. El agente causal especifico de la enfermedad de Parkinson no
es atin conocido. Sin embargo, se han propuesto algunos como posibles o
como favorecedores de la aparicién de dicha enfermedad. Entre ellos
esta la actuacion de téxicos especificos que se caracterizan por su accién
inhibidora de los sistemas de obtencién de energia, fundamentalmente de
la actividad respiratoria, y que son acumulados en las neuronas
dopaminérgicas por el sistema de "uptake" de dopamina. El téxico mas
conocido con estas caracteristicas es el MPTP. Otra posibilidad
importante es el aumento de la produccién de radicales libres de oxigeno
en el sistema dopaminérgico, lo que provocaria un aumento del dafio
oxidativo que conllevaria muerte neuronal. El aumento del dafio
oxidativo en las neuronas dopaminérgicas podria estar relacionado con el
hecho de que la dopamina es metabolizada a través de la enzima
monoamino oxidasa con la consiguiente produccién de peréxido de
hidrégeno, considerado como un radical de oxigeno. Este proceso puede
relacionar la enfermedad de Parkinson con el envejecimiento debido el
aumento de la MAO B. Aunque la enfermedad de Parkinson aumenta su
incidencia con la edad, esta incidencia disminuye por encima de los 75
afios. El aumento del dafio oxidativo durante el envejecimiento podria ser
producido por una disminucién de la capacidad de los mecanismos de
proteccion frente a estos dafios. Por ello nos proponemos estudiar:

1. Animales con una menor capacidad protectora frente a los
dafios oxidativos. Para ello, los animales fueron alimentados durante 30
dias con una dieta deficiente en vitamina E o selenio.
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1.2. Los niveles de los aminodcidos en las estructuras
relacionadas con la enfermedad de Parkinson, como sustancia negra y
estriado, asi como en otra estructura no relacionada, el hipocampo, en los
animales anteriormente mencionados.

1.3. La neurotoxicidad del MPP+* en cortes de estriado de dichos
animales mediante la medida de la concentracién de DA y sus
metabolitos.

2. El efecto protector del deprenilo frente a la neurotoxicidad del
ion MPP*. Teniendo en cuenta que el deprenilo es un inhibidor de la
MAO vy por lo tanto sin ningun tipo de participacién sobre el proceso
metabdlico necesario para que el MPP+ produzca su accién tdxica, este
estudio se llevara a cabo:

2.1. En cortes de estriado de ratas, mediante la determinacién
del neurotransmisor DA y sus metabolitos DOPAC, 3-MT y HVA.

2.2. Mediante la determinacién de los grupos carbonilos como
medida del aumento del dafio oxidativo en las proteinas.

2.3. Mediendo las actividades enzimaticas SOD y Catalasa en el

estriado de los animales tratados con deprenilo.

3. La posible accién protectora frente al efecto téxico del MPP+
del tratamiento con compuestos que aumentan la capacidad de obtencién
de energia a nivel respiratorio, como la acetil-L-carnitina.
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los experimentos se llevaron a cabo usando ratas macho de
3-5 meses de edad (300-400 g.), de la raza Wistar nacidas en nuestro
laboratorio. Las ratas se mantuvieron en ciclos de 12 horas luz-12 horas
oscuridad, bajo condiciones apropiadas de temperatura y humedad. En
todos los ensayos las ratas tuvieron libre acceso a agua y comida.

Los animales se decapitaron entre las 10 y las 11 de la mafiana, los
cerebros se extrajeron rdpidamente y se diseccionaron sobre hielo. Todas
las estructuras cerebrales se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C hasta su utilizacién. Las figuras 7 y 8,
muestran respectivamente los cortes de sustancia negra, estriado y bulbo
olfatorio, en las cuales se detalla la técnica de diseccién para cada uno de
estos centros nerviosos. La figura 9 muestra una representacion
esquematica de la distribuicién de los compuestos neuroactivos de
distintas partes del nicleo arcuato y las eferencias a la eminencia media.
La figura 10 representa un esquema de la situacién de la hipdfisis en
relaciéon con los nicleos hipotaldmicos.

3.2 DIETAS UTILIZADAS

Se utilizaron dietas comerciales: dieta semisintética de base (dieta
control); dieta semisintética deficiente en vitamina E y dieta deficiente en
selenio, todas ellas de Panlab S.L.

La composicién de las dietas deficientes fue igual a la control (ver
pagina siguiente), salvo los contenidos en vitamina E y selenio, que
fueron:

-dieta deficiente en vitamina E
contenido en vitamina E < 15 mg/kg.
-dieta deficiente en selenio:

contenido en selenio: 10,1-12,4 ug/kg.
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COMPOSICION DE LA DIETA CONTROL

COMPOSICION PORCENTUAL:

Exto no azufrado
Proteinas
Humedad

Lipidos

Minerales
Materia celulosica

48,6%
19,0%
12,0%
9,0%
6,0%
5,4%

MINERALES:

Calcio
Fosforo

10.000,00 mg/Kg

7.750,00 mg/Kg
Potasio  6.000,00 mg/KG
Sodio 4.000,00 mg/KG
Magnesio 1.000,00 mg/Kg
Hierro 300,00 mg/Kg
Manganeso 80,00 mg/Kg
Zinc 45,00 mg/Kg
Cobre 12,50 mg/Kg
Yodo 0,49 mg/Kg
Selenio 0,20 mg/Kg
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AMINOACIDOS:

Lisina 17,5 g/kg
Arginina 8,5 g/Kg
Metionina 7,1g/Kg
Triptéfano 5,1g/Kg
Cisteina 3,0g/Kg
Glicina 1,0g/Kg

VITAMINAS:

Vitamina A 19.800,00 UI/’Kg
VitaminaD 2.500,00 UI/Kg

Vitamina C 800,00 mg/Kg
Vitamina E 170,00 mg/Kg
Vitamina B7 150,00 mg/Kg
Vitamina B3 70,00 mg/Kg
Vitamina B1 20,00 mg/Kg
Vitamina B? 15,00 mg/Kg
Vitamina Bg 10,00 mg/Kg
Vitamina B2 0,05 mg/Kg
Vitamina K 40,00 mg/Kg
Colina 1.360,00 mg/Kg
Acido f6lico 5,00 mg/Kg
Biotina 0,30 mg/Kg
Acido PAB 50,00 mg/Kg

(p-aminobenzoico)
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Figura 7. Representaciéon esquemdtica de dos seccciones
coronales del cerebro de la rata, donde se muestran las distintas areas
de la sustancia negra: SNC (parte compacta de la sustancia negra);
SNR (parte reticulada de la sustancia negra); SNL (parte lateral de la
sustancia negra). La zona diseccionada se muestra en la figura de
forma punteada.
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Figura 8. Representacién esquemadtica del cerebro de rata en
el que podemos observar el nicleo caudado putamen (cp). Los
espacios ventriculares se muestran en negro. Las lineas discontinuas en
la seccién transversa indican la distancia en milimetros desde el punto
bregma. Abreviaturas: BM (nucleo basal de Meynert); cb (cerebelo);
co (neocortex); BD (banda diagonal de Broca); cpo (cerebelo
posterior); hi (hipocampo); hip (hipotdlamo): mo (médula oblonga);
bo (bulbo olfatorio): se (esptum); s e (septum); ce (cCuerpo estriado);
to (tecto 6ptico).
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nucleo arcuato

Figura 9. Representacion esquematica de la distribucion de
los compuestos neuroactivos de distintas partes del nicleo arcuato y
eferencias a la eminencia media (EM). Abreviaturas anatémicas: DM
(dorso medial); VM (ventro medial); VL (ventro lateral); 3°V (tercer
ventriculo). Abreviaturas de los neurotrasmisores y péptidos: ChAT
(acetil colina); D A (dopamina); DYN (dinortina); ENK (encefalina);
GABA (4cido y-amino butirico): TH(tirosina hidroxilasa).
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Nucleo paraventricular

Quiasma éptico

Cuerpo mamilar
Tracto hipotdaiamo
hipofisiario

Hipofisis posterior / Hipoéfisis anterior

Figura 10. Representacion esquemadtica de la situacion de la
hipdfisis en relacion con los nucleos hipotaldmicos.
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3.3 PRODUCTOS Y REACTIVOS

Para los andlisis en HPLC se utilizaron los siguientes patrones:
Triptéfano (TRP), 5-hidroxitriptamina (5-HT o serotonina), 4cido 5-
hidroxiindol-3-acético (5-HIAA), L-B-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA), dopamina (DA), 3-metoxitiramina (3-MT), acido 3,4
dihidroxifenilacético (DOPAC), dcido homovanilico (HVA), L-
noradrenalina (NA), todos ellos de Sigma Chemical Co. (USA). También
se utilizaron: 4cido etilendiamino-tetraacético (EDTA) de Sigma
Chemical Co; 4cido citrico, dcido férmico, 4cido perclérico, dietilamina
y acetonitrilo de Merck; 4cido octanosulfénico de Scharlau. El agua
utilizada fue desionizada (Milli Q-Millipore).

Como patrones de aminodcidos se utilizé una mezcla de PIERCE
que contenia por cada mililitro (en 0,1 N HCl y SO4(NH4)2) 1,25 pmoles
de L-cystina y 2,5 ymoles de cada uno de los siguintes aminodcidos
L-alanina, L-arginina, L-aspartico, L-glutdmico, glicina, L-histidina,
L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina,
L-serina, L-treonina, L-tirosina y L-valina. A la mezcla afiadiamos 2,5
pumoles de 4cido y-aminobutirico (GABA) de Sigma, y 2.5 pgmoles de
L-norleucina de Pierce, como patrén interno.

Para la derivatizacién de los aminoacidos fueron utilizados los
siguientes productos y reactivos: Fenil isotiocianato (PITC) y
Trietilamina (TEA) de Sigma; metanol de Merck.

En las medidas de actividad Glutatién peroxidasa (GSH-PX) se
utilizaron los siguientes productos y reactivos: nicotin-adenin-
dinucledtido fosfato reducido (NADPH) y glutation reductasa (GR) de
Boehringer Mannheim; glutatién reducido (GSH), EDTA, DL-ditiotreitol
(DTT) vy Tris-[hidroximetil]-amino-metano (Tris) de Sigma Chemical
Co.; sacarosa y per6xido de hidrégeno de Merck.

En las medidas de las actividades enzimdticas, superdxido
dismutasa y catalasa se utilizaron los siguientes productos y reactivos:
citocromo C y xantina oxidasa de Boehringer Mannheim; fosfato potésico
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(K2HPO4), cianuro potasico (KCN) y  peréxido de hidrégeno 35% de
Merck; EDTA vy catalasa de Sigma Chemical Co.

En los cortes de estriado se utilizaron los siguientes productos y
reactivos: cloruro sédico (NaCl), bicarbonato sédico (NaHCO3), cloruro
potasico (KCl), dihidrégeno fosfato de potdsio (KH2PO4), cloruro
célcico (CaClp), sulfato magnésico (MgSQO4) y D-glucosa de Merck, 1-
metil-4-fenilpiridinio (MPP*) de RBI; carbégeno (95% O2-5% CO2) de
Carburos Metilicos y agar (Bacto-agar) de Difco.

En los tratamientos se utilizaron las siguientes drogas: deprenilo
de RBI y acetil-L-carnitina de Sigma Chemical Co.

Para la medida de proteinas se utilizé albimina de Sigma
Chemical Co. Otros solventes y reactivos fueron de alta pureza y se
obtuvieron de proveedores habituales.

Para las medidas de grupos carbonilos se utilizé borohidruro
tritiado sédico de Amershan, columnas Dowex 50w-x8 de Bio-Rad,
y solucién de hidrélisis (HCL) de Pierce.

Para la determinacidn de la cantidad de TH, Neurofilamentos
y Glia todos los anticuerpos fueron suministrados por Boehringer
Mannheim y el 4cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico),
(ABTS) por Sigma Chemical Co.
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3.4 APARATOS

El equipo de HPLC utilizado en la valoracién de las aminas
biégenas y sus metabolitos en las diferentes estructuras cerebrales
consisti6 en una bomba Perkin Elmer Series 4, un detector
electroquimico (amperiométrico LC 4B de Bioanalytical System, Inc.) y
columnas LiChroCART 125-4 (LiChrospher 100 RP-18 de 5 ym de
didmetro de particula) de Merck. La integracién de los cromatogramas se
hizo en ordenador con un Software Inject de Bioanalytical System, Inc.

El equipo de HPLC utilizado en la valoracién de los aminoacidos
en las distintas estructuras cerebrales consistié en una bomba Perkin
Elmer Series 4, un detector ultravioleta de Shimadzu, ajustado a 254 nm
y 0.04 a.u.f.s. Las muestras fueran injectadas por una valvula de alta
presién (Rheodine) con un bucle de llenado de 20ul.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga
Centrikon H-401 de Kontron y en una ultracentrifuga L7-55 de
Beckman.

La homogenizacién de las estructuras estudiadas se hizo en un
equipo Labsonic 1510 de Braun.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un
espectrofotémetro UV-160 A de Shimadzu.

Los contajes de material radioactivo se realizaron en un equipo de
centelleo liquido LS 1800 de Beckman.

Los cortes de estriado se realizaron en un vibrotomo serie 1000
de Vibratome.

Las muestras se secaron en una centrifuga de vacio, Speed Vac
svc100 de Savant.

Para el E.L.I.S.A. se utilizé un lector Tirtertek Multiskan
Plus MK II (tipo 314).
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3.5 MEDIDAS DE AMINAS BIOGENAS Y SUS
METABOLITOS EN CEREBRO

Las diferentes estructuras cerebrales estudiadas se
homogeneizaron mediante sonicacién en perclérico 0,1 M y bisulfito
sédico 1 mM. Las muestras se centrifugaron a 12000xg durante 20
minutos a 4°C y los sobrenadantes se filtraron mediante rotacién a baja
velocidad (1000xg) a través de filtros de 0,2 pm de didmetro de poro.
Los filtrados resultantes (pH 1,0) se neutralizaron hasta alcanzar un pH de
aproximadamente 3,0 mediante la adicién de un 10% (v/v) de un mezcla
del tamp6n de la fase mévil con NaOH 5N en una proporcién 3:1. Las
muestras neutralizadas se inyectaron mediante un inyector de alta presién
(Rheodine 7125-075) con un bucle de llenado de 20 pl. Los anélisis de las
muestras se realizaron isocraticamente a temperatura ambiente y a un
flujo de 0.8 ml/min. El potencial del detector se mantuvo a +0,8 V. La
fase movil se prepar6 de acuerdo con DiBussolo y col. (1983), con
algunas modificaciones (disolucién acuosa de 4cido férmico 100 mM,
4cido citrico 1mM, EDTA 0,1 mM, &cido octanosulfénico 0,35 mM,
dietilamina 0,25% v/v y acetonitrilo 4,0 % v/v, pH 3,1). La mezcla de
solventes se filtr6 a través de filtros de 0,45 ym de didmetro de poro
mediante vacio, con lo que se eliminan pequefias burbujas de aire que
puedan interferir en el analisis.

Las concentraciones de las aminas bi6égenas en el cerebro se
calcularon con el uso de curvas de calibracién obtenidas mediante la
inyeccién de patrones puros. Estos patrones se prepararon en perclérico
0,1 M y bisulfito sédico 1 mM (1mg patrén/ml) y se conservaron a +4° C
hasta el momento de su utilizacién (maximo 30 dias). La correcta
identificacion de los compuestos encontrados en los cromatogramas se
llevé a cabo mediante el estudio de muestras cerebrales y soluciones de
patrones a diferentes potenciales de oxidacién. Muestras y patrones
mostraron un comportamiento electroquimico similar, lo que permitio
apoyar la especificidad del método.
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3.6. DETERMINACION DE AMINOACIDOS POR HPLC
EN FASE REVERSA

Las diferentes estructuras cerebrales estudiadas (sustancia negra,
estriado, hipocampo) se homogeneizaron 1:10 peso/volumen mediante
sonicacién en perclérico 0.1 M. Las muestras se centrifugaron a
12.000xg durante 20 minutos a 4 °C, y los sobrenadantes se filtraron
mediante rotacién a baja velocidad (1000xg) a través de filtros de 0,2
um de didmetro de poro. La derivatizaciéon se hizo por la técnica
desarrollada por el sistema Pico-Tag de Waters (Milipore corporation
M.A. USA). De los filtrados resultantes se cogieron 25 ul que se secaron
en una centrifuga de vacio a 70 mtorr durante 20 minutos. El precipitado
fue resuspendido con 10 gl de una solucién compuesta por metanol-agua-
TEA (2: 2: 1), dando comienzo a un nuevo secado a 70 mtorr. Acabado
este paso se procedi6 a la derivatizacién propiamente dicha, usando para
ello 20 ul de agente derivatizante, compuesto por metanol-agua-PITC-
TEA (7:1:1:1). Tras veinte minutos de reaccién a temperatura ambiente,
el exceso de reactivo se elimind por secado a vacio, en esta ocasién a una
presién por debajo de 65 mtorr, hecho en el que se invirtié
aproximadamente una hora. Los derivados asi obtenidos, secos y
congelados, tienen una estabilidad de 5-7 dias. Para su andlisis se
resuspendieron en 200 1 de solucién diluyente compuesta de 710 mg/l de
Na2HPO4 , tamponada con H3PO4 al 10% hasta pH 7,4. Las muestras
resuspendidas se inyectaron en un bucle de llenado de 20ul. Los
aminodcidos fueron separados en una columna Waters Pico-Tag de 30 cm
de longitud y relleno de octadecil-silica C-18, de 4 micras de didmetro
de particula, lo que conlleva que el andlisis sea del tipo fase reversa. La
columna se mantuvo a una temperatura de 46 °C, en un sistema de
gradientes de dos fases méviles (A y B). La fase mévil A fue una dilucién
de acetato sédico trihidratado 70 mM ajustado con acido acético 10%, a
pH 6.5 ala que se afiadié 2,5% en volumen de acetonitrilo. La mezcla
fue filtrada por un filtro de 0,45 micras y desgasificada por ultrasonido.
La fase mévil B estuvo compuesta por 45% de acetonitrilo, 40% de agua
y 15% de metanol. En todas las preparaciones se usé agua de grado
Milli-Q de 18,2 megaohmios.cm de resistividad y las fases méviles fueron
estabilizadas por burbujeo continuo de Helio. Los aminodcidos fueron
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estabilizadas por burbujeo continuo de Helio. Los aminodcidos fueron
detectados por un espectrofotémetro UV Shimadzu, calibrado a 254 nm
y 0,04 aufs siendo enviada la sefial eléctrica al integrador para el
procesado de datos.

La cuantificacién se llevé a cabo comparando cada muestra con un
cromatograma patrén, usando en el cdlculo el drea relativa de cada pico y
la recuperacién de patrén interno obtenido. Como patrones de
aminoécidos se utilizé una mezcla de PIERCE que contenia por cada
mililitro (en 0,1 N HCl y SO4(NH4)2) 1,25 pmoles de L-cystina y
2,5 ymoles de cada uno de los siguientes aminodcidos L-alanina, L-
arginina, L-aspdrtico, L-glutdmico, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-
leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina,
L-treonina, L-tirosina y L-valina. A la mezcla afiadiamos 2,5 ymoles
dcido y-aminobutirico (GABA), y 2.5 umoles de L-norleucina como
patrén interno. Los patrones fueron procesados siguiendo el mismo
protocolo que las muestras.

El gradiente optimizado para la separacién de aminoécidos fue el
siguiente:

Tiempo Fluyjo % A % B Variacién de gradiente
min ml/min
18,0 1,0 100 0 -
13,5 i,O 97 3 instantdea O
10,5 1,0 94 6 convexa 0,2
6,0 1,0 91 9 convexa 0,2
20,0 1,0 66 34 lineal 1,0
15,0 1,0 64 36 lineal 1,0
1,0 1,0 0 100 lineal 1,0
5,0 1,0 0 100 lineal 1,0
1,0 1,0 100 0 lineal 1,0
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3.6.1.DETERMINACION DEL TRIPTOFANO

Los andlisis fueran realizadas en HPLC, con un detector
eletroquimico  (amperiométrico LC 4B de Bioanalytical System, Inc.) y
una bomba Kontron 420 con columna Merck LiChroCART (125 x 4 mm)
LiChrospher 100 RP-18 5pm de didmetro de particula. El potencial fue
de 0.9 V. (versus Ag/AgCl electrodo de referencia).

3.7 MEDIDAS DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

3.7.1 ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA

La actividad GSH-Px se determiné por el método descrito por
Paglia y Valentine (1967), modificado por Lawrence y Burk (1976). Las
muestras de cerebro fueron homogeneizadas por ultrasonido en 10
volimenes de tampdn Tris pH 7.4, sacarosa 0,25 mM, EDTA 0,1 mM,
DTT 1 mM, y se centrifugaron a 100.000xg a 4 °C durante 60 minutos.
El sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de la actividad. La
mezcla de ensayo contenia tampén fosfato 50 mM (pH 7,0), EDTA 1
mM, NaN3 1 mM NADPH 0,2 mM, GSH 1 mM, peréxido de hidrégeno
0,25 mM y Glutation reductasa 1 U/ml, en un volumen total de 1 ml.
Tras agregar la muestra (0,1 ml), la mezcla se dejé incubar durante 5
minutos a temperatura ambiente antes de afiadir peréxido de hidrégeno
para disparar la reaccién. La medida de absorbancia a 340 nm se realiz6
durante 5 minutos. Los blancos se prepararon sustituyendo la muestra
por agua destilada. La actividad se expresé como pmoles de NADPH
oxidado por minuto.

3.7.2 ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

La actividad de la superéxido dismutasa (SOD) se determind en
homogeneizado de estriado de acuerdo con el método de McCord vy
Fridovich (1969). Las muestras de cerebro fueron homogeneizadas por
ultrasonido en 9 volumenes de tampén fosfato potasico 50 mM, EDTA
0,1 mM, pH 7,8, y se centrifugaron a 800xg a 4 °C durante 10 minutos.
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El sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de la actividad. La
mezcla de ensayo contenia tampén fosfato S0 mM, pH 7,8, EDTA 0.1
mM, citocromo ¢ 0,1 mM, xantina 0,5 mM, cianuro potéasico 0,5 mM,
catalasa 1 U/ml, en un volumen total de 1 ml. Tras agregar la muestra
(10 ul), se inicié la reaccién con xantina oxidasa y se registré la
absorbancia a 550 nm, durante 5 minutos a 25 °C. Los blancos se
prepararon sustituyendo la xantina oxidasa por agua destilada. La
actividad se expres6 en U/mg de proteina.

3.7.3 ACTIVIDAD CATALASA

La actividad catalasa se determiné de acuerdo con el método de
Beers y Sizer (1952). Las muestras de cerebro fueron homogeneizadas
por ultrasonido en 9 voliimenes de tampdn fosfato potdsico 0,5 M, pH
7,0, y se centrifugaron a 800xg a 4 °C durante 10 minutos. El
sobrenadante se utiliz para la determinacién de la actividad. La mezcla
de ensayo contenia tampén fosfato potdsico 0,5 M, pH 7,0, perdxido de
hidrégeno 100 mM, en un volumen total de 1 ml. La medida de
absorbancia se realiz6 a 240 nm, a 25 °C, afiadiendo 50 pl de muestra.
Los blancos se prepararon sustituyendo la muestra por agua destilada. La
actividad se expres6 en U/mg de proteina.

3.8 MEDIDA DE LA CANTIDAD DE PROTEINA

La medida de la cantidad de proteinas en los distintos extractos
analizados se hizo por el método descrito por Lowry y col. (1951).

3.9 TRATAMIENTO CON DEPRENILO

Para el estudio del efecto del deprenilo "in vitro" fueron
utilizadas 24 ratas macho de la raza Wistar, de 4 meses de edad , doce
tratadas con solucién salina y doce tratadas con deprenilo (2 mg/kg/dia,
inyeccién subcutanea) durante 3 semanas. Doce ratas fueron utilizadas
para medir las concentraciomes de DA y sus metabolitos DOPAC, 3-MT,
HVA. Las otras doce fueron utilizadas para medidas enzimaéticas.
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3.10 CORTES EN ESTRIADO

Después de decapitar la rata, el cerebro se extrajo rapidamente y
se introdujo en un tampén Krebs-bicarbonato frio (NaCl 117 mM,
NaHCO3 25 mM, KClI 1,5 mM, KH2PO4 1,2 mM, CaCl2 2,5 mM,
D-Glucosa 11,5 mM) y oxigenado (95% 02-5% CO2), a pH 7,4 durante
3 minutos. La regién del tronco cerebral que contiene el estriado se
montS en el vibrotomo y se mantuvo en un medio de Krebs frio y
oxigenado mientras se hacfan los cortes (500 ym de grosor). Una vez
diseccionado, el estriado fue introducido en un vial de reaccién que
contenfa 10 ml de tampén Krebs oxigenado (95%02 y 5%C02) a 37 °C.
En cada vial se ponen cuatro cortes de un estriado de cada rata. El
estriado izquierdo fue usado como control y el derecho para incubacion
con 25 uM de MPP+. Después de 60 minutos de incubacidn, la reaccion
se paré lavando los cortes en tampdn Krebs bicarbonato frio. Estos se
pasaron a papel de aluminio, se eliminé el exceso de liquido con papel de
filtro alrededor y fueron almacenados a -80 °C hasta su anélisis. Los
cortes se homogeneizaron mediante sonicacién en perclérico 0,1 M y
fueron centrifugados a 12.000xg durante 20 min. El precipitado fue
utilizado para la cuantificacion de grupos carbonilos y el sobrenadante
para la medida de las concentraciones de DA y sus metabolitos.

3.11 MEDIDAS DE GRUPOS CARBONILOS

Los grupos carbonilos, en proteinas totales, se medieron siguiendo
el método descrito por Lenz y col. (1989). El precipitado obtenido en la
homogenizacién de los cortes de estriado fue disuelto en 50 mM de
tampén carbonato, pH 9,6. Las muestras, conteniendo 50 ug de proteina,
fueron secadas en centrifuga de vacio . Las muestras secas fueron
redisueltas en 50 xl de H20, 6 ul de tampén Tris/HC1 1 M, EDTA 10
mM, pH 85y 14 ul NaB3H4 100 mM en 0,1 M NaOH (actividad
especifica 100 mCi/mmol) incubadas durante 30 minutos a 37 °C en
campana. Las proteinas fueron precipitadas con 1 ml de 4cido
tricloroacético al 10% y dejadas 5 minutos, y centrifugadas durante 3
minutos en microcentrifuga (12.000xg). El sobrenadante fue desechado y
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el precipitado se lavé 3 veces con acido tricloroacético al 10%. Los
precipitados fueron disueltos en 70% (v/v) de 4cido férmico e incubados
como minimo durante 30 minutos a 37 °C Las muestras fueron
transferidas a viales de hidrélisis y el dcido férmico fue eliminado por
centrifugacién a vacio hasta sequedad. Las proteinas fueron hidrolizadas
a 145 °C durante 4 horas con 250 ul de HCl 6 M. Los hidrolizados secos
fueron redisueltos en HCl 0,01 M. El hidrolizado fue pasado por una
columna Dowex 50w-x8, la columna lavada con 10 ml de agua y
seguidamente con NH4OH 2 M, y la radiactividad determinada en 4 ml
del eluyente.

3.12 TRATAMIENTO CON ACETIL-L-CARNITINA

Para el estudio del efecto de la acetil-L-carnitina "in vitro" fueron
utilizadas 18 ratas macho de la raza Wistar de 4 meses de edad (350g), 6
de las cuales fueron tratadas con solucién salina, otras 6 ratas con acetil-
L-carnitina (75 mg/kg) 3 horas antes de su decapitacion y las 6 restantes
fueron tratadas durante 7 dias con acetil-L-carnitina (75 mg /kg/dia,
inyeccién intraperitoneal).

3.13 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ACETIL-L-
CARNITINA "IN VIVO".

Para el estudio del efecto de la acetil-L-carnitina “in vivo” fueron
utilizadas ratas machos de la raza Wistar de 4 meses de edad (350-400g).
Un primer grupo de ratas fue tratado con acetil-L-carnitina durante 8
dias (100 mg/kg/dia intraperitoneal); un segundo grupo de ratas fue
tratado con acetil-L-carnitina de la misma manera que el grupo anterior y
al tercer dia de iniciar el tratamiento se inyect en el ventriculo lateral
izquierdo 1 ul de MPP* (62,5 ug) por rata, con las siguientes
coordenadas (A/P -0.8 mm y /M 1.4 mm, de Bregma). En un tercer
grupo se inyecté el MPP+ como se describié anteriormente y se
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decapitaron después de 5 dias, y lo mismo se hizo con un grupo control
inyectando solucién salina. Las ratas tratadas con acetil-L-carnitina
fueron decapitadas en el noveno dia después de iniciado el tratamiento.
Los cerebros se extrajeron rapidamente y se diseccionaron sobre hielo.
Todas las estructuras cerebrales se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C hasta su utilizacién. En las estructuras como
caudado, sustancia negra, bulbo olfatorio, se utilizé el lado derecho como
control, comparandolo con el izquierdo donde fue inyectado el MPP+.

3.14 INYECCION DEL MPP*+ EN VENTRICULO
LATERAL

Procedimiento quirdrgico

Para la operacién se usaran ratas adultas macho de la raza Wistar.
Una vez anestesiadas las ratas con hidrato de cloral (400 mg/Kg i.p.)
fueron colocadas en un estereotdxico Kopf. Se utilizaron barras de oido
con punta roma, quedando el craneo en posicion horizontal (Paxinos and
Watson, 1986). Antes de comenzar la operacién, se puso lidocaina como
anestésico local (10% p/v). Una vez que se cortd la piel y el craneo quedo
descubierto, se hizo un pequefio agujero horadando sobre este en la
region que queda sobre el ventriculo cerebral lateral (A/P -0.8 mm y
L/M 1.4 mm, de bregma). Una aguja inoxidable de 30-gauge de punta
roma conectada a una microjeringa Hamilton de 5 pl fue introducida
lentamente en el agujero hasta alcazar 3,6 mm de profundidad ventral a la
superficie del cerebro usando el manipulador estereotdxico. Después de 5
minutos fue inyectada la neurotoxina MPP+ ioduro (R.B.I, Natick, MA,
USA) con una dosis de 62,5 ug/rata en 1xl/min. La aguja fue dejada en el
lugar durante otros 15 minutos después de finalizada la perfusion, para
prevenir la filtracién o difusién de la toxina desde el sitio de inyeccion,
siendo después retirada lentamente. La piel fue cosida usando grapas y la
rata colocada en una caja bajo una lampara de calor, hasta que se
recuperd de la operacién y se devolvié a su caja habitual. Los controles
fueron manipulados de la misma manera inyectandose 1 ul de solucion
salina.
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3.15 CUANTIFICACION DE TIROSINA
HIDROXILASA

La determinacidén de la cantidad de Tirosina hidroxilasa (TH) se
llevé a cabo mediante la técnica E.L.I.S.A. (enzyme-linked
inmunoabsorbent assay). Previamente se realizaron curvas de saturacién
para determinar la cantidad de proteina en pocillo.

Las curvas de saturacién se realizaron colocando en los pocillos
cantidades crecientes de proteina total del extracto desde 0 a 50 ug y
completando cada una de ellas con BSA disuelta en tampén carbonato-
bicarbonato hasta una cantidad fija para todos los pocillos de 50 pg de
proteina total ( extracto y BSA).

Una vez fijada la concentracién de proteina de los extractos en
pocillo se realizaron curvas para fijar la concentracién Optima de los
diferentes anticuerpos utilizados.

Los antigenos fueron diluidos a la concentracién de 100 pg/ml en
tampén carbonato-bicarbonato, pH 9. De cada una de estas soluciones se
afiadieron por triplicado, 100 pl a los pocillos de una placa NUNC, la
cual se incubé toda la noche a 4 °C. El exceso de antigeno fue eliminado
por inversién de la placa que se lavé tres veces con PBS-Tween 20. Los
sitios de unién no ocupados fueron bloqueados con una solucién de BSA
al 3% en PBS, de la cual se aiadieron 200 ul a cada pocillo. Tras una
hora de incubacién a temperatura ambiente la placa se lavé cinco veces
con PBS-Tween. Seguidamente, los pocillos fueron incubados con una
solucién del anti-TH monoclonal diluido 100 veces en PBS-Tween
durante una hora a temperatura ambiente, después de la cual se lavé la
placa como anteriormente y se incubé con un segundo anticuerpo
biotinilado (diluido 500 veces en PBS-Tween) durante una hora a
temperatura ambiente. Tras los lavados, se afiadieron a cada pocillo 100
ul de una solucién de avidina marcada con peroxidasa diluida 100 veces
en PBS-Tween y se incubaron una hora a temperatura ambiente. De
nuevo se procedié al lavado como en pasos anteriores y a continuacion se
afiadieron a cada pocillo 100 ul de la solucién sustrato (10 mg de ABTS
disueltos en 100 ml de tampén citrato pH 5,5 y agua oxigenada al 0,02%).
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La reaccién se desarroll6 hasta los 60 minutos a temperatura ambiente y
oscuridad, procediéndose a la lectura de la absorbancia a 405 nm.

3.16 CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
GLIA.

Se realizé como se describe anteriormente para la TH. Los
antigenos fueron diluidos a la concentracién de 250 pg/ml. Los
anticuerpos utilizados fueron monoclonales frente a neurofilamentos de
68 Kd, 160 Kd y proteina 4cida de glia y se diluyeron 40 veces en PBS-
Tween.

3.17 ANALISIS ESTADISTICO

En los experimentos con el tratamiento de Deprenilo fue aplicado
un andlisis de varianza Kruskal-Wallis. Cuando el nivel de confianza fue
mayor del 95% las medias fueron comparadas con el test de  Wilcoxon.
En los experimentos con dietas deficientes en Vitamina E y selenio fue
aplicado un andlisis de varianza Kruskal-Wallis. Cuando el nivel de
confianza fue mayor del 95% las medias fueron comparadas con el test de
Mann-Whitney. En los tratamientos con acetil-L-carnitina fue aplicado
un andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se observaran diferencias las
medias fueron comparadas con el test de Scheffe (test paramétrico).
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4. RESULTADOS



4. 1 EFECTOS DE LA DISMINUCION EN LA DIETA
DE LA VITAMINA E O EL SELENIO.

Con el fin de obtener animales con una menor capacidad de
proteccién frente a los dafios oxidativos, se alimentd a las ratas, durante
distintos periodos de tiempo, con una dieta deficiente en vitamina E o
selenio.

4.1.1 Dieta deficiente en Vitamina E
4.1.1.1 Peso corporal y cantidad de dieta ingerida.

Los animales fueron sometidos a una dieta deficiente en vitamina
E por un periodo de 15 6 30 dfas. Durante este tiempo se estudio la
cantidad de alimento ingerido asi como el incremento de peso producido
en dichos animales. No hubo diferencias, ni en el incremento del peso
corporal ni en la cantidad de alimento ingerido, en los animales
alimentados con dieta deficiente en Vitamina E con respecto a los
alimentados con dieta control.

Alimento ingerido Increm. de Peso corporal

Controles Def. Vit.E Controles Def. Vit.E

15 dias 16,1 + 2,7 16,8 £ 0,3 30,0 £ 4,8 334738

30 dias 19,1 +2,7 20,9 +3,1 90,0 £ 6,8 93,4+7,6

Los resultados son la media + DE de 6 y 8 animales, para los periodos de
15 y 30 dias respectivamente. El alimento ingerido viene expresado como
g/animal/dia . El incremento del peso corporal viene dado como g/animal
durante el periodo de la dieta.
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4.1.1.2 Estudio de diferentes mecanismos de proteccion
frente a las oxidaciones: Actividades de las
enzimas glutation peroxidasa, SOD y catalasa.

Las enzimas glutatién peroxidasa, superéxido dismutasa (SOD) y
catalasa forman parte de los principales mecanismos de proteccion celular
frente a las oxidaciones. Su estudio esta representado en la Tabla 1. Como
puede verse, no hubo cambios significativos en las actividades de estas
tres enzimas comparando el estriado de ratas alimentadas con dieta
deficiente en vitamina E con el de ratas controles.

Tabla 1. Actividades enzimaticas en estriado de ratas controles
y tratadas con dieta deficiente en Vitamina E.

Controles Defic. Vit.E
GPx 42,1 +2,1 41,4« 13
SOD 14,8 + 2,1 129+ 22
Catalasa 3,5+0,6 3,6 +04

Los valores son la media + DE de 5 animales expresados en
mU/mg de proteina para glutatién peroxidasa, y U/mg de proteina para
SOD y catalasa.

Estos resultados parecen indicar que la alimentacién con una dieta
deficiente en vitamina E no afecta a los otros mecanismos de proteccion
frente a las oxidaciones En este caso por lo tanto la disminucién de la
capacidad protectora frente a las oxidaciones es producida por la
disminucién de la concentracién de vitamina E en diferentes tejidos
(Vatassari, 1987).
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4.1.1.3 Estudio de los niveles de aminoacidos en
sustancia negra, estriado e hipocampo de ratas
tratadas con dieta deficiente en Vitamina E
durante 15 dias.

El estudio de los niveles de aminoécidos tiene como funcién la
cuantificacién de los aminoécidos , principalmente de aquellos que se sabe
tienen ademads funciones de neurotransmisores, GABA, glutamato,
glicina, taurina, aspartico, etc. Esto nos puede dar una idea de
modificaciones producidas por esta experimentacion.

Los niveles de aminodcidos en sustancia negra, estriado e
hipocampo muestran distintos perfiles en estas tres regiones cerebrales.
Los mayores constituyentes del "pool" de aminodcidos en las tres dreas
ensayadas fueron los neurotransmisores aspartato, glutamato, GABA,
glicina y taurina.

La sustancia negra contiene mayores niveles de aspartato, glicina,
GABA, treonina y triptéfano que el estriado (91,0%, 66.6%, 317,7%,
27,0% y 25,7%; p<0,01 para aspartato, glicina y GABA, y p<0,05 para
treonina y triptéfano). Sin embargo, el estriado, tiene mayores niveles de
glutamato (51,2%), taurina (46,7%) y tirosina (106,5%) que sustancia
negra (p<0,01).

Cuando se compararan las ratas alimentadas con dieta control con
las sometidas a un déficit en vitamina E, se encontré un aumento de
glutamato (38,2%), GABA (42.9%) y una disminucién del triptéfano
(37,6%) en sustancia negra, en tanto que en estriado s6lo hubo una
disminucion del aspartato (28,6%) y glicina (35,2%) (p<0,01).

Al contrario que la sustancia negra y el estriado, el hipocampo no
mostré cambios en los niveles de aminodcidos después de 15 dias de dieta
deficiente en vitamina E.
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Tabla2. Efecto del5 dias de dieta en vitamina E en la
concentracion de aminoacidos en estriado, sustancia negra e
hipocampo de rata.

SUS. NEGRA ESTRIADO HIPOCAMPO

Defic Defic Defic
Cont vitE Cont vitE Cont vitE
Aspartato 3723 4095 1949 1392 2324 2025
+542  +476 +236 187 +204 +193
## *

Glutamato 4984 6892 7536 6779 6753 6094
+721  +857 +351 £197 +549 702

Glicina 2247 2116 1349 874 1245 1020
+465 +50 +137  +152 +163 +98
## £33

GABA 8345 11925 1998 1826 1358 1465
+962  +147 +189  +105 +139  +219
Taurina 5137 5326 735 6625 4034 3706
+434  +386 +608 386 +129 396

##
Treonina 730 743 574 560 602 582
+132 154 +49  +152 +84 +67

#
Serina 1073 181 1147 o87 1072 1207
+238  +205 +96 +93 +121 152
Alanina 534 592 629 518 802 731
+48 +45 +40 +62 +91 +65
Fenil- 110 121 105 97 66 62
alanina +10 +8 +7 +11 +7 +6
Prolina 113 129 93 121 72 85
+24 +19 +8 +14 +9 +10
Tirosina 154 122 318 259 202 223
+23 +17 +41 +19 +25 +16

##
Triptéfano 14 9 11 11 9 8
+1 +1 +1 +1 +1 +1

EF 3 #

Los valores son la media + DE expresados en nmol/g tejido, n=6. Significacion
estadistica: *p<0,05; **p<0,01 comparando controles con el grupo
experimental. #p<0,05; ##p<0,01 comparando sustancia negra, estriado e
hipocampo. (Kruskal-Wallis seguido por el test de Mann-Whitney).
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4.1.1.4 Efecto del MPP* en las concentraciones de DA
y sus metabolitos en cortes de estriado de ratas
controles yalimentadas con dieta deficiente en
vitamina E.

No hubo diferencias significativas en'la concentracion de DA y sus
metabolitos entre los cortes de estriado de ratas controles y tratadas con
dieta deficiente en vitamina E .

Cuando los cortes de estriado de animales controles fueron
incubados con MPP, las concentraciones de DA, DOPAC y HVA
disminuyeron (31,8%, 80,4% y 61,7% respectivamente, p<0,01),
mientras que la concentracion de 3-MT aumenté (79,8%, p<0,01) al
compararlo con los cortes sin incubar con MPP+.

En animales tratados con dieta deficiente en vitamina E, los cortes
de estriado después de la incubacién con MPPT mostraran una mayor
disminucién en las concentraciones de DA (42,2%) y sus metabolitos
DOPAC (84,1%) y HVA (60,7%), y un aumento en la concentracion
de 3-MT (122,3%) con respecto a los incubados sélo con Krebs (Tabla
5).
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Tabla 3. Concentracién de DA, DOPAC, 3-MT y HVA en
cortes de estriado de ratas controles y deficientes en vitamina

E incubadas con y sin MPP* (25uM).

Control Cont/MPP+ Defic.vit E Defic.vitE

MPP+

DA 11476 £+ 775 7826 +481 11404 + 6589 + 412
* 1022 K’k b

DOPAC 1284 + 171 251 + 2*1* 1355 + 101 216 t*2*6#
3-MT 109+16 196 + 2*2* 94 + 12 209 + 2*2*
HVA 290+42 111 + 1*2* 275+ 37 108 + 7**

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
Significacién estadistica: **p<0,01 comparando control con
control/MPP+ y dieta deficiente en vit. E con dieta deficiente en vit.
E/MPP+; # p<0,05 y ## p<0,01 comparando control/MPP+ y deficiente

en vit. E'MPP+ ( Kruskal-Wallis seguido del test de Mann-Whitney).
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4.1.2 DIETA DEFICIENTE EN SELENIO

4.1.2.1 Peso corporal y cantidad de dieta ingerida.

Los animales fueron sometidos a una dieta deficiente en selenio
por un periodo de 30 dias. Durante este tiempo dichos animales no
presentaron diferencias, ni en el incremento del peso corporal ni en la
cantidad de alimento ingerido, con respecto a los alimentados con dieta
control.

La cantidad de alimento (en gramos) ingerido por animal y dia fue
19,1 + 2,7 para el grupo control y 19,8 + 0,3 para los animales con dieta
deficiente en selenio. En cuanto al incremento de peso fue (en
g/animal/mes) de 90,0 + 6,8 para los controles y 85,2 + 9,6 para los
animales con dieta deficiente en selenio.

4.1.2.2 Estudio de diferentes mecanismos de proteccién
frente a las oxidaciones: Actividades de las
enzimas Glutatién peroxidasa, SOD y catalasa.

La actividad glutatién peroxidasa, disminuyé un 34,8% (p<0,01)
comparando los animales controles, con los animales alimentados con una
dieta deficiente en selenio, con unos valores de 47,53 + 3,1 mU/mg prot
y 29,26 + 1,5 mU/mg prot respectivamente. Las actividades de las
enzimas superoxido dismutasa y catalsa no se modificaron. Estos datos
indican que la alimentacién con una dieta pobre en selenio disminuye la
capacidad de proteccion frente a las oxidaciones mediante el descenso de
la actividad glutatién peroxidasa, disminuyendo por tanto la actividad del
sistema glutation-glutatién peroxidasa.
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4.1.2.3 Efecto de la disminucién de la capacidad
protectora frente a las oxidaciones producidas
por la alimentacién deficiente en selenio sobre
la accién téxica del MPP*.

Los experimentos se llevaron a cabo de forma semejante a los
efectuados con animales alimentados con una dieta deficiente en vitamina
E. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Los cortes de estriado no presentaron diferencias significativas en
las concentraciones de DA y sus metabolitos cuando se compararon ratas
controles y ratas alimentadas con dieta deficiente en selenio.

En los animales alimentados con dieta control, la incubacién de
los cortes con MPP* produjo una disminucién significativa en las
concentraciénes de DA, DOPAC, y HVA (35,7%, 79,9% y 62,3%
respectivamente, p<0,01), y un aumento en la concentracién de 3-MT
(84,3%, p<0,01) con respecto a los incubados sélo con krebs (Tabla 4).

En los alimentados con dieta deficiente en selenio, la incubacién
de los cortes con MPP* también produjo una disminucién significativa
en las concentraciones de DA (55,9%) y sus metabolitos DOPAC (88,0%)
y HVA (77,1%), y un aumento en la concentracién de 3-MT (105,2%)
con respecto a los incubados s6lo con krebs (Tabla 4).

Como puede observarse, los cambios producidos por la incubacién
con MPP* fueron mayores en los animales alimentados con selenio en los
alimentados con dieta control.

La concentracién de DA, DOPAC y HVA después de la
incubacién con MPP* fue significativamente mayor en ratas tratadas con
dieta deficiente en vitamina E que en ratas tratadas con dieta deficiente en
selenio (30,5%, p<0,01 para DA; 41,2%, p<0,05 para DOPAC y 56,5%,
p<0,01 para HVA) indicando un mayor efecto neurotéxico del MPP* en
ratas tratadas con dieta deficiente en selenio.
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Table 4. Concentracién de- DA, DOPAC, 3-MT y HVA en
cortes de estriado de ratas controles y deficientes en selenio

incubadas con y sin MPP+ (25uM).

Control Control/ Defic. Defic.
MPP+ selenio selenio
MPP+
DA 11966 + 411 7690 + 183 11458 + 503 5048 + 735
*% Kk
DOPAC 1300 + 88 261 + 23 1279 + 121 153 + 29
%k sk ##
3-MT 121 £ 16 223 + 15 116 + 14 238 + 30
%% %%k
HVA 313 +31 118 + 14 302 + 52 69+ 10
*K % #

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
Significacién estadistica **p<0,01 comparando control y control/MPPT,
y deficiente en selenio con deficiente en selenio/MPP+; #p<0,05 y
##p<0,01 comparando control/MPP* y deficiente en selenio/MPP+
(Kruskal-Wallis seguido de test de Mann-Whitney).
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4.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DEPRENILO,
INHIBIDOR DE LA ENZIMA MONOAMINA
OXIDASA, SOBRE LA ACCION TOXICA DEL
MPP+.

4.2.1 Efecto del MPP+ en la concentracion de DA y sus
metabolitos.

Para el estudio del efecto del deprenilo se traté a las ratas con
deprenilo (2 mg/kg/dia, inyeccién subcutanea) durante 3 semanas.

Después del tratamiento con deprenilo el estriado mostré un
incremento en la concentracién de DA (25%) y 3-MT (60%), asi como
una disminucién en la concentracién de DOPAC (60%) y HVA (75%)
comparado con los controles. Estos resultados demuestran la inhibicion
producida por el deprenilo sobre la actividad de la MAO.

Para el estudio del posible efecto protector del deprenilo frente a
la toxicidad del MPP+, comparamos el efecto del MPP* en cortes de
estriado en animales tratados y no tratados con deprenilo. Cuando los
cortes de animales controles fueron incubados con MPP*, se produjo una
disminucién de las concentraciones de DA (39%), DOPAC (81%) y HVA
(64%), y un incremento en la concentracién del 3-MT (83%)
comparado con los controles.

Sin embargo, en animales previamente tratados con deprenilo, el
efecto del MPP+ fue menor. Hubo una disminuicién en las
concentraciones de DA (22%) y sus metabolitos DOPAC (58%) y HVA
(18%), y un incremento en la concentracién del 3-MT (30%), comparado
con los controles (Tabla 5).

71



Tabla 5. Concentraciéon de DA, DOPAC, 3-MT y HVA en
cortes de estriado de ratas controles y tratadas con Deprenilo

incubadas con y sin MPP+ (25uM).

Control Cont/MPP+ Deprenilo Deprenilo

MPP+
DA 13372 + 751 8111 +638 16726 +611 12912 + 715
* % # %%
DOPAC 1398 + 95 254 + 23 582 + 48 241 + 13
%% ## * %
3-MT 121 + 15 221 + 17 197 + 11 257+ 9
*% ## *%
HVA 303 + 30 108 + 7 107+ 8 88 +13
* %k ## *

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n=6.
Significacién estadistica *p<0,05 **p<0,01 comparando control con

MPP+ y deprenilo con deprenilo-MPP+ ##p<0,01 comparando control
con deprenilo. (Kruskal-Wallis seguido del test de Wilcoxon ).
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4.2.2 Estudio de diferentes mecanismos de proteccién
frente a las oxidaciones: Actividades de las
enzimas glutation peroxidasa, SOD Yy catalasa.

Nuestros resultados muestran un aumento en la actividad de SOD
(48%, p<0,01) y catalasa (46% p<0,05) en el estriado de las ratas tratadas
con deprenilo comparadas con los estriados de las ratas controles.

La actividad de la SOD fue de 5,23 + 0,88 U/mg prot en el
estriado de las ratas tratadas con solucién salina y 7,74 + 1,42 U/mg de
prot en el estriado de las ratas tratadas con deprenilo.

La actividad de la catalasa fue de 3,84 + 0,85 U/mg de prot en el
estriado de las ratas tratadas con solucién salina y 5,60 + 0,51 U/mg de

prot en el estriado de las ratas tratadas con deprenilo (los resultados son
media + DE de 6 animales) (Tabla 6).

4.2.3 Grupos Carbonilos

La medida de grupos carbonilos es un buen método de medida de
los dafios oxidativos producidos en las proteinas. Nuestros resultados no
muestraron cambios estadisticamente significativos entre los cuatro
grupos en los que se determinaron los niveles de grupos carbonilos.

Los niveles de los grupos carbonilos fueron: 62,18 + 18,9 cpm/ug
de prot en cortes de estriado de ratas tratadas con solucién salina; 64,95 +
10,63 cpm/ug prot en cortes de estriados de ratas tratadas con solucién
salina e incubados con MPP+; 58,75 + 9,83 cpm/ug de proteina en cortes
de estriado de ratas tratadas con deprenilo y 62,65 + 14,97 cpm/ug de
prot en cortes de estriado de ratas tratadas con deprenilo e incubados con
MPP+ ( los valores son la media + DE de 6 determinaciones).
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Tabla 6. Actividades enzimaticas en estriado de ratas

controles y tratadas con Deprenilo.

Controles Deprenilo
Solucién salina
SOD 5,23 + 0,88 7,74 + 1,42
k%
CATALASA 3,84 + 0,35 5,60 + 0,51

%

Los valores son la media + DE expresados en U/mg de proteina, n=6.
Significacion estadistica *p<0,05; **p<0,01, comparando control con
deprenilo. (Kruskal-Wallis seguido del test de Wilcoxon ).
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4.4 TRATAMIENTO CON ACETIL-L-CARNITINA

4.4.1 Estudio "in vitro":

Efecto del MPP* en la concentracion de DA y sus
metabolitos en cortes de estriado.

No hubo diferencias significativas en las concentraciones de DA y
sus metabolitos cuando se compararon cortes de estriado de ratas
controles con los procedentes de los dos tratamientos con acetil-L-
carnitina (una inyeccion i.p. 3 h antes de la decapitacién, o una inyeccién
i.p. diaria durante 1 semana antes de la decapitacién).

Para el estudio del mecanismo protector de la ALC frente a la
toxicidad del MPPt: comparamos el efecto del MPP+ en cortes de
estriado en animales tratados y no tratados con ALC. Cuando los cortes
fueron incubados solamente con MPP*, se produjo una disminucién de
las concentraciones de DA (28 %), DOPAC (83%) y HVA (42%), y un
incremento en la concentracién de 3-MT (85%) comparado con los
controles(Tabla 7).

En los animales tratados con ALC 3 horas o durante 7 dias antes
de la decapitacion, la toxicidad del MPP* fue similar a los animales no
tratados. Por lo tanto la ALC en el experimento "in vitro" no mostro
proteccién frente al neurotéxico MPP+.
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Table 7. Concentracion de DA, DOPAC, 3-MT y HVA en
cortes de estriado de ratas controles y tratadas con

acetil-L-carnitina incubados con y sin MPP+ (25uM).

Control Control ALC/3h ALC/3h ALC/7d ALC/7d

MPP+ MPP+ MPpP+
DA 8405 6090* 7676 5851* 8706 6629*
+485 =527 + 648 +945 +480 + 391
DOPAC 1124 186* 941 189* 1071 140*
+ 221 +62 + 186 +19 +311 +22
3-MT 20 91 o8 123 31 68
+5 +33 + 15 + 38 + 12 +17
HVA 33 19 55 34 32 17
+12 + 8 + 9 +12 + 14 +3

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido , n= 8.
Significacién estadistica: *p<0,05 comparando control con

contro/MPP+, y ALC/3h con ALC/MPPt3h y ALC/7d. con
ALC/MPP+7d. (Test de Scheffe).
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4.4. 2 Estudio "in vivo"
4.4.2.1 Mortalidad

Dos dias después de una inyeccién intraventricular inica de MPP+
(62,5 ug/rata) la mortalidad fue de 50 %. En contraste, en el grupo
tratado con ALC durante los tres dias anteriores y los 5 dias posteriores a
una inyeccién i.v. dnica de MPP* (62.5 pg/rata), no se produjeron
muertes.

4.4.2.2 Efecto del tratamiento con ALC en la
neurotoxicidad del MPP* en sustancia negra y
estriado.

La inyeccién intraventricular de MPP+ produjo un gran efecto en
el sistema dopaminérgico del estriado. Después de la inyeccién del MPP+
hubo una disminucién en las concentraciones de DA (83%) y sus
metabolitos DOPAC (69%), 3-MT (47%) y HVA (35%) con respecto a
los animales controles. El sistema serotoninérgico también fue afectado
aunque en menor proporcién, observdndose una disminucién de las
concentraciones de 5-HT (51%) y su metabolito 5-HIAA (53%) Tabla 8.

En los animales tratados con ALC, la toxicidad del MPP* fue
similar a los no tratados. Las concentraciones de DA disminuyeron
cerca del 92% en los tratados con ALC frente al 83% de los animales no
tratados con ALC. El estudio de sus metabolitos mostré resultados
similares. En el sistema serotoninérgico, la concentracién de 5-HT
disminuy6 un 53% en los no tratados frente a 68% de los tratados con
ALC. Cuando se estudian los valores individuales hallados en ambos
grupos es interesante tener en cuenta que: a) hubo una considerable
variabilidad individual entre los animales; b) las concentraciones de DA
en animales no tratados estaban en un rango de 200 a 2000 ng/g, en tanto
que en los animales tratados con ALC estaban en un rango de 10 a 3000
ng/g, con un 50% de los animales de este grupo mostrando una
concentracién de DA inferior a 200 ng/g valor este que coincide con el
mds bajo encontrado en animales no tratados. Fig. 11.
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Figura 11. Efecto de una inyeccién intraventricular de
MPP* sobre la concentracién de DA en estriado de ratas controles y
tratadas 8 dias con acetil-L-carnitina. Los circulos representan los
valores individuales de concentracién de DA representados en una
escala semilogaritmica. La linea horizontal representa la media. n= 5
para controles y ALC; n=8 para MPP*+ y ALC/MPP+.
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La sustancia negra no mostr cambios en las concentraciones de
DA y sus metabolitos tras la inyeccién (i.v.) del MPP* y lo mismo
ocurrié con el sistema serotoninérgico. Tabla 9.

4.4.2.3 Efecto del tratamiento con ALC en la
neurotoxicidad del MPP+ en bulbo olfatorio,
eminencia media e hipdfisis.

La inyeccién intraventricular de MPP+ no afecta la concentracion
de DA y sus metabolitos en el bulbo olfatorio (Tabla 10), pero produce
un gran efecto en eminencia media e hip6fisis (Tablas 11 y 12), efecto
similar al encontrado en el estriado, principalmente en lo que respecta a
las concentraciones de DA. La disminucién de DA fue mayor en hipdfisis
(95%) que en eminencia media (70%). Con respecto a las concentraciones
de los metabolitos hubo una disminucién en ambas estructuras, aunque de
menor extension que en las concentraciones de DA. Esta disminuiciones
fueron también menores que en el estriado. Al contrario del estriado, el
sistema serotoninérgico no fue afectado en eminencia media e hipdfisis.
El tratamiento con ALC no posee accién protectora en ninguna de estas
dos estructuras frente a la toxicidad del MPP+. Sin embargo, como en el
estriado, también en la hip6fisis hubo una considerable variabilidad
individual entre los animales.
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Tabla 8. Concentracion de DA, DOPAC, 3-MT, HVA,
5-HT y 5-HIAA en estriado de ratas controles y

tratadas 8 dias con acetil-L-carnitina, con y sin MPP+,

Control  Cont/MP+ ALC ALC/MP+

DA 9509 £ 422 1690 £ 915% 8670 +363 727 + 922*

DOPAC 1191 + 99 369 + 62* 1087 £ 63 241 + 140*

3-MT 367 + 88 193 + 42* 332 £ 28 184 + 33*
HVA 470 + 40 307 £ 44** 400 = 17 241+116**
S-HT 401 £ 94 195 + 69** 285+ 33 92 + 68**

S-HIAA 203 £ 26 96 + 24* 166 + 14 99 + 15*%

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
Significacién estadistica: *p>0,01; **p<0,05, comparando control con

control/MPP+ y ALC con ALC/MPP+ (Test de Scheffe).
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Tabla 9. Concentracion de DA, DOPAC, 3-MT, HVA, 5-
HT y 5-HIAA en sustancia negra de ratas controles y tratadas

8 dias con acetil-L-carnitina con y sin MPP+.

Control Cont/MPP+ ALC ALC/ MPP+

DA 472 + 23 424+79  438+79 331 + 67

DOPAC 79+ 9 72 + 14 815 77 £ 10
3-MT 28+ 5 26 +9 33+7 31+9
HVA 37+2 37+ 4 40 +3 45+ 5

5-HT 806 + 141 759+ 114 915+ 119 662 + 56

5-HIAA 165 + 58 163 + 36 177 + 36 120 + 20

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
No se encontraron diferencias significativas en los distintos grupos

(Test de Scheffe).
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Tabla 10. Concentracién de DA, DOPAC, 3-MT, HVA,
5-HT y 5-HIAA en bulbo olfatorio de ratas controles y

tratadas 8 dias con acetil-L-carnitina, con y sin MPP*.

Control
DA 676 + 64
DOPAC 261 + 9
3-MT 137 = 30
HVA 125+ 13
5-HT 397 £ 92
5-HIAA 55+ 5

Cont/MPP+

790 £ 204

213 £33

168 + 92

86+ 16

380 + 104

45+ 12

ALC

724 + 80
223 +24
182 + 65
116 + 28
373 £40

38+5

ALC/MPP*

721 + 164
185 + 80
218 + 61
86 + 24
394 + 51

53+6

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
No se encontraron diferencias significativas en los distintos grupos (Test

de Scheffe).
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Tabla 11. Concentracion de DA, DOPAC, 3-MT, HVA y
5-HT en hipofisis de ratas controles y tratadas 8 dias con

acetil-L-carnitina, con y sin MPP+,

Control Cont/MPP+ ALC ALC/MPP*

DA 195+ 44 10 + 1* 180 = 64 18 + 5%
DOPAC 146 = 37 75 + 44 119+ 12 87 + 34
3-MT 23+8 21+3 13+ 10 10+ 0.6
HVA 15+5 17+3 12 +7 17+7
5-HT 90 + 19 92 +£29 136 + 25 137 £ 25

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
Significacién estadistica: *p>0,01; **p<0,05, comparando control con

control/MPP+ y ALC con ALC/MPP+ (Test de Scheffe).
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Tabla 12. Concentracion de DA, DOPAC, HVA, 5-HT y S§-
HIAA en eminencia media de ratas controles y tratadas 8 dias

con acetil-L-carnitina, con y sin MPP+,

Control Cont/MPP* ALC ALC/MPP+
DA 269 + 50 83 + 25* 276 + 51 77+ 17*
DOPAC 119 £ 17 44 + 8* 102 + 15 36 + 7*
HVA 20+ 5 22+7 13+4 20+ 6
S-HT 124 + 9 21077 117 £ 8 117+ 10
S-HIAA 38+6 37+5 42 +7 41 £ 19

Los valores son la media + DE expresados en ng/g de tejido, n= 8.
Significacién estadistica: *p>0,01; **p<0,05, comparando control con

control/MPP+ y ALC con ALC/MPP+ (Test de Scheffe).
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4.4.2.4 Efecto del tratamiento de la ALC frente al
neurotéxico MPPt en relacion a la cantidad de
Tirosina Hidroxilasa, Neurofilamentos y Glia
en estriado y sustancia negra.

En estriado, la estructura mas afectada por el MPP*+, hemos
estudiado la cantidad de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH),
neurofilamentos y glia. Nuestros resultados muestran una disminucién
significativa en la cantidad de Tirosina hidroxilasa en estriado de ratas
tratadas con MPP+ en relacién a los controles (40%), y lo mismo acurié
con la ALC.

Encontramos una  disminucién significativa en los
neurofilamentos . La GFAP muestra un ligero aumento como
corresponde al dafio neuronal, aunque no hubo diferencias con o sin el
tratamiento de ALC.

Tabla 13. Cantidad de Tirosina Hidroxilasa, Neurofilamentos y
Proteina 4cida de Glia en estriado de ratas controles Yy
tratadas con ALC con y sin MPP+.

Control Cont/MPP* ALC ALC/MPP*
TH 0,476 £ 0,038 0,309 + 0,037 0,475 +0,043 0,264 + 0,107
* EE ]
Neurof. 0,446 + 0,058 0,294 + 0,012 0,416 = 0,088 0,258 + 0,109
68 KD
GFAP 0,777 £ 0,013 0,791 £+ 0,088 0,722 £+ 0,010 0,869 + 0,156

Los resultados fueron obtenidos a una absorbancia de 405 nm, utilizando
anticuerpos monoclonales para TH, Neurofilamentos de 68 KD y proteina
dcida de glia como se describe en Material y Métodos. Significacion
estadistica: #p<0,05, ##p<0,01, comparando control con control/MPP*;
*p<0,05 comparando ALC con ALC/MPP*. Andlisis de varianza
seguido del test de Scheffe.
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Tabla 14. Cantidad de Tirosina Hidroxilasa, Neurofilamentos y
Proteina 4cida de Glia en sustancia negra de controles y ratas
tratadas con ALC con y sin MPP+.

Control Cont/MPP+ ALC ALC/MPP+
TH 0,398+ 0,042 0,381 +0,020 0,416 £ 0,064 0,442 + 0,079
Neurof 0,611 £0,024 0,610 +0,055 0,654 +0,178 0,626 + 0,048
68 KD
GFAP 0,766 £ 0,024 0,770 £ 0,032 0,836+ 0,032 0,826 + 0,050

Los resultados fueron obtenidos a una absorbancia de 405 nm, utilizando
anticuerpos monoclonales para TH, Neurofilamentos de 68 KD y proteina
dcida de glia como se describe en Material y Métodos. Significacion
estadistica: #p<0,05, ##p<0,01, comparando control con control/MPP+;
*p<0,05 comparando ALC con ALC/MPP+. Andlisis de varianza
seguido del test de Scheffe.
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5. DISCUSION



5.1 Efecto de la disminucion de la capacidad de
proteccion celular frente a las oxidaciones.

Hemos obtenido animales con una disminuicién en su capacidad de
proteccién celular frente a las oxidaciones alimentdndolos con dietas
pobres en vitamina E o selenio. Hemos medido las actividades SOD,
glutatién peroxidasa y catalasa, implicadas en esta funcién de proteccién
frente a las oxidaciones.

La alimentacién con una dieta deficiente en selenio produjo una
pérdida significativa de actividad glutation peroxidasa (38.4%). Estos
resultados estdn de acuerdo con los publicados previamente por Sutphin y
Buckman (1991). La pérdida de actividad glutatiéon peroxidasa es debida
al requerimiento de Selenio, para su actividad, que forma parte del
centro activo de la enzima (Rotruck y col., 1973). La enzima glutation
peroxidasa forma parte del sistema de proteccién glutatién-glutation
peroxidasa, de modo que estos dos factores no actian
independientemente. La administraciéon de glutatién exdgeno no protege
a las ratas deficientes en selenio de la hiperoxia hiperbdrica, sugiriendo
que es necesaria una actividad normal de la enzima glutatién peroxidasa
en los tejidos para que el glutatién induzca la accién protectora
(Jenkinson y col., 1989). Los animales alimentados con una dieta
deficiente en vitamina E no presentaron cambios en estas actividades, por
lo que en este caso la disminucién de la capacidad protectora frente a las
oxidaciones es producida por pérdida de vitamina E en distintos tejidos,
incluido el SNC (Vatassery y col., 1984).

5.1.1 Efecto de la disminucion de la capacidad
protectora frente a las oxidaciones producida por una dieta
deficiente en vitamina E en los niveles de aminoacidos en la
sustancia negra, estriado e hipocampo de la rata.

Algunos aminodcidos neurotransmisores parecen estar implicados
en el proceso degenerativo del estriado y ganglios basales en diferentes
enfermedades neurodegenerativas (Coyle, 1987). Recientemente, se ha
propuesto que antago-nistas de aminodcidos excitadores podrian tener
efecto en el tratamiento del Parkinson (Klockgether y Turski, 1989).
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Estos autores sugieren que los antago-nistas del subtipo NMDA del
receptor de glutamato ejercen una accién antiparkinsoniana mediante el
bloqueo de la transmisién glutamatérgica en la parte reticulada de la
sustancia negra . Por otra parte, los radicales libres derivados del
oxigeno son especies quimicas altamente reactivas que han sido también
relacionados con secuelas neuroldgicas, en algunos casos, asociadas con la
deficiencia en vitamina E (Halliwell y Gutteridge, 1985). La vitamina E
tiene diferentes acciones, entre ellas de "scavenger" de radicales
peréxidos en la peroxidacién lipidica (Doba y col. 1985), teniendo un
importante papel en la funcién nerolégica normal (Muller y col.1983;
Harding, 1987). La administracién de tocoferol retrasa el inicio de la
necesidad de la terapia con L-dopa en pacientes que estdn en el estadio
inicial de 1a enfermedad de Parkinson, (DATATOP, 1989). Por todo ello,
parece interesante estudiar la concentracién de los aminodcidos en las
principales estructuras implicadas en la enfermedad de Parkinson, asi
como el efecto que sobre ellos tiene la defeciencia en vitamina E.

Nuestros resultados muestran que una dieta deficiente en vitamina
E afecta selectivamente a los niveles de algunos aminodcidos,
principalmente glutamato, aspartato, GABA y glicina, los cuales actian
como neurotransmisores. Sin embargo, algunos de ellos tienen otra
funcién especifica. Una parte significativa del contenido de glutamato en
sustancia negra sirve como precursor de la sintesis d¢ GABA (Fahn,
1976) y el tript6fano lo es a su vez de la serotonina. La sustancia negra y
el estriado muestran cambios en algunos aminoécidos. Sin embargo, no
hemos encontrado cambios significativos en la concentracién de los
aminodcidos en hipocampo. Esto parece indicar que la sustancia negra y
el estriado son mds sensibles a la deficiencia de vitamina E que el
hipocampo.

En nuestras condiciones de estudio, la deficiencia en vitamina E
produjo un aumento significativo de la concentracién de glutamato y
GABA en sustancia negra produciéndose, por el contrario, una
disminucién en triptéfano. Debido a la estrecha conexidn entre las
terminales catecolaminérgicas y gabaérgicas encontrada en varias
regiones cerebrales, la modulacién de la liberacién de GABA por el
sistema catecolaminérgico ha sido muy estudiada (Saransaari y Oja,
1992). En las mismas condiciones de dieta, se encontré en sustancia negra
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un aumento en la concentracién y turnover de DA (Castafio y col.,
1993). La relacién entre DA y GABA en esta estructura ha sido descrita
con resultados contradictorios. Por ejemplo, ha sido descrito en cortes de
sustancia negra de rata que la DA libera directamente GABA recién
adquirido (Reubi y col., 1977). Sin embargo, estos resultados han sido
refutados por Kelly y colaboradores (1985). El aumento de GABA
podria también ser explicado por una interaccién entre los sistemas
neurotransmisores de Glutamato y de GABA, como lo sugiere el aumento
en la captacién de GABA-clorhidrato producido por el glutamato
(Schatzki y col.,1990) y la posibilidad de una modulacién sinéptica de
liberacién de GABA por glutamato (Docherty y col., 1987). En el
estriado, la disminucién de aspartato podria ser debida a cambios en los
niveles de DA. La relacién entre catecolaminas y aspartato ha sido
recientemente estudiada por Yamoto y colaboradores (1992) mostrando
que la liberacién de aspartato es inhibida por los agonistas de los
receptores D1 y D2 . Nuestro laboratorio encontré con anterioridad que
una dieta deficiente en vitamine E produce un aumento en el turnover de
DA en estriado (Castafio y col. 1993). La disminucién de glicina en el
estriado después de una dieta deficiente en vitamina E podria ser
explicada por la relacién entre glutamato y glicina en esta estructura.
Evidencias experimentales indican que ademds de ser neurotransmisor
inhibidor, la glicina puede tener otra funcién en el cerebro de mamiferos.
Estudios recientes demuestran que la glicina potencia la respuesta del
receptor NMDA (Klecknern y Dingledine, 1988). La disminucién o
mantenimiento del triptéfano en la sustancia negra y estriado después de
una dieta deficiente en vit. E parece ser independiente de los cambios del
5-HT en esta estructura. Después de una dieta deficiente en vitamina E,
los niveles de 5-HT disminuyen en ambas estructuras y en el estriado van
en paralelo con la disminucién en el turnover del 5-HT, lo cual no ocurre
en sustancia negra (Castafio y col. 1993).

Estas diferencias regionales apoyan la hipétesis de que la sustancia
negra y el estriado son influenciadas de forma opuesta por la
manipulacién experimental. Esto mismo ha sido descrito para otros
compuestos; por ejemplo, para el glutatién como una consecuencia del
estrés toxico. Después de 2 horas de la administracién del MPTP hay un
aumento significa