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1.1.RADICALES LIBRES Y ENVEJECIMIENTO.

El envejecimiento es un fendmeno universal. Kohn (1985) y Upton
(1977) definen el envejecimiento como la acumulacién de cambios
responsables de las alteraciones que acompaiian a la edad avanzada y del
progresivo aumento de las posibilidades de enfermedad y muerte. A pesar
de que existen numerosas observaciones clinicas y bioldgicas acerca de los
cambios producidos durante el envejecimiento, la comprensién de sus
causas y de los mecanismos por los cuales se produce no queda esclarecida
totalmente, dando lugar a controversias debido, quizds, a las numerosas
teorias descritas sobre dicho proceso.

Entre las teorfas existentes destacan la Teorfa Genética (Hayflick, 1987)
la cual considera el envejecimiento y la longevidad como fenémenos
genéticamente programados; la Teorfa de Orgel (1963) considera que
errores en la transferencia de informacién génica conducen a la sintesis de
proteinas anormales. Estas dos teorias estarian relacionadas ya que los
errores génicos podrian ser el resultado de un programa génico
determinado. Otra teoria de gran importancia es la Teoria de los
Radicales Libres (Harman, 1956). Esta teoria postula que el
envejecimiento es causado por reacciones mediadas por radicales libres
que ocurren al azar y de manera no especifica, originando un cimulo de
dafios en las moléculas biolégicas.

Los radicales libres son dtomos o moléculas extremadamente reactivas
que poseen un electrén desapareado en un orbital externo. La enorme
reactividad de los radicales libres se debe a la inestabilidad de su
configuracién electrénica, tendiendo siempre a captar de otras moléculas
el electron que les falta para alcanzar la estabilidad.

En los radicales libres oxigenados este electrén se localiza en un 4tomo
de oxigeno. Estos radicales libres de oxigeno, en particular el anién

superéxido O,- se producen de manera constante en el organismo

teniendo algunos efectos beneficiosos como por ejemplo poder
bactericida, pero también son altamente perjudiciales a nivel celular y
molecular. La extremada reactividad de los radicales libres hace que estos
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ocasionen importantes desordenes moleculares. Cuando un radical
reacciona con otro compuesto no radical, se generan mds radicales libres
produciendose reacciones en cadena. Este fendmeno de propagacién se
produce sobre los 4cidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de las
membranas bioldgicas (Esterbauer y col., 1975), lo cual aumenta el
estado de oxidacién celular debido a la produccién de peréxidos lipidicos,
aldehidos (dialdehido malénico, 4-hidroxinonenal), dienos conjugados,
hidrocarburos (etano, metano) y compuestos fluorescentes (lipofuscina).
La peroxidacién de lipidos de membrana altera la funcién, estructura y
fluidez de la membrana (Alvarez y col.,1993) provocando alteraciones en
el flujo de calcio (Bast y Goris, 1989).

Los radicales libres también actuan sobre polisacéaridos
(despolimerizacién de 4cido hialurénico), producen alteraciones en
moléculas como el coldgeno, (LaBella y Paul, 1965; Dunn y col., 1991) y
causan dafios en el DNA, donde pueden dar lugar a delecciones
cromosémicas o a una aberrante expresién génica que conduzca a la
muerte celular (Freeman y Crapo, 1982; Ritcher y col.,1988). El DNA
mitocondrial se encuentra mas afectado lo que contribuye a aumentar una
incorrecta expresion génica con la edad (Cutler, 1991).

Sobre las proteinas, originan modificaciones en algunos aminoacidos
(Met, Trp, His, Cys) que son cruciales para determinadas funciones
enziméticas (Gordillo y col.,1991). Ademés pueden formar puentes y
fragmentar cadenas polipeptidicas.

El dafio producido por radicales libres en la funcién celular esta
asociado a un gran nimero de enfermedades propias de la edad: artritis,
distrofia muscular, disfuncién pulmonar, desérdenes neurolégicos
(Parkinson, Alzheimer), arteriosclerosis (Del Maestro, 1980) y algunos
tipos de canceres (Sun, 1990).

Nuestro organismo posee diferentes mecanismos de formacién de
radicales libres asi como mecanismos naturales para la defensa y control
de los dafios producidos por estos radicales.

Entre los diferentes mecanismos de formacién de radicales libres que se
encuentran en el organismo destacamos:

A .- Mecanismos enzimaticos.



-Activacion de la NADPH oxidasa.

NADPH +H* +20,

> NADP* +2H* +0,"

Esta reaccion tiene lugar cuando los fagocitos son estimulados por
péptidos bacterianos, constituyendo un mecanismo de defensa contra
bacterias.

-Reduccién del oxigeno a agua en el sistema mitocondrial.

O, +le-—> Oy~ +le” + 2 H* —> H,0, + le- + HY —> "OH +le+ H*
> H20

- Formacién de radical hidroperoxilo (R-O0°) debido a la actividad
enzimética ciclooxigenasa o lipooxigenasa.

B.- Mecanismos no enzimaticos.

-Activacion fotoquimica del O, : conduce a la formacién de oxigeno
singlete (102), el cual no es un radical libre y por lo tanto, posee un

menor efecto toéxico. También puede generarse en la descomposicién no
enzimatica del radical hidroperoxilo (R-O0O°

- Radiolisis del agua : origina radicales hidroxilos ‘OH. Este radical
es mucho més reactivo que el radical superéxido.

- Reaccién de Haber-Weiss. Es una reaccién secundaria a la
formacién de radical superéxido y de agua oxigenada, la cual se ve
favorecida por la presencia de cationes (Fe2t, Fe3*) (Aust y col., 1985).

Fe2t + Op — - Fe3* + 0,-

H,0, + Oy~ —— OH" + OH® + O (Reaccién de Haber-
Weiss)

- El H,O, también puede reaccionar no enzimaticamente con iones
ferroso y ctprico: Reaccién de Fenton (Halliwell y Guterridge, 1984).

H,0, + Fe?* —————— OH~ + OH® + Fe?*



- Formacién incontrolada de radicales alcoxilos (R-O°) e
hidroperoxilos (R- OQO°), secundaria a la produccién de superéxido y al
metabolismo de algunos xenobidticos.

Frente a esta produccién permanente de radicales libres, nuestro
organismo presenta sistemas de proteccién entre los que distinguimos:

A- Mecanismos enzimaticos.
- Superoxido dismutasa (SOD) y catalasa.

Respecto a la familia de SOD, estas metaloproteinas aceleran de 104 a
10° veces la dismutacién espontinea del O, segiin la siguiente reaccion:

2 0,- +2HF ————> H,0, + 02

Las células eucariotas presentan dos tipos de SOD: una SOD que
contiene cobre y zinc, localizada en el citosol (Tyler, 1975) y otra que
contiene manganeso, localizada en la matriz mitocondrial (Baum y

Scandalios, 1979). La reaccién catalizada por la SOD conduce a la
formacién de H,O,, la cual es eliminada por la catalasa.

2 H202 _— 2 Hzo + O2

El papel de la catalasa es limitado, ya que sélo est4 presente en hematies
y peroxisomas.

-Glutation peroxidasa.

La responsable de la eliminacion del agua oxigenada de forma mas
general es la glutation peroxidasa Se dependiente (Se-GPx) (Jocelyn,
1972). Esta enzima esta constituida por cuatro subunidades idénticas, cada
una de las cuales posee un 4tomo de Se.

2 GSH + H202 —> 2 GSSG + 2H20
El glutation reducido se genera por accién de la glutation reductasa.

GSSG + NADPH + Hf —— 2 GSH + NADP*

B.- Mecanismos no enzimaticos.



- Vitamina E (a—tocoferol).

Por su liposolubilidad, (de Duve y Hayaishi, 1978) elimina los
radicales R-OO° formados en los dcidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares.

- Sistemas naturales encargados de la eliminacién del radical hidroxilo.

Son mucho menos conocidos, destacan el acido tdrico (Ames y col.,
1981; Peden y col., 1990) el glutation, la taurina, la vitamina C e incluso
la glucosa. También ciertas proteinas plasméticas transportadoras de
metales podrian contribuir a la proteccién global del organismo fijando
algunos cationes (Fe?t, Fe3*) implicados en la activacién del oxigeno o en
la reaccién de Haber-Weiss, donde se generan radicales hidroxilos. En
general, los niveles de antioxidantes varian de un tejido a otro, entre
distintas especies y con la edad (Pérez-Campo y col., 1990; Rao y col.,
1990; Sohal y col., 1990 a,b).

Cuando existe un desequilibrio entre los sistemas de produccién de
especies reactivas y los sistemas de control de las mismas, se dice que el
tejido estd sometido a estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se caracteriza por:
-Pérdida de sustancias reductoras: ascorbato, glutation, tocoferol.

-Cambios en el estado redox celular, aumentando la razén glutation
oxidado/glutation reducido.

-Peroxidacién de lipidos, oxidacién de proteinas, dafios en el DNA.

1.2. OXIDACION DE PROTEINAS Y ENVEJECIMIENTO.

Durante el envejecimiento se acumulan proteinas alteradas, que van
aumentando en cantidad a medida que la célula va envejeciendo. El estudio
de distintas proteinas alteradas con la edad (Machado y col., 1983) pone
de manifiesto que existen unas propiedades que cambian con la edad y
otras que permanecen invariables. Entre las propiedades que no sufren
cambios o sus cambios son poco significativos, podemos citar: el peso
molecular, los aminoécidos inicial y final de la cadena polipeptidica, la
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carga eléctrica, el comportamiento electroforético de dichas proteinas en
geles y el patrén de inmunodifusién. Entre las propiedades que se alteran
con mayor frecuencia, con la edad, podemos citar: la sensibilidad al calor,
la actividad especifica, las propiedades espectrales, la degradacién por
proteasas y la inmunotitulacién (Gershon y Gershon, 1970; Oliver y col.,
1987a). Estos datos apuntan a que las alteraciones que sufren las proteinas
durante el envejecimiento deben ser producidas con posterioridad a la
traduccidn, o sea, por modificaciones post-traduccionales y que no son la
consecuencia de la acumulacién de errores en la transferencia de
informacion génica tal y como postula Orgel.

Actualmente se han descrito numerosas modificaciones quimicas que se
producen en las proteinas con posterioridad a su sintesis. Estas
modificaciones post-traduccionales pueden ser:

a) Enzimaticas.
b) No enziméticas.

De estos dos posibles tipos de modificaciones post-traduccionales que se
pueden dar en los seres vivos, el que parece tener una mayor repercusion
sobre el envejecimiento, son las modificaciones no enziméticas. Entre
éstas, las que actualmente se consideran mas importantes son la oxidacién
y la glucosilacién.

Los trabajos llevados a cabo por Stadman y colaboradores (1983; 1990)
ponen de manifiesto el efecto inactivador que sobre muchas enzimas
producen una gran variedad de sistemas oxidativos. En estos estudios,
también se ha observado que la inactivacién por oxidacién hace a las
enzimas mas suceptibles a la degradacién proteolitica. La degradacién de
numerosas proteinas implica generalmente dos pasos (Levine y col, 1981):
en el primero, la enzima es oxidada a una forma cataliticamente inactiva.
Se oxidan aminodcidos por la accién combinada de hierro y de agua
oxigenada, dando lugar a derivados carbonilicos. En el segundo paso, la
forma oxidada es degradada rapidamente por proteasas intracelulares.
(Figura 1) Asi, para la enzima glutamina sintetasa de E. coli , se ha
comprobado que su inactivacién estd producida por la conversién de
His® en Asn (Farber y Levine, 1986) y de Arg* en un derivado del
semialdehido glutdmico (Climent y col., 1989). Estos dos residuos estidn
situados en uno de los dos sitios de unién del metal al centro catalitico de



la enzima (Almassy y col., 1986). La susceptibilidad de la enzima al
siguiente paso de degradacidén por proteasas, estd asociada con la
modificacién de un segundo residuo de His (Sahakian y col., 1991), el cual
esté situado en el segundo sitio de unién del metal a la enzima (Almassy y
col., 1986).

Se ha podido comprobar que las enzimas alteradas que se acumulan
durante el envejecimiento, son altamente sensibles a los sistemas de
oxidacién catalizados por metales (MCQO), que juegan un papel importante
en el turnover de proteinas y en la acumulacién de proteinas oxidadas, las
cuales podrian estar altamente implicadas en el proceso de envejecimiento
(Stadman, 1992) y es por eso por lo que se propone que los cambios
producidos con la edad en estas proteinas sean el resultado de dafios
ocasionados por radicales libres de oxigeno (Oliver y col., 1981; Stadman,
1986) y la acumulacién de proteinas dafiadas en el envejecimiento sea
debida a un aumento en el nivel de radicales libres o a una pérdida en la

capacidad de degradacién de proteinas oxidadas (Stadman, 1986; Levine,
1990).

Los residuos aminoacidicos se oxidan generando derivados
carbonilicos, luego el contenido en carbonilos de las proteinas puede ser
usado como medida del dafio producido en las mismas por procesos de
oxidacién. Se han desarrollado procedimientos altamente sensibles para la
deteccién y cuantificacién de grupos carbonilos (Levine, 1990). Por
medio de estas técnicas, se ha visto que hay un pequefio aunque
significativo aumento de proteinas oxidadas (contenido en carbonilos) en
funcién de la edad celular en eritrocitos humanos (Oliver y col., 1987b).
Estos mismos autores encuentran que el contenido en carbonilos de
cultivos humanos de fibroblastos dérmicos aumenta exponencialmente con
respecto a la edad del donador de fibroblastos, siendo también mas alto en
individuos con envejecimiento prematuro (Progeria y sindrome de
Werner) con respecto a individuos normales. Relaciones similares entre
la edad y el aumento de grupos carbonilos se han encontrado en el 16bulo
occipital del cerebro humano (Smith y col., 1991), en el cristalino del ojo
humano (Garland y col., 1988) y en hepatocitos de rata (Starke-Reed y
Oliver, 1989).

Por otra parte, cambios observados con la edad en la oxidacién de
proteinas van acompafiados de un descenso progresivo en la actividad



proteasa alcalina neutra (Smith y col., 1991; Starke-Reed y Oliver, 1989;
Carney y col., 1991). Esta enzima es capaz de degradar formas oxidadas
de enzimas, pero carece de capacidad para degradar formas no oxidadas
(Rivett, 1985). Esto apunta la posiblidad de que la acumulacién de
proteinas dafiadas en individuos viejos sea el resultado de una disminucién
en la degradacién de las mismas.

1.3. FORMACION DE GRUPOS CARBONILOS EN
PROTEINAS.

- Como mencionabamos anteriormente, algunos aminodcidos son
convertidos en derivados carbonilicos por radicales libres de oxigeno,
radiaciones ionizantes, metales catalizadores de oxidacién y ozono. Los
radicales libres de oxigeno estdn implicados en la produccién de
carbonilos como lo indican numerosos estudios. Por ejemplo, en
hepatocitos de rata los grupos carbonilos aumentan 3,3 veces cuando las
ratas se exponen al 100% de oxigeno durante 48 horas (Starke-Reed y
col., 1987).

La oxidacién directa de aminodcidos no es la dnica via por la que
pueden formarse carbonilos en las proteinas; la glucosilacién implica la
interaccién de azticares reductores con el grupo E-amino de la lisina para
formar bases de Schiff, las cuales sufren una reaccién de Amadori para
formar cetoaminas (Harding, 1985; Cerami y Crabb, 1986; Cerami y col.,
1986) (Figura 2)

Alternativamente el azicar puede ser oxidado a cetoaldehido que puede
reaccionar con la lisina formando bases de Schiff (Wolff y Dean, 1987).
Los productos de glucosilacién dan lugar a pigmentos marrones
fluorescentes de estructura desconocida llamados productos de Maillard,
cuya concentracién se ha visto que aumenta con la edad del animal
(Monnier, 1990; Cerami y col., 1987).

Los radicales libres en su actuacién sobre los acidos grasos
poliinsaturados dan lugar a aldehidos a,f- insaturados, especialmente 4-
hidroxinonenal, el cual reacciona con grupos sulfhidrilos de proteinas
mediante una adicién de Michael dando lugar al tioeter estable que posee
un grupo carbonilo. Mediante ese mismo mecanismo puede reaccionar



también con histidina y lisina formando aductos que poseen grupos
carbonilos. (Figura 3)

Esto podria representar el 10% el contenido en grupos carbonilos que
se encuentra en hepatocitos de rata con el envejecimiento.
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1.4. METABOLISMO DE CATECOLAMINAS

Segin su estructura quimica, las catecolaminas son compuestos que
poseen un grupo catecol (anillo benceno con dos sustituyentes hidroxilos
adyacentes) y un grupo amino. Los neurotransmisores que presentan dicha
estructura son dopamina (DA), noradrenalina (NA) y adrenalina (A).

La biosintesis de las catecolaminas est4 determinada por cuatro enzimas
(Figura  4): Tirosina hidroxilasa (TH) (EC.1.14.16.2); L-aminoécido
aromdtico descarboxilasa (L-AADC) (EC.4.1.1.28); dopamina B-
hidroxilasa (DBH) (EC.1.14.17.1) y feniletanolamina-N-metil transferasa
(PNMT) (EC.2.1.1.28.).

Las neuronas adrenérgicas son las tinicas que poseen las cuatro enzimas.
Las neuronas dopaminérgicas carecen de DBH y PNMT, siendo la DA el
producto final. En neuronas noradrenérgicas la DA es sélo un metabolito
intermedio que aparece a muy baja concentracién. Estas células carecen de
PNMT vy el producto final es la NA.

La sintesis de catecolaminas se inicia en el aminoacido tirosina (Tyr).
Este se encuentra disponible en los depésitos tisulares y llega al cerebro
con el flujo sanguineo. Atraviesa la barrera hematoencefélica mediante un
transportador. Ya en las neuronas catecolaminérgicas se transforma en
3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), por hidroxilacién en la posicién 3
del anillo fenilo. Esta reaccién estd catalizada por la enzima tirosina
hidroxilasa (Tirosina-3-monooxigenasa). Para llevarse a cabo se requiere
un cofactor pterinico reducido y oxigeno molecular. Dicha reaccién es el
paso limitante de la sintesis de catecolaminas. De ella y de la enzima TH
hablaremos més detalladamente en el apartado siguiente.

El segundo paso de esta ruta es la conversién de L-DOPA en DA
mediante descarboxilacién, reaccién catalizada por la enzima L-AADC.
Esta enzima es piridoxal fosfato dependiente pero no es especifica ni en
cuanto a los sustratos que utiliza ni en cuanto a su localizacién (Lovenberg
y col.,1962), ya que también puede encontrarse en neuronas
serotoninérgicas donde descarboxila el 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) para
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formar serotonina (5-HT), otro neurotransmisor de gran interés en el
SNC. Ademds también aparece en otros érganos como rifién e higado.
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La sintesis de NA se realiza a partir de DA en neuronas
noradrenérgicas, en nervios simpaticos periféricos y en células de la
médula adrenal. La reaccién estd catalizada por la enzima dopamina B-
hidroxilasa (dopamina B-monooxigenasa), la cual hidroxila la cadena
etilamina de la DA. Esta enzima depende de cobre, por lo tanto, puede ser
inhibida por agentes quelantes. También utiliza oxigeno molecular y 4cido
ascOrbico como donador de electrones.

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

Una vez sintetizados, los neurotransmisores se almacenan en vesiculas
sinapticas (Glowinski e Iversen, 1966), de esta forma quedan protegidos
de la degradacién intraneuronal.

En cuanto al mecanismo de liberacién de los neurotransmisores de las
vesiculas sindpticas, existen varias teorias. Uvnas y Aborg (1987)
propusieron que la liberacién de histamina y de catecolaminas se producia
debido a un intercambio catiénico aminat <----> Nat, lo cual provocaria
la liberacién fraccional del neurotransmisor. Otra teoria sugiere que el
responsable es el Ca?*, el cual abre canales de K+t presentes en la
membrana de las vesiculas, provocando la lisis de las mismas (Stanley y
Ehrenstein, 1985). Por otra parte, la liberacién de catecolaminas esta
regulada por autorreceptores, que se encuentran situados en la membrana

de la terminal presindptica, mediante un mecanismo de retroalimentacién
(Wolf y Roth, 1987).

El neurotransmisor tras ser liberado al espacio sindptico puede ser
recaptado por la terminal presiniptica. El mecanismo de recaptacién
depende de Nat y obtiene la energia necesaria del gradiente idnico de Nat
y K* que circula a través de la membrana celular (Horn, 1979; Ross,
1987). Este mecanismo no es selectivo para un tnico neurotransmisor,
pero la recaptacion de DA puede diferenciarse de la de NA en la distinta
especificidad con que pueden ser inhibidas por los antidepresivos
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triciclicos. Por ejemplo, la maprotilina inhibe selectivamente la
recaptacion de NA (Richelson y Phenning, 1984).

En cuanto a la degradacién de catecolaminas, tanto DA como NA
pueden degradarse por dos rutas diferentes. En cada una de estas dos vias
participan las mismas enzimas, solo que lo hacen en orden diferente.

Ambas pueden ser metabolizadas por la enzima monoamino oxidasa
(MAO) (EC. 1.4.3.4.) o por la catecol orto metil transferasa (COMT)
(EC.2.1.1.6.).

En el caso de 1a DA, la MAO cataliza su desaminacion oxidativa dando
lugar al 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DHFA) mediante la siguiente
reaccion:

DA+ HO + Op — > DHFA + NH3 + HyO»

En dicha reaccién vemos como el turnover de DA esta
estequiométricamente ligado a la formacién de peréxido de hidrégeno y
éste puede reaccionar con iones ferrosos generando el radical hidroxilo
(reaccién de Fenton).

Se distinguen dos tipos de MAO, llamados A y B que se diferencian
por su preferencia por determinados sustratos, su sensibilidad a
inhibidores especificos y su localizacién (Jonhston, 1968). La MAO-A es
de localizacién intraneuronal y la MAO-B se encuentra mayoritariamente
en la glia (Jarrot e Iversen, 1971; Yu, 1986). La DA puede ser
metabolizada por ambos tipos de MAO. EL DHFA formado por accién de
la MAO es muy inestable y es oxidado a &acido por la aldehido
deshidrogenasa dando lugar al 4cido 3.4-dihidroxifenil acético (DOPAC).
El dltimo paso de esta via lo constituye la accién de la COMT. Esta
enzima cataliza la transferencia de grupos metilos a grupos catecoles a
partir de S-adenosilmetionina (SAM). Para ello requiere cationes
divalentes. La enzima COMT puede encontrarse de forma soluble (S-
COMT) o unida a membranas (MB-COMT). Se cree que la S-COMT se
localiza principalmente en células gliales y la MB-COMT en neuronas
(Kaakola y col.,1987). La accién de esta enzima sobre el DOPAC genera
acido homovanillico (HVA).
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- Esta via degradativa puede ocurrir tanto de forma intraneuronal, tras la
recaptacién del neurotransmisor, como extraneuronalmente en células
gliales.

Si sobre la DA actia primeramente la COMT se forma 3-
metoxitiramina (3-MT) el cual es metabolizado por la MAO dando lugar
al 3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHFA) que es ripidamente
oxidado hasta dcido homovanillico (HVA) por la aldehido deshidrogenasa.
Esta via ocurre enteramente de forma extraneuronal. La figura 5 muestra
un esquema de la sintesis y degradacién de la DA.

En el caso de la NA, si en primer lugar es metabolizada por la MAO,
se forma el aldehido del acido 3,4-dihidroximandélico (AADM), el cual
puede ser metabolizado por la aldehido reductasa dando lugar al 3,4-
dihidroxifenilglicol (DHPG) o por la aldehido deshidrogenasa originando
4cido 3,4-dihidroximandélico (ADM). La acciéon de la COMT sobre el
DHPG genera 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y sobre el ADM
produce acido vanilmandélico (VMA).

Si la NA es metabolizada por la COMT se forma normetanefrina
(NMN). Sobre la NMN actiia la MAO dando lugar al aldehido del 4cido 3-
metoxi-4-hidroximandélico (AAMHM). Este compuesto puede ser
metabolizado bien por la aldehido reductasa formando MHPG o bien por
la aldehido deshidrogenasa dando VMA. La figura 6 muestra un esquema
de la sintesis y degradacién de la NA.

Tanto el MHPG como el VMA en el caso de 1a NA, y el HVA en el caso
de la DA, son conjugados como sulfatos y glucuronatos y eliminados por
la orina. La sulfatacién de estos compuestos esta catalizada por la enzima
fenol sulfotransferasa (PST; EC.2.8.2.1.) que sulfata en la posicién 3 del
anillo aromatico (Roth, 1984).
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1.5. TIROSINA HIDROXILASA.

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

La tirosina hidroxilasa es una monooxigenasa que cataliza la formacién
de L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a partir de L-tirosina en
neuronas catecolaminérgicas centrales y periféricas, en ganglios
simpaticos, en células cromafines de la médula adrenal y en células PC12
de feocromocitoma de rata (Nagatsu y col., 1964) mediante la siguiente
reaccion :

L-tirosina + O+ Hy-biopterina —— Hj-biopterina + L-DOPA +
HO

Utiliza tirosina como sustrato, requiere oxigeno molecular para su

actividad y un cofactor pterinico reducido (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BHy). En la reaccién el cofactor es oxidado a

dihidrobiopterina (BHy), la cual es de nuevo reducida a
tetrahidrobiopterina por la enzima dihidropteridina reductasa (Kaufman,
1977). En la oxidacién del cofactor se forma un producto intermedio, 4-
a-hidroxitetrahidrobiopterina, el cual se deshidrata espontdneamente para
formar BH, (Dix y col., 1987; Haavick y Flatmark, 1987). La enzima

muestra la maxima actividad a pH 6.

La actividad TH puede ser inhibida por catecolaminas. La inhibicién
por L-DOPA no es competitiva con respecto a los tres reactivos. La
inhibicién por dopamina es competitiva con respecto al cofactor pero no
competitiva con respecto a tirosina (Undenfriend y col., 1965; Nagatsu y
col., 1972). Esta interaccién competitiva entre dopamina y cofactor
sugiere que ambos se unen al mismo punto de la enzima.

La enzima contiene hierro, necesario para su actividad (Kaufman,
1974; 1978), siendo cataliticamente activa cuando el hierro estd como
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Fe2+. La forma enziméatica de Fe3* puede ser reducida a Fe2t por el
cofactor. Las catecolaminas se unen fuertemente a la TH cuando el hierro
estdi como Fe* formando complejos de un color azul verdoso
caracteristico (Anderson y col., 1988), que es inactivo.

Se ha propuesto que la inhibicién de la TH por catecolaminas puede
ocurrir por dos mecanismos posibles: 1) unién de catecolaminas
impidiendo el acceso del cofactor y 2) estabilizacién de la forma
enzimética de Fe3+ por unién de catecolaminas (Anderson y col., 1988).

Varios autores sugieren que la concentracién de cofactor en células
adrenérgicas estd por debajo de la saturacién para la enzima. Los valores
de la Km de la TH para el cofactor varfan dependiendo del estado de
activacion de la enzima, de la fraccidn subcelular en la cual se examine la
actividad, del tipo de cofactor utilizado y del pH del ensayo. Lo mismo
ocutre con respecto a la concentracioén de sustrato, pero ésta normalmente
es saturante.

La enzima estd presente en todas las células que sintetizan catecolaminas
siendo la médula adrenal, el tejido con mayor contenido de TH. Por esta
razén, la glandula adrenal o tumores derivados de ella han sido
frecuentemente utilizados para la purificacién de la enzima.

En cuanto a la localizacién subcelular de la enzima, un gran nimero de
estudios sugiere que se encuentra en el citoplasma y también unida a
membranas (Kuczenski y Mandell, 1972). Estas formas muestran
diferente afinidad por el cofactor pterinico y diferente sensibilidad a la
inhibicién por dopamina. En el estriado la forma unida a membrana tiene
valores de Km y Ki menores que la forma soluble. En estudios de enzima
purificada a partir de células PC12 de rata, la mayor actividad TH se
encuentra en la forma soluble (Andersson y col.,1992). La funcionalidad
de la forma unida a membrana no estd clara. Se piensa que pueda estar
asociada a vesiculas sindpticas o a la membrana plasmatica en los sitios de
liberacién de neurotransmisores (Stephens y col.,1981; Morita y col.,
1987).

En cuanto a las propiedades moleculares de la enzima, se ha visto por
centrifugaciéon en gradiente de sacarosa que la forma nativa es un
tetrAmero de subunidades idénticas (Vrana y col., 1981), cada una de
ellas de peso molecular alrededor de 60.000 daltons (Vulliet y Weier,
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1981). No se sabe claramente si la especies activas de TH son tetraméricas
y si las formas monoméricas o diméricas poseen o no actividad catalitica.
En base a la secuencia del cDNA, el peso molecular del monémero de la
TH de rata es de 55.903 daltons (Grima y col., 1985). Estudios con TH
purificada de celulas PC12 lo confirman (Andersson y col.,1992) y
mediante técnicas de electroforesis bidimensional estiman su pl en
aproximadamente 6,3. La secuencia de amino 4cidos muestra gran
homologia con la de la fenilalanina hidroxilasa (Kwok y col.,1985; Dahl y
Mercer, 1986) y la de la triptofano hidroxilasa (Grenett y col., 1987),
enzimas que también utilizan tetrahidrobiopterina como cofactor y
oxigeno molecular como sustrato.

La enzima de rata ha sido clonada y expresada en cultivos celulares de
insectos (Fitzpatrick y col., 1990); ademés se han encontrado cuatro
isoenzimas de TH humana que han sido clonadas y expresadas en células
eucariotas (Horellou y col.,1989) y en E. coli (Haavik y col.,1991).

La fosforilacidon parece ser el principal mecanismo que controla la
actividad TH a corto plazo. Todos los sistemas de segundos mensajeros
(AMPc, Ca*, diacilglicerol y GMPc) y sus correspondientes quinasas
estan implicados en esta regulacién. Experimentos con enzima purificada
han demostrado que la TH es sustrato de la proteina quinasa dependiente
de AMPc (PKA) (Vulliet y col., 1980); de la proteina quinasa
Ca2+/fosfolipido dependiente (PKC) (Albert y col., 1984); proteina
quinasa Ca2+/calmodulina dependiente (Vulliet y col.,1984) y de la
proteina quinasa dependiente de GMPc (Roskoski y col., 1987).

Vulliet y colaboradores (1980) formulan la hipdtesis de que existen dos
formas de TH, una de alta Km, la cual representa a la enzima no
fosforilada y otra de baja Km que corresponde a la enzima fosforilada.
Por otra parte, Markey y colaboradores (1980) observan un aumento de
la Ki de la enzima fosforilada para catecoles, ademas de un descenso en la
Km para el cofactor, resultados que han sido recientemente confirmados
por Pasqualini y colaboradores (1994).

Al ser la TH sustrato de cuatro proteinas quinasas diferentes, se piensa
que tiene varios sitios de fosforilacién. Segin Campbell y colaboradores
(1986), la serina 40 seria el principal sitio de fosforilacion para la
proteina quinasa dependiente de AMPc. Los tltimos estudios indican que
son las serinas 8, 19, 31 y 40 las implicadas en la fosforilacion de la TH
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en tejidos de rata intactos y que estimulos fisiol6gicos incrementan la
incorporacién de 3P en las tres tltimas (Haycock, 1990; Haycock y
Haycock, 1991). La fosforilacion de estos sitios estd regulada por vias de
sefiales intracelulares diferentes en tejidos catecolaminérgicos de rata
(Haycock, 1993). La Ser! via proteina quinasa Ca?/ Calmodulina
dependiente, la Ser®! mediante la proteina quinasa Ca?/ fosfolipido

dependiente y la Ser®® a través de la proteina quinasa dependiente de
AMPec.

Si se digiere la TH con tripsina resulta un fragmento de peso molecular
34.000, (que probablemente sea el extremo C-terminal del monémero), el
cual contiene hierro y posee actividad enzimatica, pero sin embargo, no se
activa por fosforilacién (Hoeldtke y Kaufman, 1977; Abate y Joh, 1991).
Estos datos sugieren que la porcién C-terminal de la enzima es el
dominio catalitico (aminodcidos 158-491) y que la porcién N-terminal es
el dominio regulador, (aminoacidos 1-157), el cual contiene los sitios de
fosforilacién y mantiene a la enzima en una forma menos activa,
reduciendo la afinidad por los sustratos o dificultando su acceso. La
fosforilacién de este dominio provoca un cambio conformacional y un
cambio en la actividad. Se ha comprobado que la porcién C-terminal es la
que presenta homologia en la secuencia con fenilalanina hidroxilasa y
triptéfano hidroxilasa.

También puede hablarse de una regulacién de TH a largo plazo. En
ella el descenso o aumento en la actividad TH puede ser debido a cambios
en la cantidad de enzima. Esto incluiria cambios en su sintesis, la cual esta
regulada a nivel de transcripcién, o/y cambios en su degradacion.

De esta manera, asumiendo que toda la TH de un determinado tipo de
células tiene similar actividad especifica e inmunoreactividad, los cambios
en los niveles de enzima pueden ser medidos por cualquier tipo de
inmunoreaccién cuantitativa. En este sentido ha sido orientado nuestro
trabajo.

1.6. TIROSINA HIDROXILASA Y ENVEJECIMIENTO.

Diversos autores han puesto de manifiesto un descenso de la transmision
dopaminérgica durante el proceso normal de envejecimiento (McGeer y
McGeer, 1976 a,b; McGeer y col., 1977; Coté y Kremzner, 1983). Este es
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debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriada
observada tanto en humanos (McGeer y col., 1989) como en animales de
experimentacién (Tatton y col., 1991a). En dichas neuronas tiene lugar la
sintesis de catecolaminas, cuyo paso inicial estd catalizado por la enzima
TH, como mencionabamos anteriormente.

Nuestro estudio se centra principalmente en sustancia negra y estriado,
ya que los trabajos publicados sobre estos dos centros son escasos y
contradictorios. Algunos de ellos ponen de manifiesto una disminucién de
la actividad tirosina hidroxilasa en ratas de 3 a 27 meses de edad en
estriado(). En cuanto a humanos se han publicado datos tanto de
mantenimiento de la actividad TH durante el envejecimiento (McGeer y
McGeer, 1976), como de disminucién (Coté y Kremzner, 1974). El
mismo tipo de estudio realizado en animales de experimentacién indica
un mantenimiento de la actividad TH durante el envejecimiento tanto en
rata como en raton (Reiss y col.,1977).

Por el contrario, estudios mds recientes ponen de manifiesto una
disminucién de la actividad TH en estriado, sistema limbico e hipotdlamo
de ratas viejas. Esta disminucién es dependiente del sexo segin el area
cerebral (Fernandez-Ruiz y col., 1992).

En cuanto al contenido de enzima TH, tampoco se observan cambios en
caudado de individuos de edades comprendidas entre 15 y 63 afios (Wolf y
col.,1991). Sin embargo, mediante estudios inmunocitoquimicos, se ha
observado que el nimero de células TH positivas es mayor en sustancia
negra de ratones de 8 semanas de edad que en ratones de 104 semanas de
edad (Tatton y col.,1991b), pero al estudiar la actividad TH en dichas
células se observa que se mantiene. Mediante microscopia electronica se
ha podido observar que las neuronas TH positivas de ratas jovenes
conservan intactos los organulos celulares mientras que en ratas viejas
dichas neuronas presentan cambios degradativos como la aparicion de
elementos gliales, inclusiones y figuras de mielina (Ichitani y col.,1990).

1.7. DEGENERACION NEURONAL
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Las neuronas son células especialmente vulnerables al ataque por
radicales libres, y una disminucién en los mecanismos protectores o0 una
exposicién excesiva a los mismos conduce a la muerte neuronal.

Dentro del cerebro, los radicales libres oxigenados dafan células del
endotelio capilar que contribuyen a mantener la homeostasis de
electrolitos y de agua (Lo y col.,1986) y alteran la fluidez de las
membranas (Villacara y col.,1989). Ya que la funcién neuronal depende
significativamente de la integridad de la membrana celular y de las
membranas de orgdnulos subcelulares, si éstas estan dafiadas se altera la
transmision sindptica.

Por otra parte, el cerebro presenta un alto nivel de &cidos grasos
poliinsaturados, y esto lo hace mds susceptible al dafio por radicales. La
mayoria de las dltimas investigaciones se han centrado en el estudio del
dafio que producen los radicales libres sobre los fosfolipidos, principales
constituyentes de las membranas biol4gicas.

Procesos de peroxidacién lipidica serian los que conducen a la muerte
neuronal observada en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson (Dexter y col.,1989), tras periodos de isquemia
y reperfusién (Traystman y col.,1991) e incluso en el proceso de
envejecimiento normal (Harman, 1987; Pryor, 1987).

La enfermedad de Alzheimer es otra patologia en la que se observa una
acelerada pérdida de neuronas en regiones especificas de la corteza
(Mann y col.,1985), hipocampo (Ball y col.,1985) y ciertos nicleos
subcorticales (Whitehouse y col.,1982). Esta pérdida neuronal va
acompafiada de la aparicién de estructuras neurofibrilares anormales,
"tangles", y de placas seniles que contienen proteina A4 amiloide
(Tomlinson y Corsellis, 1984). Por otra parte, la proteina f-amiloide
puede tener accién neurotdxica (Yanker y col.,1989, 1990).

En las regiones afectadas el niimero de sinapsis estd reducido (Davies y
col., 1987; Masliah y col.,1993; Terry y col.,1991). Las causas de la
atrofia neuronal y muerte celular observadas en la enfermedad de
Alzheimer no son bien conocidas. Ademdas de la peroxidacidn lipidica
(Harman, 1993) y de las alteraciones de membrana mencionadas
anteriormente (Bosman y col.,1991; Farooqui y col.,1988), parece estar
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alterada la homeostasis del calcio (Mattson y col.,1993), el sistema
lisosomal (Nixon y col.,1992) y el citoesqueleto (Kosik y col., 1986).

Estos hechos podrian considerarse también causantes de degeneracion
neuronal en el proceso de envejecimiento.

Los principales componentes del citoesqueleto neuronal son
microtibulos, microfilamentos y neurofilamentos. Los neurofilamentos
son los filamentos mayoritarios de las neuronas maduras. Estin
constituidos por tres subunidades de peso molecular 68 kDa, 160 kDa y
200 kDa, las cuales pueden ser detectadas mediante anticuerpos
especificos. La cantidad de neurofilamentos es un indice de supervivencia
neuronal. En un trabajo muy reciente, Vega y colaboradores (1994)
ponen de manifiesto mediante experimentos de inmunocitoquimica un
descenso de las tres subunidades de neurofilamentos en corteza cerebral de
ratas viejas, sugiriendo que los dafios en el citoesqueleto, no se producen
unicamente en la demencia senil sino también en el envejecimiento
fisiolégico. En nuestro trabajo hemos cuantificado mediante E.L.I.S.A.
neurofilamentos en distintas estructuras cerebrales de ratas de distintas
edades como indicativo de la pérdida neuronal que acompafa al proceso
de envejecimiento.

Otro indice de degeneracién neuronal es la medida de la cantidad de
glia. Tanto en la enfermedad de Alzheimer como en el envejecimiento se
producen unas lesiones cerebrales caracteristicas que son la placas seniles
y los "tangles" neurofibrilares. Las placas seniles estdn formadas por un
centro de proteina A4 amiloide rodeado por un anillo de astrocitos
reactivos y elementos neuronales degenerativos (Wisniewski y Terry,
1973; Wisniewski e Igbal, 1980). La astrogliosis reactiva es la principal
reaccion de los astrocitos adyacentes al sitio dafiado (Eng, 1987). Se
caracteriza por un aumento en los niveles de proteina 4cida de glia
(principal proteina de los filamentos de las células gliales) (Eng, 1985) y
por hipertrofia de los astrocitos. Mediante procedimientos de
inmunomarcaje se ha observado un aumento de proteina 4cida de glia en
tinciones de astrocitos en el envejecimiento normal (Hansen y col., 1987),
pero este aumento es mucho mas acusado en la enfermedad de Alzheimer
(Duffy y col., 1980; Mancardi y col., 1983). Se sabe que la proliferacién
de células gliales tiene lugar como respuesta a una gran variedad de
alteraciones del SNC, entre ellas la perdida neuronal. Por lo tanto, hemos
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considerado importante cuantificar glia de la misma manera que
neurofilamentos para ver si ambos procesos van acompafiados en las
distintas areas cerebrales estudiadas.

1.8. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo
progresivo de los ganglios basales. Los sintomas principales de esta
enfermedad son rigidez muscular, temblor en reposo e incapacidad para
iniciar el movimiento o aquinesia. Los exdmenes "post-morten”" de los
cerebros de enfermos de Parkinson muestran un gran nimero de
anormalidades neuroquimicas e histoldgicas. La mas importante es la
degeneracién de las neuronas pigmentadas de la sustancia negra compacta
(SNc) (Hirsch y col., 1988) y la disminucién de la liberacién de DA en el
estriado desde las terminales nerviosas de la via nigroestriada. La muerte
celular va acompafiada de inclusiones eosinofilicas llamadas "cuerpos de
Lewy" (Jellinger, 1986).

La etiologia del Parkinson es atin desconocida, pero se han formulado
numerosas hipStesis. Asi, se ha relacionado con factores hereditarios
(Ward y col., 1983; Johnson y col.,1990) y con factores
medioambientales. Estudios epidemiolégicos como los de Barbeau (1985),
o los de Tanner (1989) llevan a la conclusién de que factores toxicos
presentes en el medio ambiente, aumentan la incidencia de la enfermedad.
Calm y Langston (1983) propusieron que es la combinacién de factores
medio ambientales junto con el envejecimiento normal lo que conlleva a la
degeneracién de neuronas dopaminérgicas observada en la enfermedad de
Parkinson. Eldridge y Rocca (1985), insisten en el nivel de incidencia de
la enfermedad en individuos viejos. Por otra parte, estd descrito un
descenso en el nimero de células que contienen DA en la sustancia negra
con la edad, con lo cual, cabe pensar que un proceso de envejecimiento
acelerado podria disminuir el nimero de neuronas hasta un nivel a partir
del cual se iniciaria la enfermedad (McGeer y col., 1989). Sin embargo, el
patrén de degeneracién celular que ocurre en la sustancia negra durante el
envejecimiento normal, es distinto al observado en enfermos de Parkinson
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(Fearnely y Lees 1991). En la patologia del Parkinson la pérdida neuronal
es mds acusada en la regién ventrolateral, mientras que en el
envejecimiento normal, la més afectada es la parte dorsal.

Una teoria mas reciente, estd basada en que la pérdida de neuronas
dopaminérgicas puede ser debida al metabolismo cerebral normal, el cual
va produciendo radicales libres, induciendo de este modo un estado de
estrés oxidativo que favoreceria el desarrollo de la enfermedad (Fanh,
1989; Olanow, 1990; Jenner, 1991). En el estrés oxidativo las reacciones
de oxidacién celular promovidas por la produccién de HYO» y radicales
libres sobrepasarian la capacidad de proteccién de los mecanismos
antioxidantes. '

La sustancia negra podria ser una estructura particularmente vulnerable
a los procesos oxidativos ya que en ella se dan una serie de caracteristicas
que los favorecen: alta actividad MAO, acumulacién de hierro, procesos
de autooxidacién y presencia de neuromelanina (Fanh y Cohen, 1992).

Como hemos mencionado con anterioridad, en el catabolismo normal
de la dopamina se generan radicales libres debido a la accién de la MAO.
Por otra parte, la autooxidacioén de la DA hasta neuromelanina genera
quinonas y semiquinonas que son téxicas (Graham, 1978).

Ademas en la sustancia negra de enfermos de Parkinson se ha visto un
aumento en la concentracion de hierro, lo cual favorece la formacién de
radicales hidroxilos mediante reacciones del tipo Fenton o Haber-Weiss
(Youdim, 1988) y un aumento de neuromelanina. Es por esto, por lo que
el estrés oxidativo estd altamente relacionado con la enfermedad de
Parkinson ya que son precisamente las neuronas pigmentadas de la
sustancia negra las dafiadas en esta enfermedad. Esta teoria también esta
apoyada por la observacién de que la peroxidacién lipidica en la sustancia
negra de enfermos de Parkinson se encuentra aumentada unas 10 veces
con respecto a controles (Dexter y col., 1989).

La hipdétesis de los radicales libres ha llevado al estudio de los
mecanismos protectores frente a oxidaciones. Sin embargo, diferentes
autores muestran distintos resultados cuando valoran los niveles de
glutation, catalasa y glutation peroxidasa (Ambani y col., 1975; Kish y
col., 1985; Perry y Yong, 1986; Marttila y col., 1988; Johanssen y col.,
1991). Riederer y colaboradores (1989) encontraron una disminucién en
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el nivel de glutation en sustancia negra de parkinsonianos que esta
relacionada con el estado de la enfermedad.

La acumulacién y generacién de especies oxidantes puede afectar
particularmente a la funcién mitocondrial y a la produccién de energia
(Di Monte y col., 1992). Esto estarfa de acuerdo con los estudios sobre la
actividad enzimatica SOD, en los que se observa una disminucién de
actividad en la fraccién mitocondrial de la enzima en pacientes de
Parkinson pero no en la citosélica ni en la SOD total (Saggu y col., 1989).
Ademas los niveles de NADH citocromo c reductasa estdn disminuidos
(Schapira y col.,1989), pero no los de succinato citocromo ¢ reductasa,
que no muestran cambios. El complejo I NADH Co-Q10 reductasa
también se encuentra disminuido en parkinsonianos con respecto a
individuos sanos (Schapira y col.,1990a). Esta deficiencia podria ser
debida a la acumulacién de toxinas endégenas.

Se han realizado numerosos estudios en animales para contribuir al
esclarecimiento de las posibles causas de esta enfermedad. Estos estudios
se han basado en producir degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
mediante toxicos selectivos como 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). EI MPTP produce
Parkinson en humanos (Langston y col.,1983) y en animales de
experimentacién (Burns y col.,1983; Langston y col.,1984). El MPTP tras
atravesar la barrera hematoencefdlica es metabolizado por la MAO-B
formandose el compuesto intermediario dihidropiridio (MPDP™) el cual a
su vez es convertido a la especie piridio (MPP*) (Salach y col., 1984;
Heikkila y col., 1985). El MPP* es transportado al interior de las
terminales dopaminérgicas (Javitch y col.,1985) acumuldndose en la
mitocondria e inhibiendo la cadena respiratoria a nivel del complejo I
(Nicklas y col., 1985; Ramsay y col., 1986). Esta misma anormalidad se
ha observado en la sustancia negra de enfermos de Parkinson.

La terapia con L-DOPA, precursor de la dopamina, o agonistas
dopaminérgicos puede paliar la pérdida de dopamina mejorando los
sintomas de la enfermedad, especialmente la rigidez y la aquinesia, aunque
no evita la progresién de la degeneracién celular. Si consideramos que
procesos oxidativos estdn implicados en la aparicién de la enfermedad de
Parkinson, hay que tener en cuenta que la terapia con levodopa puede
inducir estrés oxidativo por formacién de peréxido de hidrégeno y
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radicales libres. En este sentido se estdn aplicando terapias con
antioxidantes tales como a-tocoferol o con inhibidores de la MAO-B
como el deprenil o selegilina, los cuales contribuyen a disminuir el estrés
oxidativo.

1.9.DEPRENILO.

El deprenilo (fenilisopropopil-N-metilpropinilamina) fue descubierto
en Hungria en el afio 1961 por Z. Ecseri y J. Knoll, como una mezcla
racémica de dos isémeros Opticamente activos (+) y (-) deprenilo a la cual
se le dio el nombre de E-250. Mas tarde, consiguieron separar los dos
isémeros 6pticos. La forma L resulté ser la menos téxica y a ella se le dio
el nombre de (-) deprenilo o selegilina.

El deprenilo fue descrito como un inhibidor irreversible de la enzima
MAO (Knoll y col., 1965). En 1968 Johnston diferencié dos formas de
esta enzima, MAO-A y MAO-B, las cuales eran inhibidas selectivamente
por clorgilina y deprenilo respectivamente. Estas dos enzimas también
presentan sustratos especificos: 5-HT y A para la MAO-A vy feniletilamina
(PEA), benzilamina y metilhistamina para la MAO-B. Tiramina,
octopamina, DA, NA y triptamina pueden ser sustratos para ambos tipos
de MAO (Glover y col., 1986).

Encontramos actividad MAO en la mayoria de los tejidos, pero est
ausente en el musculo esquelético y en las células rojas de la sangre. En
cuanto a la distribucién de los dos tipos de MAO, ésta sufre grandes
variaciones dependiendo del tejido y de la especie. En humanos la mayor
actividad MAO se encuentra en el higado en el que ambos tipos, A y B
est4an en la misma proporcién. En el intestino el 75% de actividad MAO es
del tipo A, mientras que en plaquetas casi exclusivamente es del tipo B. En
cerebro humano el 70% de actividad es MAO-B, a diferencia de
cerebro de rata en donde la mayor proporcién es MAO-A (Oreland y
col., 1983; Stenstrdom y col., 1987).

31



La MAO-A se localiza intraneuronalmente y la MAO-B en células
gliales. En cerebro humano, la MAO-A predomina en los cuerpos
celulares noradrenérgicos del locus ceruleus y la MAO-B en estructuras
serotoninérgicas (Konradi y col., 1988). En sustancia negra la actividad
MAO es debida a la de las células gliales (Riederer y col.,1986).

Esta descrito que en varias regiones cerebrales y en plaquetas la
actividad MAO aumenta con la edad (Robinson y col., 1972; Fowler y
col., 1980). Venero y colaboradores (1991) no encuentran cambios
significativos en la MAO-A en estriado de ratas viejas, pero si un
incremento en la actividad MAO-B. Este aumento puede ser debido a un
aumento de las células gliales con la edad (Oreland y col., 1980), el cual
es més pronunciado atin en algunas enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (Jossan y col., 1990).

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). Los
inhibidores no especificos de la MAO potencian los efectos de la tiramina
provocando crisis hipertensivas lo cual obliga a una restriccion dietética
de los alimentos ricos en tiramina como el queso. El deprenilo, al ser un
inhibidor selectivo de la MAO-B, a dosis terapéuticas estd libre de este
efecto adverso conocido como "efecto del queso" lo cual favorece su
utilizacién en clinica.

El deprenilo es transportado de forma similar a las sustancias
fisioldgicas a través de los axones neuronales. En la terminal sinédptica no
moviliza los neurotransmisores de sus lugares de almacenamiento, por lo
que el deprenilo no actia como agente liberador.

La DA en cerebro humano es metabolizada por la MAO-B (Glover y
col.,1980). La concentraciéon de DA en pacientes parkinsonianos tratados
con deprenilo es del 40-50% mads alta que en no tratados (Riederer y col.,
1978). Estudios "in vivo" con ratas demuestran que el tratamiento con
deprenilo aumenta la concentracién de DA en estriado (Knoll, 1983;
Zsilla y col., 1986) y disminuye la concentracién de sus dos metabolitos
mayoritarios, HVA y DOPAC (O'Regan y col., 1987).

En otros estudios se ha visto que el deprenilo inhibe la captacién de DA
en cortes de estriado de rata tras el tratamiento continuo con dosis de 0,25
mg/kg. Este efecto parece ser reversible, ya que deja de observarse
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cuando se administran dosis Unicas (Zsilla y col., 1986). Por otra parte, se
ha descrito que el deprenilo aumenta el turnover de DA y que la
clorgilina lo disminuye (Zsilla y col., 1982; Knoll 1983). Esto sugiere que
el deprenilo inhibe los receptores presinapticos de DA y de este modo
aumenta su sintesis (Knoll, 1987).

El deprenilo potencia y prolonga la accién de la L-DOPA, pemitiendo
reducir las dosis de ésta (Golbe, 1988; Chrisp y col., 1991). En estudios
sobre enfermos de Parkinson a los que solamente se administré deprenilo,
se observé una mejoria de los sintomas sobre todo de la hipoquinesia,
pero este efecto no se mantuvo sin la utilizacién de L-DOPA (Mailly,
1991), a pesar de que el deprenilo si puede retrasar la necesidad de
utilizacién de L-DOPA (Myllyla y col.,1991). Al comparar enfermos
tratados unicamente con L-DOPA, con otros tratados con L-DOPA mas
deprenilo, se vio que el nimero de neuronas de la sustancia negra era
mayor en los pacientes que recibian deprenilo, ademés era menor el
nimero de cuerpos de Lewy encontrados por neurona (Rinne y col.,
1991). Esto indica que el deprenilo podria tener un efecto neuroprotector.
También Knoll (1992, 1993) ha observado que el deprenilo puede
prevenir los cambios estructurales que se producen en los grédnulos de
melanina de neuronas de la sustancia negra debido a la edad.

Ultimamente se han realizado numerosos estudios en animales. Knoll y
colaboradores (1989), han mostrado que la vida media en ratas podia
aumentar aproximadamente un afio con tratamiento continuo con
deprenilo. Por otra parte, Carrillo y colaboradores (1990) han encontrado
un aumento de las actividades enzimaticas SOD y catalasa en ratas
tratadas con deprenilo. Este aumento era selectivo para determinadas
regiones cerebrales (Carrillo y col., 1992) y también se observaba en
ratas viejas tratadas con deprenilo (Carrillo y col., 1993; Carrillo y col.,
1994).

El deprenilo, por inhibicién de 1a MAO-B, puede prevenir el Parkinson
causado por MPTP en roedores (Heikkila y col., 1984; Hess, 1989) y en
primates (Cohen y col., 1985), ya que puede evitar la conversion del
MPTP en su metabolito activo MPP*. También puede disminuir la
formacién de peréxido de hidrégeno asociada al catabolismo de la DA
(Cohen y Spina, 1989), y de esta manera disminuir la muerte neuronal
causada por radicales libres.
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Todas estas acciones implican un aumento de la transmision
dopaminérgica en cerebro, lo cual ha permitido que el deprenilo sea
utilizado con éxito en el tratamiento de la fase temprana de la enfermedad
de Parkinson.

La eficacia como antidepresivo del deprenilo estd muy discutida
(Mendis y col., 1981; Mann y col., 1982; Mendlewicz y col.,1983). En los
ultimos afios se ha propuesto para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, ya que se ha visto que mejora las déficiencias en las funciones
cognitivas de los pacientes (Fowler, 1982; Tariot y col., 1987 a, b;
Piccinin y col., 1990; Agnoli y col., 1990). La MAO-B juega un papel
fundamental en la modulacién del tono monoaminérgico, y su
hiperactividad podria influir negativamente en funciones cognitivas como |
atencién y memoria. Segun esto, una terapia con inhibidores de la MAO-B
podria considerarse adecuada.

Por otro lado, 1a DA tiene un papel importante en el control de la
secrecion adenopituitaria de algunas hormonas como prolactina (PRL) y
hormona del crecimiento (GH). Tratamientos prolongados con deprenilo
reducen significativamente los niveles de PRL en plasma (Mendlewicz y
Yodium, 1977), aunque esto no estd confirmado por otros investigadores
(Wajsbort y col., 1982).

También se ha observado un aumento en la actividad sexual en ratas
tratadas con deprenilo (Knoll y col., 1989), pero estos resultados no han
sido confirmados en primates (Chambers y col., 1989). En un reciente
trabajo, Knoll y colaboradores (1994) describen que el tratamiento
crénico con dosis bajas de deprenilo mejora la actividad sexual, el
aprendizaje y alarga la vida de la rata.

El deprenilo es rapidamente absorbido en el tracto gastrointestinal
(Magyar y Tothfalusi, 1984) y su concentracién méxima aparece de media
hora a dos horas después de su administracién oral. Al ser una sustancia
lipofilica bésica, es distribuida rapidamente por todo el cuerpo penetrando
facilmente en los tejidos. A concentraciones terapéuticas, el 94% del
deprenilo se une a proteinas plasmaéticas, siendo mas fuerte su unién a
macroglobulinas que a la albimina (Szoko y col., 1984; Kalasz y col.,
1990). Atraviesa rdpidamente la barrera hematoencefilica debido a su
baja polaridad.
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El deprenilo es metabolizado a (-)-desmetildeprenilo y 1-(-)-
metanfetamina, los cuales pueden ser convertidos en (-)-anfetamina y su
correspondiente metabolito p-hidroxilado (Yoshida y col., 1986). La
hidroxilacién es seguida de conjugacién con el dcido glucurdnico. El
metabolismo parece ser dependiente del citocromo P-450 microsomal.

Es muy importante la estereoselectividad de los metabolitos del
deprenilo (Ariens, 1986). Todos son de la forma 1-(-) y no ha sido
detectada transformacién racémica (Scachter y col.,1986; Meeker y
Reynolds, 1990). Las formas (-) tienen un efecto estimulador mas débil
sobre el sistema nervioso central.

Los efectos del deprenilo son totalmente diferentes a las tipicas
respuestas de las anfetaminas, por lo tanto no dependen de la propiedades
farmacolégicas de sus metabolitos anfetaminicos.

Los beneficios clinicos del deprenilo no estdn tinicamente asociados con
su efecto inhibidor sobre la MAO-B. Asi por ejemplo, con dosis de 1
mg/dia en humanos se puede conseguir una inhibicién casi total (70-
100%) de la actividad MAO-B en plaquetas. Sin embargo, esta dosis es
insuficiente para detectar mejorias en enfermos de Parkinson, en los
cuales la dosis administrada es de 10 mg/dia (Oreland y col., 1983;
Teychenne y col., 1989). El deprenilo puede tener otros mecanismos de
accion los cuales ain son desconocidos y son objeto de estudio en las
investigaciones actuales.

1.100.HORMONA DE CRECIMIENTO, IGF-I
ENVEJECIMIENTO

Otro aspecto del envejecimiento es la observacién de una disminucién
de la masa corporal. Esto refleja procesos atréficos del misculo
esquelético, higado, rifién, bazo, piel y huesos (Rudman, 1985).
Recientemente se ha propuesto que una disminucién de la disponibilidad
de la hormona de crecimiento podria contribuir a tales cambios (
Rudman, 1985; Meites 1988).
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La hormona de crecimiento (GH), también llamada hormona
somatotropica o somatotropina es secretada por la hipdfisis anterior o
adenohipdfisis. Es una proteina de cadena tinica de peso molecular 22.005
daltons. Provoca el crecimiento de los tejidos corporales, aumenta el
volumen celular y favorece la mitosis, con el consecuente desarrollo de
mayor nimero de células. Principalmente aumenta los depdsitos de
proteinas del organismo, ya que estimula el transporte de aminoicidos a
través de las membranas celulares, estimula la sintesis de proteinas por los
ribosomas, aumenta la transcripcién de DNA y disminuye el catabolismo
de proteinas y aminoicidos. Ademds conserva los carbohidratos y
favorece el empleo de los depésitos de grasa.

La regulacién de la secrecién de GH es compleja, ya que los niveles de
esta hormona pueden aumentar o disminuir en el plazo de minutos.
Depende del estado nutricional de la persona y del estado de estrés. Se
sabe que esta hormona es secretada en pulsos y que su secrecién se
incrementa de forma caracteristica durante las dos primeras horas de
suefio profundo. Estas fluctuaciones dificultan el proceso de medida.

La concentracién plasmatica normal de GH en adultos es de cerca de 3
nanogramos por mililitro y en nifios de 5 nanogramos por mililitro.

Se ha obsevado que la GH no actia de manera directa sobre €l cartilago
y el hueso, sino que lo hace a través de proteinas mas pequefias llamadas
somatomedinas. Las somatomedinas actian como factores mediadores de
la accién de la GH. Estos factores han sido caracterizados como IGF-I e
IGF-II, denominacién que les viene de "insulin-like growth factor", ya
que constituyen una familia de hormonas peptidicas de bajo peso
molecular, aproximadamente 7.500 daltons, relacionadas estructuralmente
con la insulina (Rinderknecht y Humbel, 1978; Froesch y Zapf, 1985). El
IGF-II muestra una menor dependencia de la GH que el IGF-I

La secrecién de GH puede ser medida indirectamente midiendo las
concentraciones plasmaticas de IGF-I o somatomedina C, la cual es
liberada por el higado (Moses y col.,1979; Schwander y col.,1983; Lund y
col.,1986; Murphy y col.,1987) en respuesta a la liberacién de GH.
Apenas existen variaciones diurnas en la concentracién plasmética de IGF-
I, ni relacionadas con factores nutricionales, estrés o ejercicio. Su medida
es un indicador de la secrecién de GH (Clemmons y Van Wyk, 1984).
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Se sabe que a partir de los 30 afios la secrecién de GH por la hipofisis
tiende a disminuir (Rudman, 1985; 1981; Finkelstein, 1972). Esto se
atribuye a incapacidad de la glandula pituitaria. Los pulsos espontdneos de
GH estan marcadamente reducidos en ratas viejas (Sontag y col.,1980,
1982; Takahashi y col.,1987). Debido a este pulsatil patrén de secrecion,
la reduccién de GH no se observa en determinaciones plasmaticas
individuales (Florini y col.,1981). El catabolismo de GH decrece muy
poco con el envejecimiento, luego la disminucién en los niveles de GH es
debida a una disminucién en su secrecién. La concentracién plasmética de
IGF-I también decrece con la edad en adultos sanos (Rudman 1985, 1981;
Florini y col.,1985) y en animales. Takahashi y colaboradores (1987b)
muestran que el tratamiento con GH ex6gena aumenta los niveles
plasméticos de IGF-1 en ratas viejas incluso a niveles superiores a los
encontrados en animales jovenes. Sin embargo, dicho tratamiento carece
de efecto en animales jévenes. De la misma manera ocurre en humanos
(Rudman y col., 1981).

Las catecolaminas hipotaldmicas juegan un papel importante en la
regulacién de las funciones de la glandula pituitaria y por lo tanto en el
declive de numerosas funciones corporales con la edad. En ratas viejas
hay un decenso en la secrecién de catecolaminas del hipotdlamo,
especialmente de DA y NA (Meites y col.,1987; Meites, 1988). Esto
conduce a una menor liberacién de hormona liberadora de GH en el
hipotdlamo y por tanto una disminucién en la secrecién de GH por la
hipdfisis.

Como hemos mencionado anteriormente, los niveles plasméticos de GH
decrecen durante el envejecimiento Se ha podido comprobar que dos
inyecciones diarias de L-DOPA durante 8 dias incrementan la secrecién
de GH en ratas viejas macho hasta los mismos niveles observados en ratas
macho jévenes y promueve la sintesis de proteinas en el misculo
diafragma (Sontag y Meites, 1988). Presumiblemente estos mismos efectos
pueden ser producidos en animales viejos por la administracién de drogas
que aumenten las catecolaminas hipotaldmicas, tales como el deprenilo.

En cuanto a la relacién del deprenilo con cambios en los niveles
hormonales, existen muy pocos trabajos. Se ha comprobado que
tratamientos prolongados con deprenilo reducen significativamente los
niveles plasméticos de PRL (Mendlewicz y Youdim, 1977), aunque esto
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no esta confirmado por otros investigadores (Wajsbort y col.,1982). Por
otra parte, dosis de 10 mg de deprenilo no modifican los niveles basales
de GH. Sin embargo, se ha observado que la premedicacién con deprenilo
a pacientes que posteriormente fueron tratados con L-DOPA, aumentaba
la liberacién de GH inducida por la L-DOPA (Hietala y col.,1985) y no
estimulaba la liberacién de GH en pacientes posteriormente tratados con
otros agonistas dopaminérgicos como apomorfina (Koulu vy
Lammintausta, 1981). Esto indica que el deprenilo no modifica la funcién
de los receptores postsinapticos de DA, los cuales estan implicados en la
liberacién de GH, sino que tinicamente aumenta los niveles de DA.

38



1.11.ASPECTOS ESTRUCTURALES

1.11.1.GANGLIOS BASALES: VIA NIGRO-ESTRIADA

Fisiolégicamente, se considera que los ganglios basales comprenden el
nicleo caudado, putamen y globo pélido. El caudado y el putamen
constituyen el neoestriado, que en la rata se denomina "caudoputamen”. El
globo pélido también se conoce como paleoestriado. Ademas de estos tres,
los anatomistas consideran que el claustro y la amigdala son ganglios
basales, a pesar de que la funcién del claustro se desconoce y de que la
amigdala funciona como parte del sistema limbico. Por otra parte, la
sustancia negra, subtdlamo e importantes porciones del tdlamo y de la
formacidén reticular operan en estrecha asociacién con los ganglios
basales, por lo que se consideran parte del sistema de los ganglios basales
para el control motor.

Los ganglios basales estdn ubicados en una de las vias de fibras mas
importantes del cerebro, llamada cdpsula interna, la cual es el principal
nexo de comunicacién entre la corteza, las regiones mas bajas del cerebro
y la médula espinal. Asi, los ganglios basales funcionan en asociacién con
la corteza cerebral para el control de actividades motoras y sensitivas.
También estidn implicados en la seleccién del programa motor,
planificacion del movimiento, memoria motora y recuperacion (Graybiel,
1990).

El estriado estd formado por dos compartimentos: estriosomas y
matriz. En cada uno de ellos un mismo neurotransmisor puede tener
efectos diferentes (Graybel, 1990). El neoestriado colabora junto con la
corteza motora en el control de movimientos intencionales toscos que
llevamos a cabo normalmente de forma subconsciente.

La sustancia negra se divide en tres partes: parte compacta (SNc), rica
en cuerpos neuronales los cuales contienen melanina; parte reticulada
(SNr) a donde van la mayoria de las aferencias y parte lateral (SNI).
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La figura 7 muestra un esquema de las vias de conexién entre los
ganglios basales y estructuras relacionadas.
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Figura 7. Principales vias que convergen entre la sustancia
negra, ganglios basales y estructuras relacionadas. La corteza
cerebral proyecta a través de la via inhibitoria estrio-palido-taldmico, la
cual termina de vuelta a la corteza en le 16bulo frontal (F). Este circuito
basico estd modulado por interneuronas colinérgicas estriales, con
participacion de los nucleos subtaldmicos (NST) y parte compacta de la
sustancia negra (SNe¢). La SNc forma parte del grupo celular Ag-Ag-A10
de Dahlstrom y Fuxe (Ag equivale al nucleo retrorrubral, Ag ala SNcy
A1o al drea ventral tegmental de Tasai). En este circuito ademds de
participar los nicleos caudado y putamen (estriado dorsal; Est.d.,
neoestriado) y el globo pdlido (palido dorsal; Pal. d., paleoestriado),
también participan diversas estructuras del sistema limbico (regién del
nicleo accumbens-tubérculos olfatorios). Otras abreviaturas: ACh
(acetilcolina); CCK (colecistokinina); col.s. (coliculo superior); DA
(dopamina); DYN (dinorfina); ENK (encefalina); GABA (4cido y-
amino butirico); GLU (Glutamato); NT (neurotensina); n.p.p. (ntcleo
pedinculo pontino); NPY (neuropéptido Y); n. v. talamo (nicleo
ventral del tidlamo); SNL (sustancia negra parte lateral); SNr (sustancia
negra parte reticular); SOM (somatostatina). S
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De entre todas las vias de conexién de los ganglios basales, nuestro
trabajo se ha centrado en la via nigro-estriada. Las fibras que nacen en las
células de la SNc proyectan hacia el estriado. Estas proyecciones son
dopaminérgicas y llegan fundamentalmente a los estriosomas (Graybiel,
1990). El control fino ejercido por las neuronas dopaminérgicas es
ejecutado por la liberacién de DA en axones terminales y en dendritas que
arborizan en la SNr (Geffen y col., 1976; Korf y col., 1976; Cheramy y
col.,1981). Esta DA dendritica juega un papel importante en la plasticidad
y regeneraciéon neuronal y en el establecimiento de nuevas sinapsis
(Geffen y col., 1976). La SNc también envia axones que inervan el globo
palido (Lindvall y Bjorklund,1979)

La via que se origina en la SNr es considerada principalmente
GABA¢érgica (Oertel y col.,1982). Esta envia fibras al tdlamo y a la
formacién reticular (Beckstead, 1983). Algunas neuronas de la SNr
envian axones al coliculo superior. Esto indicaria la participacién de la
SNr en el control de la funcién visual-motora (Chevalier y col.,1984).

Entre un 30% y un 50% de las células del estriado proyectan a la
sustancia negra (Bunney y Aghajaniam, 1976); las proyecciones que llegan
a la SNc vienen principalmente de los estriosomas, mientras que las que
llegan a la SNr lo hacen fundamentalmente desde la matriz (Graybiel,
1990). Los neurotransmisores mas importantes de la via estriado-nigral
son: GABA, como neurotransmisor inhibitorio (Fisher y col., 1976);
sustancia P (Bolam e Izzo, 1988) como excitatorio; dinorfina (Vicent y
col., 1982), la cual tiene efectos variables sobre las neuronas de la SNr
(Robersont y col., 1987) y encefalina. Estos neurotransmisores pueden
encontrarse juntos en la misma terminal (Reiner, 1986; Besson y col.,
1990; Reiner y Anderson, 1990).

El 80% de las via rafe-estriada es serotoninérgica (Steinbusch y col.,
1981). El papel de la 5-HT en el estriado no esta totalmente claro. Si se
sabe que esta estrechamente relacionada con la DA. Disminuciones de 5-
HT aumentan los efectos de agentes dopaminérgicos, mientras que el
aumento de 5-HT tiene efectos contrarios (Milson y Pycock, 1976). Por
otra parte, la serotonina puede activar la liberacién de DA en el estriado
(Glowinski y col., 1981). La serotonina que llega a la sustancia negra,

parece inhibir la actividad de las neuronas dopaminérgicas (Dray y col.,
1978).
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En los ganglios basales tienen un papel modulatorio muy importante las
interneuronas colinérgicas. Por ejemplo, en el estriado existe un
equilibrio entre la DA liberada por las fibras nigroestriales y la
acetilcolina liberada por las interneuronas colinérgicas. La pérdida de este
equilibrio da lugar a alteraciones como la hiperquinesia que aparece en la
Corea de Hungtinton, enfermedad en la que existe una degeneracion de las
neuronas GABAérgicas y colinérgicas, lo cual conlleva a una excesiva
secrecién de DA, o la hipoquinesia del Parkinson, donde los niveles de
DA estdn muy disminuidos.

Una enfermedad resultante del dafio en los ganglios basales es la
atetosis. Esta cursa con movimientos contorsivos lentos, ritmicos y
repetitivos. Es debida a la interrupcién de circuitos de retroalimentacion
entre los ganglios basales, la corteza y el tdlamo, por dafio en la porcion
lateral del globo pélido.

El hemibalismo cursa con movimientos violentos de grandes 4reas del
cuerpo (movimientos balisticos). Este sindrome es el resultado de una
gran lesién en el subtdlamo cotralateral. ‘

Los ganglios basales y en concreto la sustancia negra y el estriado, son
centros de interés para nosotros por estar implicados en enfermedades de
gran incidencia en individuos viejos como es la enfermedad de Parkinson.

1.11.2. CORTEZA PREFRONTAL E HIPOCAMPO

La corteza prefrontal y el hipocampo son dos estructuras que forman
parte del llamado sistema limbico. El sistema limbico es el encargado del
control de aspectos emocionales y afectivos y también de funciones
relacionadas con el comportamiento.

La corteza prefrontal estd relacionada con la capacidad cognitiva y
lingiifstica (de Bruin, 1990) y con determinados comportamientos
emocionales. Si se lesiona esta estructura disminuye la capacidad de
aprendizaje y se producen cambios en la esfera social y emocional,
observandose en la especie humana, apatia a la hora de manifestar
afectos, conductas pueriles o euforia (Fuster, 1980).

La corteza prefrontal tiene un alto contenido en NA, 5-HT y en menor
proporcién DA. La inervacién dopaminérgica juega un papel fundamental
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en el correcto funcionamiento de la corteza prefrontal, ya que ejerce un
papel modulador interaccionando con fibras que salen del tdlamo y
también llegan a la corteza.

Existen numerosas evidencias que demuestran el papel de la NA y la
DA en los procesos de aprendizaje y memoria (Kohler y Lorens, 1978;
Normile y Altman, 1988). Se sabe que existe un balance DA/NA necesario
para el buen funcionamiento de la corteza prefrontal. Ademds la
estimulacién del receptor D2 de DA regula la liberacién de NA en esta
estructura (Rossetti y col., 1989).

El hipocampo también estd relacionado con la capacidad cognitiva.
Tiene gran importancia en el control de funciones cerebrales como
aprendizaje y memoria. Se cree que el hipocampo interpreta para el
cerebro la importancia de la mayor parte de nuestras experiencias
sensitivas, para que éstas sean almacenadas como recuerdos en la corteza
cerebral.

En el hipocampo se han identificado una gran variedad de
neurotransmisores, principalmente acetil colina, ya que recibe la mayoria
de la aferencias de las neuronas acetil colinérgicas del septum, GABA,
NA, 5-HT y DA (Storm-Mathise, 1978; Bischoff y col.,1979).

Hasta hace pocos afios se pensaba que la DA en el hipocampo tenia
Unicamente el papel de precursor de la NA (Costa y col., 1972). Sin
embargo, Bischoff y colaboradores (1979) publicaron la primera
evidencia bioquimica del papel de la DA hipocampal como
neurotransmisor. A pesar de que la via dopaminérgica es una via menor
en el hipocampo, estd implicada en un gran nimero de funciones. Se sabe

que la DA participa en el proceso de retencién de la conducta adquirida
(Matthies, 1974).

La corteza prefrontal y el hipocampo estian relacionadas con la
demencia senil y la enfermedad de Alzheimer. En esta enfermedad estan
afectados los sistemas colinérgico, noradrenérgico y serotoninérgico.
Ademais de la demencia, tienen lugar numerosas alteraciones degenerativas
como hemos mencionado al hablar de degeneracién neuronal, en las cuales
estdn implicados los radicales libres. Por todo ello nos ha parecido
interesante realizar nuestro estudio en estas estructuras.
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1.11.3. BULBO OLFATORIO

El bulbo olfatorio es otra estructura del sistema limbico. Media
informacién sobre comportamientos tales como alimentacion,
organizacién social y reproduccién.

Es una estructura muy rica en sustancias neuroactivas. Ademds de
encontrar DA, GABA, NA, 5-HT, pueden detectarse gran cantidad de
péptidos: carnosina, colecistoquinina, encefalina y sustancia P, entre otros.

1.11.4. COLICULO SUPERIOR

El coliculo superior forma parte del conjunto de estructuras cerebrales
que componen la via visual. Est4 situado en posicién rostral al coliculo
inferior, el cual estd implicado en funciones auditivas.

El coliculo superior tiene un papel importante en la integracién de
informacién visual y no visual (Kassel, 1980), en la orientacién espacial
(Maeda y col., 1979) y en los movimientos sacidicos de los ojos (Hikosaka
y Burtz, 1985).

Recibe proyecciones GABAérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas.
Se creee que el coliculo superior puede actuar como una estacién de salida
en la mediacién de ciertas respuestas de comportamiento dependientes de
DA en el estriado. Weller y colaboradores (1987) han sugerido que la DA
pueda actuar como neurotransmisor en esta estructura.

1.11.5. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO.

El sistema nervioso controla parte de la actividad corporal mediante la
secrecion de numerosas hormonas. El area central de control es el
hipotdlamo. La estimulacién de ciertas dreas del hipotdlamo implica que se
segreguen hormonas por la hipdfisis anterior.
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En determinados nucleos hipotaldmicos se segregan hormonas
liberadoras e inhibidoras que llegan a la hipdfisis a través de la sangre,
donde actian sobre células glandulares controlando la liberacién de
hormonas hipofisarias.

Los cuerpos celulares de las neuronas que segregan hormonas
liberadoras y hormonas inhibidoras se localizan en los niicleos mediales
basales del hipotdlamo. Sin embargo, los axones provenientes de estos
nucleos se proyectan luego hacia la eminencia media, que es un drea
engrosada del infundibulo en el lugar en que este se desprende del
hipotdlamo. Es aqui donde los terminales nerviosos segregan las hormonas
liberadoras e inhibidoras que son absorbidas hacia los capilares sanguineos
de la eminencia media y transportadas hacia la hip&fisis.

La hipéfisis o glandula pituitaria es una glandula pequefia que se ubica
en la silla turca o base del cerebro y se conecta con el hipotdlamo
mediante el tallo hipofisario o tallo pituitario. Se divide en hip6fisis
anterior o adenohipdfisis y en hipéfisis posterior o neurohipdfisis. Entre
ellas existe una zona pequefia, avascular, llamada pars intermedia , que
estd practicamente ausente en el hombre siendo de mayor tamafio y
funcionalidad en algunos animales inferiores.
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Estudios anteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio han
mostrado modificaciones en los niveles de neurotransmisores y en su
turnover en distintas estructuras del SNC durante el proceso de
envejecimiento.

Como principal objetivo de esta tesis, estudiaremos la enzima Tirosina
hidroxilasa, (enzima que cataliza el paso inicial y limitante de la sintesis de
catecolaminas) en animales jévenes, adultos y viejos, viendo si esta enzima
sufre modificaciones con la edad en distintas estructuras cerebrales. Para
ello estudiaremos:

1. Actividad TH durante el envejecimiento

2. Cantidad de proteina enzimatica TH durante el envejecimiento.

La TH se considera un marcador de células catecolaminérgicas, pero
ademas estudiaremos el contenido de proteina neurofibrilar de 68 y 160
kDa como marcadores neuronales en general, para ver la existencia de
muerte neuronal, y de proteina fibrilar 4cida de glia, ya que se ha descrito
un aumento de glia con el proceso de envejecimiento.

Realizaremos nuestro estudio en las siguientes estructuras cerebrales
por estar implicadas en distintas funciones:

-Bulbo olfatorio y coliculo superior, relacionadas con los érganos de los
sentidos.

-Corteza profrontal e hipocampo, implicadas en procesos de aprendizaje
y memoria.

-Hipotalamo, eminencia media e hipéfisis encargados de la regulacién
hormonal.

-Sustancia negra y estriado, implicadas en la coordinacién de
movimientos motores y en la enfermedad de Parkinson.

Como siguiente paso, estudiaremos si las modificaciones observadas en
la enzima TH, estaran relacionadas con procesos oxidativos, de acuerdo
con la teoria del envejecimiento producido por radicales libres de
oxigeno.

Otro objetivo de nuestro trabajo seré el estudio de la accidn protectora
del deprenilo frente a los dafios oxidativos y la muerte neuronal
producidos durante el envejecimiento y su posible aplicacién en el
tratamiento del Parkinson.
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3.1.ANIMALES

Los animales utilizados en todos los experimentos fueron ratas macho
de la raza Wistar de 4, 12 y 24 meses de edad, criadas en nuestro
laboratorio con libre acceso a agua y comida y dieta de mantenimiento A

04 de Panlab S. L.

Las ratas fueron mantenidas en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas
bajo condiciones apropiadas de temperatura y humedad.

Los animales fueron decapitados entre las 10 y 11 horas a.m. Los
cerebros fueron réapidamente diseccionados sobre hielo, separandose las
distintas estructuras segun el atlas de Paxinos y Watson. Todas las
estructuras se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta su utilizacién. Las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran cortes de
sustancia negra, estriado, bulbo olfatorio e hipocampo respectivamente, en
las cuales se detalla la técnica de diseccién para cada uno de estos centros
nerviosos. No se muestra ningtin corte a nivel de la corteza prefrontal
debido a su localizacién externa. En la figura 12 se muestra la situacién
del coliculo superior. La figura 13 representa un esquema de la situacién
de la hipdfisis en relacién con los niicleos hipotaldmicos.
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Figura 8. Representacion esquemadtica de dos secciones coronales del
cerebro de la rata, donde se muestran las distintas dreas de la sustancia
negra: SNC (parte compacta dela sustancia negra); SNL (parte lateral de
la sustancia negra). La zona diseccionada se muestra en la figura de forma
punteada.



Figura 9. Representacion esquemadtica del cerebro de la rata en la que
podemos observar el niicleo 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 (nicleo basal de Meynert); cb (cerebelo); BD (banda
diagonal de Broca); cpo (cerebelo posterior); hi (hipocampo); hip
(hipotalamo); mo (médula oblongada); bo (bulbo olfatorio); se (septum);
ce (cuerpo estriado); to (tecto 6ptico).
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Figura 10. Seccién transversal del cerebro de la rata, en la que se
muestra la corteza prefrontal y un corte a nivel de los bulbos olfatorios.

S4



namisferios cerebrales
»

N\
_ —-rorteza entorrinal

h N :
cuernd g2 Ammon

suniculus
\ ] torteza entorrinal
/

hemisferio cerepral
AN

cergbalo

Figura 11. Representacion esquemdtica del cerebro de la rata en la cual
podemos observar el hipocampo (estructura sombreada). A: forma de los
dos hipocampos vistos por transparencia en el interior de los hemisferios
cerebrales. B: corte longitudinal a través del hemisferio cerebral, lo que
permite situar la posicidon del hipocampo, asi como los principales
circuitos de diversas estructuras (flechas negras). Abreviaturas: am
(amigdala); hip (hipotdlamo); lc (locus coeruleus); rm (rafe medial);
sem (secto medial).
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Figura 12. Diagrama de una vista dorsal del cerebro de la rata.
Realizando un corte a nivel de la linea punteada (figura b) se muestra una
seccién frontal en la que los coliculos superiores aparecen rayados.
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Figura 13. Representacion esquemadtica de la situacién de la hipdfisis en
relacién con los niicleos hipotalamicos.



3.2. REACTIVOS

Para el andlisis en HPLC se utiliz6 como patrén L-8-3,4-
dihidroxifenilalanina (L.-DOPA) suministrado por Sigma Chemical Co.
También se utilizaron 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) de Sigma
Chemical Co., 4cido tricloroacético, 4cido percldrico y acetato sddico de
Merck, 4acido octanosulfénico de Scharlau. El agua utilizada fue
desionizada (Milli Q-Millipore).

En la valoracion de L-DOPA se utilizé m-hidroxibencil hidracina
dihidroclorhidrico (NSD-1015) suministrado por Sigma Chemical Co.

Para la determinacién de la cantidad de TH, Neurofilamentos y Glia
todos los anticuerpos utilizados fueron suministrados por Boehringer
Mannheim, la avidina marcada con peroxidasa y el reactivo para el
revelado: 4cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico), (ABTS)
fueron suministrados por Sigma Chemical Co.

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

En la inmunoprecipitacién de la TH se utilizé Proteina A sefarosa CL-
4B suministrada por Sigma Chemical Co. y Protosol de New England
Nuclear.

Como liquidos de centelleo se emplearon Formula-989 LSC Cocktail de
New England Nuclear y Ready Proteint de Beckman.

Para la medida de la actividad TH "in vitro" se utilizé tirosina marcada
con tritio suministrada por Amersham y cofactor pterinico suministrado
por Schircsks Laboratories (Suiza).

Los productos para electroforesis fueron suministrados por Bio Rad.
Todos los demas reactivos utilizados fueron suministrados por Sigma
Chemical Co., Merk y Panreac.
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Todos los reactivos necesarios para la cuantificacién de IGF-I fueron
suministrados en un kit del Instituto Nichols (U.S.A.) Para la extraccién
del IGF-I se utilizaron columnas C 18 Sep-Pak de Millipore.

En el tratamiento de los animales el R(-)-Deprenil HCL fue
suministrado por Research Biochemicals Incorporated.

Para la medida de proteinas se utiliz6 como estandar albimina bovina
de Sigma Chemical Co.

3.3.APARATOS

El equipo de HPLC utilizado en la valoracién de la L-DOPA consistié
en una bomba Merck Hitachi L 6200, un detector electroquimico
(amperimetro LC 4B de Bioanalytical System Inc.), un integrador Hitachi
D-2000 y columnas LichroCART 125-4 (Lichropher 100 RP-18) de 5 ym
de didmetro de particula de Merck.

En las determinaciones mediante E.L.I.S.A. se utilizé un lector
Tirtertek Multiskan Plus MK II (tipo 314).

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un
espectrofotometro UV-160 A de Schimadzu.

La homogenizacién de las structuras estudiadas se llevé a cabo en un
sonicador Labsonic modelo 1510 de Braun.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada
Centrikon H-401 de Kontron y una microfuga Hettisch Mikroliter.

Para el secado de muestras se utilizé una centrifuga de vacio Speed Vac
svc 100 de Savant.

En la determinacién de grupos carbonilos de la enzima TH se utiliz6
para dializar un Microdialyzer System 500 de Pierce.

Los contajes de material radiactivo se realizaron en un equipo de
centelleo liquido LS 1800 de Beckman.
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La cuantificaciéon de IGF-I se realizé en un contador Multi Gamma
modelo 1261 de LKB (Suecia).

Para la medida de la intensidad de bandas de geles se utilizé un
densitémetro laser de Molecular Dynamics (Sunnivale, CA, USA.)

3.4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD TIROSINA
HIDROXILASA "IN  VIVO".

La medida de la actividad TH se llevé a cabo segin el método de
Carlsson y col. (1972). Se determiné como la formacién de L-DOPA,
midiendo su nivel de acumulacién tras la administracién de un inhibidor
de la L-aminoacido aromatico descarboxilasa: m-hidroxibenzil hidracina
(NSD-1015). Los niveles de L-DOPA fueron medidos de acuerdo con el
método descrito por Venero y col. (1991). La tasa de acumulucién se
obtuvo calculando la pendiente de la curva por regresion lineal.

Los animales fueron sacrificados 60 minutos después de la inyeccién
intraperitoneal de NSD-1015 (100mg/kg). El NSD-1015 fue disuelto en
NaCl al 0,9 %. El volumen de inyeccién fue de 5 ml/Kg de peso del
animal. La actividad enzimética se expres6 como pmol de producto
formado/mg de proteina/hora.

Las diferentes estructuras cerebrales estudiadas se homogeneizaron
mediante sonicacién en perclérico 0,1M y bisulfito sédico 1mM. Las
muestras se centrifugaron a 1000xg durante 10 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se filtraron por rotacién a baja velocidad (1000xg) a través
de filtros de 0,2 ym de didmetro de poro. Los filtrados resultantes (pH 1)
se neutralizaron hasta alcanzar un pH de aproximadamente 3,0 mediante
la adicién del 10% (V/V) de una mezcla del tampén de la fase mévil con
NaOH 5N en la proporcién 3:1. Las muestras asi neutralizadas se
inyectaron con un inyectador de alta presién (Rheodine 7125-075) con un
bucle de rellenado de 20 ul. Los andlisis se realizaron isocraticamente a
temperatura ambiente y a un flujo de 0,8 ml/min. El potencial del detector
se mantuvo a 0,55 V. La fase mévil consistié en una mezcla formada por

0,1mol/l de &cido tricloroacético y acido octanosulfénico pH 3,2 ajustado
con acetato sédico sélido y 0,01 mmol/l de Na,EDTA.
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El precipitado fue resuspendido en tampén carbonato-bicarbonato pH
9,6 utilizdndose para la medida de la cantidad de proteina y posteriores
cuantificaciones.

La concentracién de L-DOPA se calculé mediante la inyeccién de un
patrén puro, el cual se prepard en perclérico 0,1 M y bisulfito sddico
ImM (1 mg patrén/ml) y se conservé a 4°C hasta el momento de su
utilizacién (maximo 30 dias). La correcta identificacién de los compuestos
encontrados en el cromatograma se llevé a cabo mediante el estudio de
muestras y patrones a diferentes potenciales de oxidacién, mostrando
ambos un comportamiento electroquimico similar, lo que permitié apoyar
la especificidad del método.

3.5.CUANTIFICACION DE TIROSINA HIDROXILASA.

La determinacién de la cantidad de TH se llevé a cabo mediante la
técnica E.L.I.S.A.(enzyme-linked inmunoabsorbent assay). La figura 14
muestra un esquema general de la técnica. Previamente se realizaron
curvas de saturacién para determinar la cantidad de proteina en pocillo,
que fue diferente segin la estructura a estudiar.

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 albiimina bovina (BSA) disuelta en
tampon carbonato-bicarbonato hasta una cantidad fija para todos los
pocillos de 50 ug 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 6ptima de los diferentes
anticuerpos utilizados.

Los antigenos fueron diluidos a la concentracién de 100 pug/ml en
tampén carbonato-bicarbonato pH 9,6 para sustancia negra, estriado y
bulbo olfatorio. Para las restantes estructuras la diluccién fue de 250
ug/ml. De cada una de estas soluciones se afiadieron por triplicado, 100 yl
a los pocillos de una placa NUNC, la cual se incub6 toda la noche a 4°C.
Para cada placa se realizaron controles negativos por triplicado incubando
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los pocillos con un homogenado de higado a la misma concentracién que
los homogenados de cerebro y blancos a los que no se afiadié el primer
anticuerpo. El exceso de antigeno fue eliminado por inversion de la placa
que se lavé tres veces con PBS-Tween 20. Los sitios de unién no ocupados
fueron bloqueados con una solucién de albimina bovina al 3% en PBS
(tampon fosfato salino), de la cual se afiadieron 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
p#l 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 de sustrato (10 mg de
ABTS disueltos en 100 ml de tampén citrato pH 5,5 y agua oxigenada al
0,02%). La reaccién se desarrollé hasta los 60 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad, procediéndose a la lectura de la absorbancia a
405 nm.

3.6. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
GLIA.

Se realiz6 mediante E.L.I.S.A. 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 proteina neurofibrilar
de 68 kDa, 160 kDa y proteina fibrilar 4cida de glia y se diluyeron 40
veces en PBS-Tween.
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3.4. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS EN
HOMOGENADOS DE PROTEINAS.

~ Se realizé6 midiendo la incorporacién de tritio tras la reduccién con
boro hidruro sédico tritiado segin el método de Lenz y col. (1989). 50 ug
de proteinas del extracto fueron secados a vacio y posteriormente tratados
con tampén Tris-HCl 1M, EDTA 10 mM pH 8,5 y borohidruro tritiado

100 mM en 0,1 M de NaOH (actividad especifica 100 mCi/mmol). Se
~ incubaron a 37° C durante 30 minutos. A continuacién la proteina se
precipité con 1 ml de &cido tricloroacético al 10% por centrifugacion.
Tras lavar tres veces el precipitado se resuspendié por incubacién a 37° C
durante toda la noche en 300 yl de 4cido férmico al 70%. Seguidamente
se procedi6 a la hidrdlisis de la proteina por calentamiento a 145° C con
HCl 6N durante cuatro horas. Una vez hidrolizada se separaron los

amino4cidos pasandolos por una resina Dowex-50 que se lavd primero
con agua y después con NH4OH 2M. La radiactividad se determiné en el

NH,OH eluido.

3.8. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS DE LA
ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA.

Las estructuras fueron homogeneizadas por sonicacién en tampon
RIPA (10 mM Tris-HCI1 pH 7,5; 140 mM NaCl; 1% Triton X-100; 1%
acido deoxicolico y 0,1% SDS vy los siguientes inhibidores de proteasas:
leupeptina 0,5 mg/ml; pepstatina 0,7 mg/ml y PMSF 40 mg/ml ). Los
homogenados se centrifugaron a 12000xg en una microfuga durante 15
minutos. Una alicuota del sobrenadante fue marcada con borohidruro
sédico tritiado segin el método de Lenz y colaboradores (1989). Las
- muestras se incubaron a 37° C durante 30 minutos y se dializaron durante
3 horas en un microdializador para proceder a la inmunoprecipitacion.
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3.9. INMUNOPRECIPITACION DE LA TIROSINA
HIDROXILASA RADIOMARCADA.

El anticuerpo monoclonal frente a la TH fue incubado junto con
Proteina A Sefarosa CL-4B durante 4 horas a 4° C. El complejo fue
lavado tres veces con tampén RIPA. Una alicuota de muestra
radiomarcada fue incubada con el complejo Proteina A-anticuerpo
durante toda la noche a 4° C. Las muestras fueron centrifugadas en una
microfuga 15 minutos y el inmunoprecipitado fue lavado tres veces con
tampén RIPA. A continuacién se afiadieron a las muestras 0,5 ml de
Protosol y se tuvieron en incubacién durante toda la noche a 60° C.
Seguidamente se afiadieron 17 ul de 4cido acético glacial y se midi6 la
radiactividad incorporada a la TH en 10 ml de liquido de centelleo.

3.10. OXIDACION "IN - VITRO" DE TIROSINA
HIDROXILASA.

Las oxidacién "in vitro" de la enzima TH se llevé a cabo utilizando
peréxido de hidrégeno como generador de radicales libres. Se realizé en
estriado de ratas controles (4 meses de edad). Dichas estructuras fueron
homogeneizadas en tampén fosfato potasico S0 mM, pH 7,2 en la
proporcién 1/10 peso/volumen. Seguidamente, se procedi6 a la incubacién
de 100 yl de homogenado de estriado con 900 yl de tampdn fosfato
potasico 50 mM pH 7,2 y 100 xl de una solucién de HyOp 40 mM, en
tubos destapados a 37°C y diferentes tiempos (0, 5, 10 y 20 minutos). Para
todos los tiempos se utilizé el mismo homogenado de estriado. Tras la
oxidacién, las muestras a los diferentes tiempos fueron alicuoteadas para
proceder a la medida de la actividad TH, el contenido de grupos
carbonilos en los homogenados y el contenido de grupos carbonilos
especificos de la enzima TH.
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3.11. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD TIROSINA
HIDROXILASA "IN VITRO".

La medida de la actividad TH "in vitro" se llevé a cabo segin el método
descrito por Reinhard y colaboradores (1986) con modificaciones.
Rapidamente, tras la incubacién con H>O, las muestras fueron diluidas en
la proporcién 1:1 con el tampdn siguiente: Tris 30 mM; Tritén X-100 0,1
%, pH 6,5 ajustado con acido acético. Una alicuota del homogenado fue
incubada con 2,5 nmoles de Tirosina-HCI (conteniendo 0,4 xCi de L-[3,5
3H]tirosina), 50 nmoles de cofactor 6(R)-L-eritro-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina, 5000 unidades de catalasa y ditiotreitol 5 mM en
fosfato potdsico 100 mM pH 6,0 a 37°C durante 20 minutos. Seguidamente
se colocd en bafio de hielo y se afiadié a cada tubo 1 ml de una suspensién
de carbén activo al 10% en HCI 0,1 M la cual se mantenia en agitacion
continua. Se agitaron todos los tubos y se centrifugaron durante 6 minutos
en microfuga a 4°C. Tras la centrifugacién, se tomaron 700 pl del
sobrenadante que fueron transferidos a otros tubos a los cuales se
afiadieron 750 pul de la suspensién de carbén activo, se volvieron a agitar
y a centrifugar a 4°C. Finalmente se tomaron 750 pl del sobrenadante y se
pasaron a viales de centelleo en los que se determiné la radiactividad
utilizando 5ml de liquido de centelleo Formula 989.

3.12. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS EN
HOMOGENADOS DE PROTEINAS TRAS OXIDACION.

Tras incubar los homogenados de proteinas diferentes tiempos con el
oxidante, las proteinas se precipitaron con 4cido perclérico 0,1 M por
centrifugaciéon a 12000xg. El precipitado fue resuspendido en tampén
carbonato-bicarbonato pH 9,6. Una vez que las muestras estaban en estas
condiciones, la medida de grupos carbonilos se realizé mediante el mismo
procedimiento que para los homogenados sin oxidar, siguiendo el método
descrito por Lenz y col. (1989).
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Una alicuota de la muestra marcada se utiliz6 para determinar los
grupos carbonilos de los homogenados y el resto para la determinacion
de los grupos carbonilos especificos de la TH.

3.13. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS DE
LA ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA TRAS
OXIDACION.

Se realiz6 mediante electroforesis de las muestras marcadas seguida de
inmunoblot.

La electroforesis se realizé siguiendo el protocolo de Laemmli (1970),
con geles al 10% de poliacrilamida y SDS. Las muestras fueron
previamente neutralizadas con NaOH 5 M, secadas a vacio y resuspendidas
en tampén de disociacién (Tris-HCI 0,01 M pH 6,8 ; 20% glicerol; 10%
B-mercaptoetanol; 2,3% SDS y 0,005% azul de bromofenol). Se
desnaturalizaron por calentamiento en agua hirviendo durante 5 minutos,
se centrifugaron y el sobrenadante fue cargado en el gel.

Tras la electroforesis se procedi6 a la transferencia de las proteinas a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 p. La transferencia se realizé segin
el método descrito por Towbin (1979), durante toda la noche, a 4°C y 30
V.

Una vez transferidas las proteinas, se procedié al bloqueo de la
membrana con solucién al 5% de leche no grasa en tamp6n tris salino con
Tween-20, durante una hora a temperatura ambiente y agitacion suave.
Seguidamente la membrana se lavé tres veces y se incubd con una
diluccién 1/500 del anti-TH monoclonal toda la noche a 4°C. A la mafiana
sigiuente, se procedi6 al lavado de la membrana y su posterior incubacion
con un segundo anticuerpo biotinilado a la diluccién 1/3000 durante una
hora a temperatura ambiente y agitacién suave. Tras lavar de nuevo la
membrana se incubé con una solucidon de estreptoavidina y fosfatasa
alcalina biotinilada durante una hora a temperatura ambiente y agitacion
suave Yy se procedi6 al revelado.
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Una vez identificada la banda especifica de TH, se corté y se contd en
5 ml de liquido de centelleo Ready Proteint de Beckman. Previamente al
contaje, la intensidad de las bandas fue determinada en un densitémetro
laser.

3.14. MEDIDA DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS.

La cuantificacién de la concentracién de proteinas en los diferentes
extractos se realizd segin el método descrito por Lowry y col. (1951)
utilizando albimina bovina como estandar.

3.15. TRATAMIENTO CON DEPRENILO.

Los animales utilizados fueron ratas macho de la raza Wistar de 22
meses de edad, a las cuales se les administré deprenilo mediante inyeccion
subcutanea tres dias a la semana durante dos meses. La dosis suministrada
fue de 2 mg de deprenilo/Kg peso del animal disueltos en CINa al 0,9 %.
Otro grupo de animales de igual edad fue llevado como control,
tratdndolos dnicamente con solucién salina. Todos los animales fueron
sacrificados a los 24 meses, 48 horas después de la dltima inyeccion,
extrayéndose la sangre y las estructuras cerebrales que se iban a estudiar,
las cuales se guardaron a -80°C hasta su utilizacién.

3.16. OBTENCION DEL PLASMA TRAS EL
TRATAMIENTO CON DEPRENILO.

Se utilizé heparina como anticoagulante. La sangre extraida fue
centrifugada a temperatura ambiente durante 10 minutos a 1000xg. Se
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separ0 el plasma y repartié en alicuotas que se congelaron a -20°C hasta el
momento del ensayo.
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3.17. EXTRACCION DE IGF-L

El IGF-I se separo de su unién a proteinas plasmdticas utilizando
columnas de silice comerciales C18 Sep-Pak.

Se tomaron 50 ul de cada una de las muestras y controles y se
mezclaron con 950 pl de HCI 0,5 N. Se incubaron a temperatura ambiente
durante una hora. Durante este tiempo se aplicé a las columnas el
siguiente tratamiento: primero se afiadieron 5 ml de alcohol isopropilico,
seguidos de 5 ml de metanol y finalmente 10 ml de acido acético glacial al
4 %. Todos estas soluciones fueron de alta pureza y se desgasificaron
previamente. Una vez preparadas las columnas, se tomaron 200 ul de cada
muestra acidificada y se pasaron por las columnas. Tres minutos mas
tarde se procedi6 al lavado de las columnas afiadiendo en primer lugar 10
ml de acido acético al 4%, después se afiadieron 2 ml de metanol que se
recogieron y secaron mediante burbujeo de nitrogeno a temperatura
ambiente.

Las muestras fueron reconstituidas para su utilizacién con 1,5 ml de
tampdn fosfato suministrado en el kit para la determinacién de IGF-I,
quedando asi diluidas 150 veces.

3.18. MEDIDA DE IGF-I.

Se realizé mediante radioinmunoensayo (RIA). La curva patrén se
realizé con estindares de concentracién conocida suministrados en el kit
para la determinacién de IGF-I. El ensayo se realizé de la siguiente
forma:

Todas las muestras, estdndares y controles se ensayaron por duplicado.
Se tomaron 50 ul de cada uno de ellos y se mezclaron con 350 pl de
tampén fosfato. Seguidamente, se afiadieron 100 pl de anti-IGF-I, se
agitaron todos los tubos y se incubaron durante una hora a temperatura
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ambiente, tras la cual, se afiadieron 100 ul de IGF-I marcado con 5y se
volvieron a incubar durante 16-18 horas a 4° C. Posteriormente se
afiadieron 500 pl del segundo anticuerpo (para la precipitacién) y 50 pl de
un reactivo compuesto por suero normal de conejo. Tras agitar muy bien
los tubos se tuvieron a temperatura ambiente durante 20 minutos y
después se centrifugaron durante 30 minutos a 1500 x RCF a 4° C.
Inmediatamente después de la centrifugacién se eliminé el sobrenadante y
se procedio al contaje de los precipitados.

3.19. ANALISIS ESTADISTICO.

Las comparaciones entre dos grupos se hicieron mediante el test ¢ de
Student. Las comparaciones entre varias medias simultineamente se
hicieron mediante andlisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de
Scheffe.
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4.1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD Y LA CANTIDAD DE
ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA EN DIFERENTES
CENTROS DEL SNC DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

4.1.1. BULBO OLFATORIO.

4.1.1.1. Medida de la actividad Tirosina Hidroxilasa "in
vivo". ’

La actividad TH fue medida "in vivo" utilizando un inhibidor
especifico de la enzima L-aminodcido aromético descarboxilasa (m-
hidroxibenzilhidrazina, NSD-1015), como se describe en el apartado de
Material y Métodos. El bulbo olfatorio es también una estructura
dopaminérgica, recibe proyecciones desde el area ventral tegmental del
mesencéfalo. Presenta menor inervacién dopaminérgica que la via
nigroestriada. No encontramos cambios significativos en ninguna de la
tres edades estudiadas, aunque el valor més alto se observa a los 12 meses.

4.1.1.2. Estudio de la cantidad de enzima Tirosina
Hidroxilasa.

Los resultados se muestran en la tabla 1. Al igual que para la actividad,

tampoco se observan cambios en la cantidad de enzima en ninguna de las
edades estudiadas.

Estos resultados indican que la enzima TH no se modifica en esta
estructura durante el envejecimiento.
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TABLA 1. ESTUDIO "IN VIVO" DE LA ACTIVIDAD
TIROSINA HIDROXILASA Y DE LA CANTIDAD DE ENZIMA
EN BULBO OLFATORIO DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses)

4 12 24
Actividad TH 19,30 £ 6,9 26,00 + 2,9 21,50 £ 4,1
Cantidad TH 0,066 + 0,003 0,061 + 0,007 0,056 + 0,007

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de més de cinco
en cada experimento. Los valores de actividad estdn expresados en pmol de
L-DOPA/mg proteina/hora. Los valores de cantidad TH son valores de
absorbancia a 405 nm. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.1.2. COLICULO SUPERIOR.

4.1.2.1. Medida de la actividad Tirosina Hidroxilasa "in
vivo".

El coliculo superior es una estructura de la via visual que también
recibe proyecciones dopaminérgicas. Los cuerpos neuronales estdn
situados en la sustancia negra y en el drea ventral tegmental. Esta
estructura es principalmente noradrenérgica y en ella la DA actia como
precursor de la NA. Los resultados de la medida de actividad TH se
muestran en la tabla 4. Dicha actividad es muy baja, ya que presentra
poca inervacién dopaminérgica, y no presenta variacién significativa
durante el envejecimiento.

4.1.4.2. Estudio de la cantidad de enzima Tirosina
Hidroxilasa.

Partimos de 25 ug de proteina total del extracto, ya que es una
estructura con una baja actividad TH. Los resultados estdn expresados en
la tabla 2. Encontramos valores altos con respecto a la baja actividad. No
se observan diferencias significativas entre ninguna de las tres edades
estudiadas, lo cual sugiere que no existen modificaciones de la TH durante
el envejecimiento.
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TABLA 2. ESTUDIO "IN VIVO DE LA ACTIVIDAD TIROSINA
HIDROXILASA Y DE LA CANTIDAD DE ENZIMA EN
COLICULO SUPERIOR DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

4 12 24
Actividad TH 4,50 + 0,9 5,20 + 0,4 4,80 +0,7
Cantidad TH 0,085+ 0,004 0,080 = 0,013 0,080 + 0,012

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El nimero de animales fue de més de cinco
en cada experimento. Los valores de actividad estdn expresados en pmol de
L-DOPA/mg proteina/hora. Los valores de cantidad TH son valores de
absorbancia a 405 nm. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de

Scheffe: *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.1.3. HIPOCAMPO.

4.1.3.1. Medida de la actividad Tirosina Hidroxilasa "in
vivo".

El hipocampo es una regién cerebral con una pequefia inervacién
dopaminérgica. Esta procede del drea ventral tegmental y de la sustancia
negra. Esta estructura recibe principalmente inervacién noradrenérgica
procedente del locus coeruleus. Por lo tanto los valores de actividad TH
son muy bajos en comparacién con los de otras estructuras. Los resultados
estdn mostrados en la tabla 2. No encontramos diferencias en ninguna de
las tres edades estudiadas.

4.1.3.2. Estudio de la cantidad de enzima Tirosina
Hidroxilasa.

Al ser el hipocampo una estructura con escasa inervacion
dopaminérgica y con una actividad TH muy baja, a la hora de determinar
la cantidad de enzima TH mediante E.L.I.S.A., hemos fijado la
concentracién de proteina total en los pocillos de la placa en 25 pg para
de este modo trabajar en condiciones saturantes.

No se observan diferencias significativas en ninguna de las tres edades.
Esto indica que la enzima TH no se encuentra afectada por el proceso de

envejecimiento en esta estructura. Los resultados se muestran en la Tabla
3.
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TABLA 3. ESTUDIO "IN VIVO" DE LA ACTIVIDAD
TIROSINA HIDROXILASA Y DE LA CANTIDAD DE ENZIMA
EN HIPOCAMPO DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

4 12 24
Actividad TH 430+ 0,7 4,80 = 0,4 520+ 0,9
Cantidad TH 0,109 + 0,007 0,098 + 0,009 0,092 + 0,015

Los resultados se han obtenido como se describe en Materiales y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El nimero de animales fue de mas de cinco
en cada experimento. Los valores de actividad estdn expresados en pmol
de L-DOPA/mg proteina/hora. Los valores de cantidad TH son valores de
absorbancia a 405 nm. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.1.4. CORTEZA PREFRONTAL.

4.1.4.2. Medida de la actividad Tirosina Hidroxilasa "in
vivo".

La corteza prefrontal también es una estructura con escasa inervacion
dopaminérgica. Al igual que hipocampo, las fibras dopaminérgicas
proviene del 4rea vnetral tegmental y de la sustancia negra. Presenta una
baja actividad tirosina hidroxilasa. Los resultados estdn reflejados en la
tabla 3. A diferencia de otras estructuras, en el primer periodo de edad
estudiado, entre 4 y 12 meses, encontramos un aumento significativo de la
actividad TH del 70% (p<0,01). Entre 12 meses y 24 meses se mantiene
esta actividad elevada siendo el aumento del 47% si lo comparamos con 4
meses (p<0,01).

4.1.4.2. Estudio de la cantidad de enzima tirosina
hidroxilasa.

Al igual que para hipocampo, hemos fijado la concentracién de
proteina total en el pocillo de la placa en 25 pg. Los resultados se
muestran en la tabla 3. Contrariamente a los resultados obtenidos en las
medidas de actividad TH, no encontramos cambios significativos en la
cantidad de enzima en ninguna de las edades estudiadas, aunque podemos
considerar que los valores de cantidad son elevados para la baja actividad.
Esto indica que el aumento de actividad TH no es debido a un aumento en
la cantidad de proteina TH, lo cual sugiere una activacién de la enzima en
corteza prefrontal durante el envejecimiento.
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TABLA 4. ESTUDIO "IN VIVO" DE LA ACTIVIDAD
TIROSINA HIDROXILASA Y DE LA CANTIDAD DE ENZIMA
EN CORTEZA PREFRONTAL DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses)

4 12 24
Actividad TH 570+ 1,2 9,70 £ 1,7*2 8,40 + 0,9*2
Cantidad TH 0,086 + 0,004 0,087 £ 0,006 0,077 £ 0,010

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El nimero de animales fue de més de cinco
en cada experimento. Los valores de actividad estdn expresados en pmol de
L-DOPA/mg proteina/hora. Los valores de cantidad TH son valores de
absorbancia a 405 nm. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.1.5. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO.

4.1.5.1. Medida de la actividad Tirosina Hidroxilasa "in
vivo" en hipotidlamo, eminencia media e hipdfisis.

Estas tres estructuras estdn intimamente relacionadas. L.os cuerpos
celulares que se encuentran en el hipotidlamo (nicleo supradptico y
paraventricular) proyectan sus axones hacia la eminencia media. La
hipéfisis y el hipotdlamo estdn conectados mediante el tallo hipofisario.
Las tres estructuras presentan valores de actividad TH del mismo orden,
siendo el hipotdlamo la estructura que presenta mayor actividad TH a los
4 meses. No observamos cambios significativos a los 12 meses y tampoco
a los 24 en dicha estructura. En hipéfisis no encontramos cambios en el
periodo comprendido entre 4 y 12 meses, aunque a los 12 meses se
observa un valor inferior. En el segundo periodo de edad estudiado (entre
12 y 24 meses) encontramos un aumento significativo de la actividad TH
del 45,2 % (p<0,05). En cuanto a eminencia media, esta estructura no
presenta variaciones significativas, aunque la actividad mas elevada se
observa a los 12 meses. Los resultados quedan representados en tabla 5.
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TABLA 5. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA "IN VIVO"
EN HIPOTALAMO, EMINENCIA MEDIA E HIPOFISIS
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

4 12 24
Hipotialamo 23,36 + 4,0 19,82 + 4.6 21,56 + 1,9
Eminencia 1847 + 1,7 22,84 + 2.8 20,17 £ 3,7
Media
Hipofisis 13,60 = 2,5 12,66 + 1,2 18,39 + 4,7*b

Los resultados estdn expresados como pmol de L-DOPA/ mg proteina/ hora.
Corresponden a la media + D.E. El nimero de animales fue de al menos
cuatro para cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del
test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con 4 meses, b: comparado con 12
meses.



4.1.5.2. Estudio de la cantidad de enzima Tirosina
Hidroxilasa en hipotilamo, eminencia media e hipéfisis.

De estas tres estructuras , el hipotdlamo es la que presenta mayor
cantidad de enzima TH a los 4 meses, de la misma manera que mostraba
mas actividad a esa edad. A los 12 meses dicho valor se mantiene, pero a
los 24 meses, se observa una disminucién significativa del 36,4 %, lo cual
sugiere que la enzima presenta una mayor actividad a los 24 meses, o sea
parece encontrarse activada.

En eminencia media, el contenido de enzima TH también esta
relacionado con los valores de actividad, mostrando un aumento
significativo a los 12 meses del 85% (p<0,05), el cual estd de acuerdo
con la maxima actividad observada a dicha edad. los valores observados a
los 4 y 24 meses son muy similares.

En hipdfisis el contenido de enzima TH no sufre modificaciones
estadisticamente significativas durante el envejecimiento. Sin embargo, los
valores observados muestran correlacién con los valores encontrados para
la actividad, manteniendose invariables entre 4 y 12 meses. A los 24 meses
se observa un aumento (37,5%) que puede relacionarse con el aumento de
actividad encontrado a esa edad. Los resultados estdn mostrados en la tabla
6.
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TABLA 6. CUANTIFICACION DE TIROSINA HIDROXILASA
EN HIPOTALAMO, EMINENCIA MEDIA E HIPOFISIS
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24
Hipotdlamo 0,044 + 0,005 0,040 + 0,009 0,028 + 0,006*a
Eminencia 0,020 + 0,005 0,037 +£ 0,008*a 0,023 + 0,004
Media

Hipdfisis 0,024 + 0,001 0,022 + 0,004 0,033 + 0,009

Los resultados se han obtenido midiendo la absorbancia a 405 nm mediante
E.L.I.S.A. como se describe en Material y Métodos. Corresponden a la media
+ D.E. de al menos cuatro animales para cada experimento. Significacion
estadistica: ANOVA seguido del test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con
4 meses, b: comparado con 12 meses.



4.1.6. VIA NIGRO-ESTRIADA.

4.1.6.1. Medida de la actividad tirosina hidroxilasa "in vivo"
en estriado y sustancia negra.

El estriado, que contiene la mayor densidad de terminales
dopaminérgicas, presenta una actividad dos veces mayor que la encontrada
en sustancia negra, donde se encuentran los cuerpos neuronales
dopaminérgicos. (Tabla 7)

Durante el primer periodo de edad estudiado ( 4 y 12 meses), no se
observan cambios en la actividad TH en ninguna de las dos estructuras
estudiadas. Sin embargo, en el segundo periodo encontramos un ligero
descenso en estriado (23%) que no llega a ser estadisticamente
significativo y un descenso en sustancia negra del 55%, que si es
significativo (p<0,05). Estos resultados estdn de acuerdo con trabajos
previos (Fine y col., 1986; McGeer y McGeer, 1977).
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TABLA 7. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA "IN VIVO"
EN ESTRIADO Y SUSTANCIA NEGRA DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

4 12 24
Estriado 75+ 6,0 75+ 10,3 58 +5,2
Sustancia Negra 30+ 7,4 33 + 6,7 15 + 0,5*a,b

Los resultados estdn expresados como pmol de L-DOPA/ mg proteina/ hora.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de al menos
cuatro para cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del
test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con 4 meses, b: comparado con 12
meses.



4.1.6.2. Estudio de la cantidad de enzima Tirosina
Hidroxilasa en estriado y sustancia negra.

La cantidad de TH encontrada en animales jovenes (4 meses) en
estriado y en sustancia negra esta en relacion con la actividad enzimatica

en dichas édreas, mostrando el estriado una cantidad mayor que la sustancia
negra. (Tabla 8). '

En el periodo de 4 a 12 meses de edad de la rata, no se observan
variaciones significativas en ninguna de las dos estructuras. Sin embargo,
a los 24 meses, de manera similar a lo ocurrido con la actividad, el
estriado presenta un descenso en la cantidad de enzima, (21,6%) sin ser
significativo, mientras que en sustancia negra este descenso es del 32% y
si es significativo estadisticamente (p<0,05).

En estriado la disminucién de la actividad TH (23%) se corresponde
con la disminucién en la cantidad de enzima TH, mientras que en sustancia
negra el descenso en la actividad TH es del 55% y la cantidad de enzima
TH solo disminuye el 32%. Esta pérdida de actividad no corresponde
dnicamente a una disminucién en la cantidad de enzima, lo cual indica una
posible inactivacion de la enzima.
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TABLA 8. CUANTIFICACION DE TIROSINA HIDROXILASA
EN ESTRIADO Y SUSTANCIA NEGRA DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24

Estriado 0,223 + 0,034 0,189 + 0,018 0,175 + 0,022

Sustancia Negra 0,087 + 0,007 0,085 +£ 0,007 0,060+0,010*a,b

Los resultados se han obtenido midiendo la absorbancia a 405 nm mediante
E.L.I.S.A. como se describe en Material y Métodos. Corresponden a la media
+ D.E. de al menos cuatro animales para cada experimento. Significacién
estadistica: ANOVA seguido del test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con
4 meses, b: comparado con 12 meses.



4.2."ACTIVIDAD MOLECULAR" DE LA ENZIMA TIROSINA
HIDROXILASA EN DIFERENTES CENTROS DEL SNC
DURANTE EL PROCESO DEL ENVEJECIMIENTO.

Si consideramos un pardmetro "actividad molecular" de la enzima TH
como la razén entre la actividad y la cantidad de enzima podriamos tener
una idea de la actividad por proteina enzimadtica en cada uno de los centros
estudiados asi como también ver si las posibles modificaciones en la
actividad pueden ser justificadas por variaciones paralelas en la cantidad
de enzima. Los resultados se expresan en la Tabla 9.

Como puede verse en estos centros existen fundamentalmente tres tipos
de enzima: uno cuya "actividad molecular" esta por de bajo de 100
(hipocampo, corteza prefrontal y coliculo superior); otro cuya actividad
molecular esta entre 100-200 (bulbo olfatorio, estriado y sustancia negra)
y otro cuya actividad se encuentra por encima de los 500 (hipotdlamo,
eminencia media e hipofisis). Estas diferencias de actividades deben ser
debidas a que sean isoenzimas distintas o que su actividad se encuentre
regulada "in vivo" por algin mecanismo a corto plazo.
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TABLA 9. "ACTIVIDAD MOLECULAR" TIROSINA
HIDROXILASA EN DIFERENTES CENTROS DEL SNC
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

4 meses 12 meses 24 meses
Bulbo olfatorio 116 | 170 152
Coliculo superior 53 65 60
Hipocampo 39 48 56
Corteza prefrontal 66 111 109
Hipotidlamo 530 495 770
Eminencia media 923 617 869
Hipéfisis 566 575 557
Estriado 134 158 132

Sustancia negra 150 155 100



4.3. MEDIDA DE LA CANTIDAD DE
NEUROFILAMENTOS Y GLIA EN DIFERENTES
CENTROS DEL SNC DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Los cambios producidos en la actividad o fundamentalmente en la
cantidad de la enzima tirosina hidroxilasa pueden ser debidos a cambios en
los mecanismos de regulacién de la enzima, cambios en la sintesis de
proteinas o también producidos por muerte neuronal. La variacién en la
proporcién neurona y glia se puede estudiar cuantificando Ia
concentracién de las proteinas de los neurofilamentos y la proteina acida
de glia. Con estas medidas también conoceremos la posible existencia de
muerte neuronal. Una disminucién en la cantidad de neurofilamentos
indicard un proceso de muerte neuronal, y un aumento de proteina acida
de glia puede significar proliferacién de la glia o también un proceso de
activacién de glia (que puede no ir acompafiado de aumento de glia). De
forma general la degeneracién neuronal suele ir acompafiada de gliosis.

4.3.1. BULBO OLFATORIO.

En esta estructura hemos utilizado como marcador especifico de
células neuronales la proteina neurofibrilar de 68 kDa y la proteina
fibrilar acida de glia como marcador de células gliales. Los
neurofilamentos presentan valores de absorbancia muy similares a los
encontrados para la cantidad de enzima TH. No encontramos diferencias
significativas en ninguna de las tres edades.

En cuanto a los valores de proteina fibrilar 4cida de glia, también
permanecen invariables en bulbo olfatorio durante el envejecimiento.
Estos resultados quedan reflejados en la Tabla 10.
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TABLA 10. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
DE GLIA EN BULBO OLFATORIO DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24

Neurofilamentos 0,068 + 0,018 0,062 + 0,019 0,052 + 0,019
68 kDa

Proteina Acida 0,504 + 0,045 0,513 + 0,035 0,493 + 0,056
de Glia

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de mas de cinco
en cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe.



4.3.2. COLICULO SUPERIOR

Encontramos una disminucién significativa en el contenido de
neurofilamentos de 68 kDa a los 12 meses que es del 17,5% (p<0,05) y a
los 24 meses del 36,7 % (p<0,01) comparados con 4 meses. También
observamos un descenso significativo entre 12 y 24 meses del 23,4 % ,
(p<0,05).

En cuanto a la glia, no observamos diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de proteina fibrilar dcida de glia a pesar de
que los valores observados a los 12 y a los 24 meses son superiores al
observado a los 4 meses. Los resultados se muestran en la tabla 11.
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TABLA 11. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
DE GLIA EN COLICULO SUPERIOR DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24

Neurofilamentos 0,321 + 0,022 0,265 + 0,034*2 0,203+ 0,012**axb
68 kDa

Proteina Acida 0,771+ 0,062 0,832 + 0,050 0,805 + 0,045
de Glia

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de mds de cinco
en cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe. *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.3.3. HIPOCAMPO

De todos los parametros estudiados en el hipocampo, sélo encontramos
variaciones en el contenido de neurofilamentos y en el contenido de glia. Los
resultados se muestran en la tabla 12. Los neurofilamentos de 68 kDa
descienden a los 24 meses de edad en un 33% si se compara con 4 meses y en
un 43% si se compara con 12 meses (p<0,01). En cuanto a la glia, a los 12
meses se observa un incremento del 16% de proteina 4dcida de glia comparado

con 4 meses y a los 24 meses un incremento del 22% comparado con 4 meses
(p<0,01).



TABLA 12. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
DE GLIA EN HIPOCAMPO DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24

Neurofilamentos 0,155 + 0,004 0,184 + 0,020 0,104 + 0,013**ab
68 kDa

Proteina Acida 0,516 + 0,033 0,602 + 0,016*2 0,631 + 0,025**2
de Glia

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de méas de cinco
en cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe. *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.3.4. CORTEZA PREFRONTAL

La cantidad de neurofilamentos de 68 kDa permanece practicamente
invariable durante el envejecimiento.

En cuanto a la proliferacién de glia , ésta es del 10% a los 12 meses,
aunque este aumento no es estadisticamente significativo. A los 24 meses si
se observa un aumento significativo del 12 % (p<0,05). Los resultados se
muestran en la tabla 13.

TABLA 13. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y
DE GLIA EN CORTEZA PREFRONTAL DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24

Neurofilamentos 0,119 + 0,006 0,107 £ 0,011 0,099 + 0,019
68 kDa

Proteina Acida 0,516 + 0,009 0,566 + 0,0021 0,579 + 0,052*2
de Glia

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + D.E. El niimero de animales fue de mds de cinco
en cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe. *p<0,05; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con 12
meses.



4.3.5. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO

En cuanto al contenido en neurofilamentos de 68 kDa, el hipotdlamo es
la estructura que presenta valores mds altos, pero estos permanecen
invariables durante el envejecimiento

La hipéfisis muestra valores muy bajos, sin cambios estadisticamente
significativos en ninguna de las tres edades estudiadas.

Respecto al contenido de proteina 4cida de glia, también el hipotadlamo
muestra los valores mds altos. En el primer periodo de edad estudiado
(entre 4 y 12 meses) no presenta cambios, pero si se observa un aumento
significativo del 16% a los 24 meses (p<0,01) con respecto a 4y 12
meses.

La hipéfisis muestra valores muy bajos comparados con los de
hipotdlamo y también presenta variaciones. Observamos un aumento del
contenido de glia a los 12 meses del 24% (aunque no es estadisticamente
significativo). El aumento observado a los 24 meses es del 77% y
estadisticamente significativo comparado con 4 meses (p<0,05).

En eminencia media no han sido determinados ninguno de estos dos
pardmetros, debido al tamafio tan pequefio de esta estructura, que no ha
permitido disponer de la suficiente cantidad de muestra para las
determinaciones. Para poder llevarlas a cabo, hubiésemos tenido que
utilizar animales diferentes a los que no se hubiera podido determinar la
actividad TH ni la cantidad de enzima. Esto supondria una variacién con
respecto a las demds estructuras estudiadas en las cuales todas las
determinaciones se han llevado a cabo partiendo de la misma muestra. Los
resultados se muestran en las tablas 14 y 15.
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TABLA 14. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS EN
HIPOTALAMO E HIPOFISIS DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24
Hipotdlamo 0,382 + 0,029 0,387 + 0,035 0,331 + 0,096
Hipdfisis 0,020 + 0,001 0,040 + 0,017 0,025 + 0,010

Los resultados se han obtenido mediante E.L.I.S.A. como se describe en
Material y Métodos. Corresponden a la media + D.E. de al menos cuatro
animales para cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido
del test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con 4 meses, b: comparado con
12 meses.



TABLA 15. CUANTIFICACION DE GLIA EN HIPOTALAMO E
HIPOFISIS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (meses) 4 12 24
Hipotidlamo 0,630 + 0,028 0,632 + 0,016 0,731 = 0,022**
Hipdfisis 0,053 £ 0,020 0,066 = 0,006 0,094 + 0,015*a

Los resultados se han obtenido mediante E.L.I.S.A. como se describe en
Material y Métodos. Corresponden a la media + D.E. de al menos cuatro
animales para cada experimento. Significacién estadistica: ANOVA seguido
del test de Scheffe: *p< 0,05. a: comparado con 4 meses, b: comparado con
12 meses.



4.3.6. VIA NIGRO-ESTRIADA.

Los resultados se muestran en la figura 15. No encontramos cambios
significativos entre 4 y 12 meses de edad en ninguno de los pardmetros
estudiados ni en ninguna de las dos estructuras. Entre 12 y 24 meses si se
observa un descenso en la cantidad de neurofilamentos de 68 kDa en
sustancia negra (28%) (p<0,05) y en estriado (14%), no significativo.
También en sustancia negra hemos medidose los neurofilamentos de 160
kDa, los cuales muestran un descenso significatico (30%). Por el
contrario, el contenido de glia aumenta significativamente en ambas
estructuras a los 24 meses (16% en sustancia negra y 26% en estriado).

En conjunto estos resultados sugieren una considerable pérdida
neuronal en sustancia negra, y muy leve en estriado , acompafiada por una
proliferacion de glia en ambas estructuras. Resultados que concuerdan con
estudios previos (O'Callaghan y Miller, 1991).
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Figura 15. Cantidad de neurofilamentos y glia en estriado y sustancia
negra durante el envejecimiento. Los resultados fueron obtenidos
midiendo la absorbancia a 405 nm tal como se describe en Material y
Métodos. El nimero de animales fue de al menos 5 en todas las
determinaciones. Significacidn estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe : *p<0,05 ; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado
con 12 meses
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4.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS
CARBONILOS DE HOMOGENADOS DE PROTEINAS
DE DIFERENTES CENTROS DEL SNC DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO

Otro pardmetro importante que junto con el de la muerte neuronal nos
puede dar una idea del estado de envejecimiento del centro estudiado, es el
dafio producido por oxidacién. El proceso de envejecimiento se justifica
actualmente de una manera importante mediante la produccion y
acumulacién de dafios oxidativos producidos por radicales libres de
oxigeno. Este dafio se manifiesta por un aumento en la concentracién de
grupos carbonilos.

4.4.1. BULBO OLFATORIO.

El contenido en grupos carbonilos de proteinas ha sido ampliamente
utilizado como medida de oxidacién de proteinas. Los resultados quedan
reflejados en la figura 16. Observamos una ligera tendencia al aumento de
grupos carbonilos conforme aumenta la edad, a pesar de que los valores
no muestran cambios significativos: 170,6 + 13,06 a los 4 meses, 180,17 +
14,42 a los 12 meses y 186,34 + 9,44 a los 24 meses. Los valores estan
expresados en cpm/ug de proteina. Etos rsultados indican que esta
estructura no se encuentra afectada por dafios oxidativos.

4.4.2. COLICULO SUPERIOR

En esta estructura no encontramos diferencias en la actividad TH y
tampoco en la cantidad de enzima durante el envejecimiento. Pero al
encontrar una disminucién significativa en el contenido de
neurofilamentos, hemos medido los grupos carbonilos en homogenados de
proteinas con idea de ver si esa modificacion estaba relacionada con
procesos oxidativos. Los resultados se muestran en la figura 17.
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El valor mas alto se observa a los 12 meses. Este incremento es
estadisticamente significativo con respecto a 4 meses (p<0,01). Sin
embargo, a los 24 meses el valor es similar al encontrado en animales de 4
meses.

4.4.3. HIPOCAMPO

A pesar de que no encontramos diferencias ni en la actividad TH ni en
la cantidad TH durante el envejecimiento, el encontrar una disminucién
significativa en el contenido de neurofilamentos, hemos medido los grupos
- carbonilos en homogenados de proteinas con idea de ver si la disminucién
era debida a procesos oxidativos. Los resultados se muestran en la figura

18. No aprecidndose diferencias significativas en ninguna de las tres
edades.

4.4.4. CORTEZA PREFRONTAL

Esta estructura presenta los valores mds elevados de grupos carbonilos
si la comparamos con las estudiadas anteriormente. Los resultados quedan
reflejados en la figura 19. El valor més alto se observa a los 12 meses y el
mas bajo a los 24 meses. El descenso observado entre 12 y 24 meses es
estadisticamente significativo (p<0,05).

En esta estructura hemos encontrado unos resultados muy particulares,
no hay disminucién de la actividad TH con la edad sino aumento pero no
aumenta la cantidad de enzima. De esta manera no podemos considerar
que la enzima esté afectada por dafios oxidativos. Los valores de la medida
de carbonilos lo confirman.
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Figura 16. Variaciéon de la cantidad de grupos carbonilos en
bulbo olfatorio durante el envejecimiento. Los resultados se han
obtenido como se describe en Material y Métodos. Estan expresados en
cpm/ug proteina. Corresponden a la media + D.E. de al menos cinco
determinaciones. Significacion estadistica: ANOVA seguido del test de

- -+ Scheffe: *p<0,05 ; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con

12 meses.
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Figura 17. Variacién de la cantidad de grupos carbonilos en
coliculo superior durante el envejecimiento. Los resultados se han
obtenido como se describe en Material y Métodos. Estdn expresados en
cpm/ug proteina. Corresponden a la media + D.E. de al menos cinco
determinaciones. Significacién estadisticaz ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05 ; **p<0.01; a comparado con 4 meses, b comparado con
12 meses.
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Figura 18. Variaciéon de la cantidad de grupos carbonilos en
hipocampo durante el envejecimiento. Los resultados se han
obtenido como se describe en Material y Métodos. Estdn expresados en
cpm/ug proteina. Corresponden a la media + D.E. de al menos cinco
determinaciones. Significacion estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05 ; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con
12 meses.
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Figura 19. Variacion de la cantidad de grupos carbonilos en
corteza prefrontal durante el envejecimiento. Los resultados se
han obtenido como se describe en Material y Métodos. Estdn expresados
en cpm/pg proteina. Corresponden a la media + D.E. de al menos cinco
determinaciones. Significacidon estadistica: ANOVA seguido del test de
Scheffe: *p<0,05 ; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b comparado con
12 meses.




4.4.6. VIA NIGRO-ESTRIADA.

Los resultados estan mostrados en la Tabla 16. El estriado no muestra
ningin cambio significativo durante todo el periodo de envejecimiento
estudiado, aunque muestra valores superiores a los 12 y 24 meses de edad.
Por el contrario, la sustancia negra muestra un aumento con la edad del
47% alos 12 meses (no significativo) y del 68% a los 24 meses (p<0,05).
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TABLA 16. MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS EN
HOMOGENADOS DE ESTRIADO Y SUSTANCIA NEGRA
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (Meses) 4 12 24
Estriado 133,0 + 6,7 149.0 + 28,8 144.4 + 20,6
Sustancia Negra 81,6 + 84 120,2 + 11,8  137,0 + 5,5*a,b

Los resultados estan en cpm/ pg proteina Corresponden a la media + D.E. El
nimero de animales fue de al menos cuatro para cada experimento.
Significacion estadistica: ANOVA seguido del test de Scheffe: *p< 0,05. a:
comparado con 4 meses, b: comparado con 12 meses.



4.5. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS DE LA
ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA EN SUSTANCIA NEGRA
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

De todos los resultados ya descritos podemos ver que la via nigro-
estriada es la que parece sufrir un mayor proceso de envejecimiento y
dentro de ésta la sustancia negra. La sustancia negra es la estructura que
muestra una mayor disminucién de la actividad TH, la cual no
corresponde con la disminucién de la cantidad de enzima encontrada y con
la muerte neuronal producida, lo cual permite pensar en la existencia de
un proceso de inactivacién. Al encontrar un incremento significativo en el
contenido de grupos carbonilos en homogenados de sustancia negra,
hemos pensado que la enzima TH podria estar afectada por dafios
oxidativos en esta estructura. Por esta razén, hemos medido los grupos

carbonilos de la enzima especificamente. Los resultados se muestran en la
tabla 17.

No encontramos diferencias significativas en el periodo comprendido
entre 4 y 12 meses, como tampoco se encontraban en ninguno de los
estudios anteriores, pero si se observa un aumento del 59% en el

contenido de carbonilos en la rata vieja cuando se compara con la joven
(p<0,05).
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TABLA 17. MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS DE LA
ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA EN SUSTANCIA NEGRA
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Edad (Meses) 4 12 24
cpm TH 288 + 41,3 293 + 34,7 459 + 2,5%
cpm/cantidad TH 3029 + 479 4294 + 465 9514 + 1365*@

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos. Una
alicuota de homogenado de sustancia negra fue incubada con borohidruro
sédico tritiado. Seguidamente la TH se inmunoprecipité con un anticuerpo
monoclonal y se midi6 la radiactividad incorporada a la enzima. La cantidad
de TH fue determinada mediante E.L.I.S.A. El niimero de animales fue de
cuatro para cada experimento. Significacion estadistica: ANOVA seguido de
test de Scheffe: *p<0,05. a comparado con cuatro meses.



4.6. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA OXIDACION "IN
VITRO" SOBRE LA ACTIVIDAD TH, EL CONTENIDO
DE GRUPOS CARBONILOS DE HOMOGENADOS DE
PROTEINAS Y EL CONTENIDO DE GRUPOS
CARBONILOS DE LA ENZIMA TH. |

La descripcién de un aumento en la cantidad de grupos carbonilos en la
enzima TH de sustancia negra parece apunta a que la pérdida de su
actividad descrita durante el proceso del envejecimiento se deba a un
proceso de inactivacién por oxidacién, proceso ya descrito en otras
enzimas. Sin embargo, para que esto tenga una mayor fiabilidad se
necesita demostrar que la TH puede ser inactivada mediante un proceso
oxidativo y que este conlleva un aumento en su contenido de grupos
carbonilos. Estos experimentos los llevamos a cabo en homogenados de
estriado de animales j6venes con el fin de al tener una mayor cantidad de
TH vy facilitar las medidas.

4.6.1. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA "IN
VITRO" EN HOMOGENADOS DE ESTRIADO TRAS
OXIDACION.

La actividad "in vitro" TH fue monitorizada bajo tres sistemas
diferentes de produccién de radicales libres. Uno de ellos incluia acido
ascOrbico y cloruro férrico y otro 4cido ascérbico y suifato de cobre,
sistemas descritos como generadores de radicales libres (Levine, 1983).
Sin embargo, ninguno de los dos pudo ser utilizado para monitorizar la
actividad TH, ya que observamos que al tratar los homogenados con
ascorbico y cloruro férrico, la actividad aumentaba. Esta observacién esta
relacionada con el hecho de que la TH puede unirse al i6n ferroso de
manera reversible, siendo su actividad catalitica estrictamente dependiente
de la presencia de este i6n (Haavick y col., 1991).
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Esta hecho nos llevé a utilizar otro sistema generador de radicales
libres: acido ascérbico y sulfato de cobre. Observamos que bajo estas
condiciones, la actividad TH era fuertemente inhibida. Esta inhibicién
parece ser debida tnicamente a la presencia del i6n ciprico. Para
comprobarlo, incubamos el homogenado de estriado con sulfato de cobre
en ausencia de acido ascéOrbico e igualmente observamos una alta
inhibicién de la actividad TH. Debido a la interferencia de los cationes
divalentes con la actividad TH, decidimos emplear un sistema productor
de radicales libres completamente distinto como el peréxido de hidrégeno
(Halliwel, 1992). Este compuesto es producido debido a la accién de la
enzima monoamino oxidasa en sistemas catecolaminérgicos. Como primer
paso de nuestros experimentos incubamos el homogenado de estriado en
presencia de concentraciones crecientes de H,O, durante 30 minutos.
Encontramos una disminucién de la actividad TH dependiente del tiempo
y de la concentracién de H>,O, solo a concentraciones mayores de 30 mM.
Por lo tanto, decidimos utilizar el HyO, a la concentracién de 40 mM. Los
resultados quedan reflejados en la figura 20. Observamos una disminucién
de la actividad TH dependiente del tiempo que es del 20% a los 5 minutos
con respecto a controles sin oxidar, llegando hasta el 45% a los 20
minutos.

4.6.2 . MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS EN HOMOGENADOS DE
ESTRIADO TRAS OXIDACION

El contenido en grupos carbonilos de los homogenados de proteinas fue
ligeramente afectado por el HyO, . Observamos un ligero aumento con
respecto al tiempo como puede verse en la figura 2, que es del 5,6 % a los
5 minutos con respecto a controles sin oxidar, llegando hasta el 21,7% a
los 20 minutos, aunque estas diferencias no son estadisticamentes
significativas.

4.6.3.MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS DE LA ENZIMA
TIROSINA HIDROXILASA DE ESTRIADO TRAS OXIDACION.

El contenido de grupos carbonilos de la enzima TH con respecto al
tiempo de oxidacién con H,O, aumenta considerablemente. (Figura 20).
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Tras 10 minutos de tratamiento encontramos un aumento del 60% con
respecto a controles no oxidados, el cual se mantiene a los 20 minutos.
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Figura 20. Efecto del efecto de la oxidacién "in vitro" sobre la
actividad TH, el contenido de grupos carbonilos en
homogenados de proteinas y el contenido de grupos carbonilos
de la enzima TH. Homogenados de estriado fueron incubados con 40
mM de H»0». Los resultados estan expresados como porcentajes respecto a
controles sin oxidar y corresponden a la media + D.E. de cuatro
determinaciones independientes. Los valores absolutos obtenidos para
controles fueron los siguientes: Actividad TH "in vitro": 36,7 nmol/mg
proteina/h; grupos carbonilos de homogenados de proteinas: 133 cpm/ug
proteina; grupos carbonilos de la enzima TH: 0,07 cpm/intensidad de
banda en unidades arbitrarias.Significacién estadistica: ANOVA seguido
del test de Scheffe : *p<0,05 ; **p<0,01; a comparado con 4 meses, b
comparado con 12 meses.
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4.7. ESTUDIO DEL TRATAMIENTO CON DEPRENILO EN
ANIMALES VIEJOS. ESTUDIO DE LA VIA NIGRO-
ESTRIADA.

El deprenilo es un compuesto al que se le atribuyen algunas
propiedades que podriamos denominar anti-envejecimiento. Basandonos
en nuestros resultados anteriores hemos estudiado el efecto del deprenilo
en la via nigro-estriada, que es la que ha mostrado un mayor o mas rapido
proceso de envejecimiento sufriendo mayores cambios: inactivacion de la
enzima TH, muerte neuronal, aumento de grupos carbonilos. Estos hechos
ocurren en sustancia negra, aunque también estudiaremos el estriado de
forma comparativa.

4.7.1. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA "IN
vIvOo"

La actividad TH fue medida de la misma forma que en nuestro estudio
durante el envejecimiento, utilizando NSD-1015 como inhibidor
especifico de la enzima L-aminodcido aromético descarboxilasa. El
estriado presenta mds del doble de actividad que la sustancia negra. Los
controles tratados con solucién salina muestran valores de actividad TH
muy similares a los encontrados en animales viejos en nuestro estudio
durante el envejecimiento. Los resultados estdn mostrados en la tabla 18.
En sustancia negra no encontramos variaciones significativas en los
animales tratados con respecto a los controles. Por el contrario, en
estriado observamos una disminucién en la actividad del 35 % en los
animales que recibieron deprenilo (p<0,05).
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TABLA 18. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA "IN
VIVO" EN ESTRIADO Y SUSTANCIA NEGRA DE RATAS
VIEJAS TRATADAS CON DEPRENILO.

CONTROLES DEPRENILO
Estriado 61,60 + 8,02 39,54 + 3,60*
Sustancia Negra 22,20 + 3,25 23,17 + 2,73

Los resultados estan expresados como pmol de L-DOPA formados/ mg de
proteina/ hora. Corresponden a la media + DE de cuatro experimentos. La
significacion estadistica fue obtenida mediante el test ¢ de Student: *p<0,05;
**p<0,01.



4.7.2.MEDIDA DE LA CANTIDAD DE ENZIMA TIROSINA
HIDROXILASA.

Al igual que para la actividad el estriado muestra valores mayores que la
sustancia negra. Los resultados se muestran en la tabla 19. Los valores son
del orden de los encontrados en nuestro estudio durante el envejecimiento.
En el estriado el contenido de TH permanece invariable con el tratamiento,
mientras que en sustancia negra se observa un aumento significativo del 86%
(p<0,01), con respecto a los controles no tratados. El contenido de enzima
TH en sustancia negra de animales viejos tratados con deprenilo llega a ser
casi el doble del observado en animales jévenes. '



TABLA 19 .CUANTIFICACION DE TIROSINA HIDROXILASA
EN SUSTANCIA NEGRA Y ESTRIADO DE RATAS VIEJAS
TRATADAS CON DEPRENILO.

CONTROLES DEPRENILO
Estriado 0,184 + 0,021 0,196 + 0,006
Sustancia Negra 0,072 + 0,012 0,155 + 0,032**

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + DE de al menos cinco experimentos. La
significacion estadistica fue obtenida a partir del test ¢ de Student: *p<0,05 ;
*#p<0,01.



4.7.3. MEDIDA DE LA CANTIDAD DE NEUROFILAMENTOS Y
GLIA

Hemos estudiado el contenido en neurofilamentos de 68 kDa y en
proteina dcida de glia mediante E.L.I.S.A. En ambas estructuras se puede
ver un ligero aumento en el contenido de neurofilamentos, en los
animales tratados que es del 9% en sustancia negra y del 12% en estriado,
aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas.(Tabla 20)

En cuanto al contenido de glia, en sustancia negra de animales tratados
se observa que disminuye significativamente (3%) (p<0,05) con respecto a

controles, pero en estriado se observa lo contrario, un aumento de glia del
10 % (p<0,05).
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TABLA 19. CUANTIFICACION DE NEUROFILAMENTOS Y DE
GLIA EN ESTRIADO Y SUSTANCIA NEGRA DE RATAS
VIEJAS TRATADAS CON DEPRENILO.

Absorbancia a 405 nm

Neurofilamentos 68 kDa Proteina Acida de Glia

CONTROLES  DEPRENILO CONTROLES DEPRENILO

Estriado 0,289 + 0,040 0,325 + 0,070 0,729 + 0,030 0,804 + 0,040*

Sustancia 0,327 + 0,035 0,357 +£ 0,009 0,772 + 0,010 0,755 + 0,006*
Negra

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + DE de al menos cinco experimentos. La
significacién estadistica fue obtenida a partir del test ¢ de Student: *p<0,05 ;
**p<0,01.



4.7.4.DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS
CARBONILOS EN HOMOGENADOS DE PROTEINAS

La medida de grupos carbonilos es un indice del dafio oxidativo producido
en proteinas. Hemos visto como en el envejecimiento estaba afectada la
sustancia negra y particularmente la enzima TH. Con esta medida
pretendemos saber si el deprenilo mejora o previene los dafios causados por
oxidacion reflejados en una variacién en el contenido de grupos carbonilos de
las proteinas. Los resultados se muestran en la tabla 21. Los controles
muestran valores del mismo orden a los encontrados en nuestro estiudio
durante el envejecimiento.

En estriado no se observan variaciones significativas, por el contrario en
sustancia negra se observa una disminucién del 47,5 % (p<0,01) en los
animales tratados con respecto a los controles. El valor de cpm/pg proteina
llega a ser inferior al observado en animales de 4 meses.



TABLA 21. MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS EN
HOMOGENADOS DE PROTEINAS DE ESTRIADO Y
SUSTANCIA NEGRA DE RATAS VIEJAS TRATADAS CON
DEPRENILO.

CONTROLES DEPRENILO
Estriado 141,96 + 28,1 143,48 + 16,8
Sustancia Negra 136,19+ 21,8 71,52 + 13,16**

Los resultados estan expresados como cpm/ug de proteina. Corresponden a la
media + DE de al menos cinco experimentos. La significacién estadistica fue
obtenida a partir del test ¢ de Student: *p<0,05 ., **p<0,01.



4.7.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS
CARBONILOS DE LA ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA EN
SUSTANCIA NEGRA.

Al observar una disminucién significativa de la cantidad de grupos
carbonilos en homogenados de sustancia negra, hemos medido los grupos
carbonilos especificos de la enzima TH en esta estructura con idea de ver si
esta mejora afecta a la enzima particularmente. Los resultados quedan
reflejados en la tabla 22. Observamos una disminucién en los valores de cpm
del 42,3 % en los animales tratados con respecto a los controles (p<0,01).

TABLA 22. MEDIDA DE GRUPOS CARBONILOS DE LA
ENZIMA TIROSINA HIDROXILASA EN SUSTANCIA NEGRA
DE RATAS VIEJAS TRATADAS CON DEPRENILO.

CONTROLES DEPRENILO
cpm TH 471,4 + 73,8 271,9 + 50,0**
cpm/cantidad TH 5623,5 + 689 1578,2 + 115%*

Los resultados se han obtenido como se describe en Material y Métodos.
Corresponden a la media + DE de al menos cinco experimentos. La
significacion estadistica fue obtenida a partir del test # de Student: *p<0,05 ;
**p<0,01.



4.8. MEDIDA DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE IGF-I
EN RATAS VIEJAS TRATADAS CON DEPRENILO.

Las catecolaminas hipotalamicas juegan un papel importante en la
regulacién de las funciones del sistema hipotaldmico-hipofisario y por
tanto en la secrecién hormonal. Estd demostrado que la dopamina
liberada en el hipotdlamo aumenta la secrecion de GH. Por otra parte,
hemos visto que el deprenilo parece tener un efecto protector en animales
viejos de la enzima TH, la cual cataliza el paso inicial de la sintesis de
catecolaminas. Por ello nos ha parecido interesante medir los niveles de
GH, hormona secretada por la hipdfisis, en animales tratados con
deprenilo, ya que éstos pueden verse afectados por las modificaciones que
sufran los sistemas catecolaminérgicos. Debido a que la secrecién de GH
sufre numerosas fluctuaciones diurnas y se ve influenciada por numerosos
factores, como por ejemplo, estado nutricional, ejercicio, estrés.., los
niveles de GH pueden ser medidos indirectamente midiendo los niveles
plasmaéticos de IGF-I o somatomedina C, ya que estos guardan estrecha
relacién con los niveles de GH. Las medidas se han realizado mediante
R.I.A., tal como se describe en Material y Métodos. Los niveles de IGF-I
para cada muestra individual se han obtenido extrapolando en la curva
realizada con lo estdndares suministrados en el kit de medida.

Encontramos un aumento significativo en el grupo de animales tratados
con deprenilo. Este aumento es del 61 % con respecto a controles tratados
con soluicién salina. Los resultados quedan reflejados en la tabla 23.
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TABLA 23 . MEDIDA DE LOS NIVELES DE IGF-I EN SUERO
DE RATAS VIEJAS TRATADAS CON DEPRENILO

CONTROLES DEPRENILO

557,847 + 65,40 | 899,280 + 55,42**

Los resultados estin expresados en ng IGF-I/ml. El nimero de
experimentos fue de cuatro. La significacién estadistica fue obtenida
mediante el test # de Student: *p< 0,05; **p< 0,01.

129



5. DISCUSION
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5.1. ACTIVIDAD TH Y CANTIDAD DE ENZIMA TH EN
DIFERENTES CENTROS DEL SNC.

Todos los centros estudiados presentan actividad TH ya que todos
ellos poseen terminales o cuerpos neuronales dopaminérgicos. La
actividad TH parece estar relacionada fundamentalmente con la cantidad
de DA descrita para dichos centros (). Esto es 16gico teniendo en cuenta
que es la enzima limitante y reguladora de su sintesis (Nagatsu y
col.,1964 ). Por otra parte, la actividad TH también parece estar
relacionada con la cantidad de enzima TH. Nosotros observamos la mayor
actividad y la maxima cantidad de enzima en estriado. Esto esta de
acuerdo con otros trabajos en los que se pone de manifiesto una
distribucién heterogénea de la TH en el cerebro de rata (Bjorklund y
Lindwall, 1984), la cual es paralela a la distribucién de los sistemas
dopaminérgicos. Mediante técnicas de autorradiografia se ha observado la
mayor intensidad de marcaje en areas con gran inervacién dopaminérgica
como el estriado (Raisman-Vozari y col., 1991). Sin embargo, cuando
relacionamos la actividad con la cantidad de enzima, calculando la
"actividad molecular", observamos notables diferencias entre la enzima de
unos centros y de otros.

La proteina enzimdtica con mayor actividad "in vivo" es la de los
centros, eminencia media, hipdfisis e hipotdlamo. Ademads son unos
centros con una fuerte actividad noradrenérgica. Esto parece importante
ya que la sintesis de noradrenalina también tiene como enzima limitante a
la enzima TH. Estos centros estin implicados en el control
neuroendocrino, ya que regulan la liberacién de algunas hormonas. Estas
hormonas también ejercen efectos sobre la sintesis de catecolaminas. Esto
quiere decir que la enzima en estas estructuras puede estar regulada por
un mecanismo adicional, que justificaria las diferencias observadas con
respecto a otros centros que no participan en el control hormonal.

Con una menor actividad se encuentran los centros bulbo olfatorio,
sustancia negra y estriado. Estos son centros de gran inervacion
dopaminérgica. La sustancia negra tiene neuronas dopaminérgicas, con
una concentracién de DA relativamente pequefia y una pequefia actividad
TH. Sin embargo su "actividad molecular”" es semejante a la de los otros
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dos centros. El estriado es un sistema dopaminérgico muy importante,
presenta una elevada concentracién de DA, posiblemente la més elevada
de cerebro, presentando también una alta actividad TH, asi como una
elevada cantidad de enzima. Su "actividad molecular” es semejante a la
encontrada para la sustancia negra, lo parece indicar un grado semejante
de actividad. En cuanto al bulbo olfatorio, éste recibe proyecciones
dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares estdn situados en el area ventral
tegmental, de una forma similar al estriado que recibe las proyecciones
desde la sustancia negra, lo que ocurre es que la via que va al olfatorio no
es tan intensa como la que va al estriado, con lo cual muestra una
actividad TH més baja y una menor cantidad de enzima.

Los centros que presenta menor actividad molecular son el
hipocampo, la corteza prefrontal y el coliculo superior. Hipocampo y
corteza prefrontal son centros del denominado sistema limbico. Se
caracterizan también por tener una baja concentracién de DA, menor que
los otros centros estudiados. Esta baja concentracién de DA puede
justificar la baja actividad "in vivo" encontrada. Sin embargo, este hecho
no justifica la relativamente alta concentracién de TH encontrada. En este
caso esta enzima parece tener una menor actividad que la TH de las otras
estructuras. Esto no tiene mds remedio que hacer pensar en la diferencia
en el tipo de proteina enzimatica o en el diferente estado de regulacion.

5.2. VARIACIONES DE LA ACTIVIDAD TH Y DE LA
CANTIDAD DE ENZIMA TH DURANTE EL PROCESO
DE ENVEJECIMIENTO.

Durante el proceso del envejecimiento una parte de los centros
estudiados no sufrieron variaciones ni en la actividad TH ni tampoco en su
cantidad. Estas estructuras fueron bulbo olfatorio, hipocampo, coliculo
superior, eminencia media e hipofisis. El hipotdlamo no sufrié variacion
en la actividad TH. Sin embargo si hubo una disminucién en la cantidad
de enzima. Estos dos hechos producen por tanto un aumento de su
"actividad molecular", lo que parece indicar un proceso de activacién de
la enzima, posiblemente como mecanismo compensatorio para mantener la
concentracién de DA en condiciones en las que ha habido una disminucién
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en la cantidad de enzima. Hechos semejantes se han descritos en algunos
otros procesos que producen los mismos efectos, disminucién de la
cantidad de enzima ().

La corteza prefrontal se comporta de una manera esencialmente
diferente a todas las demds estructuras. Durante el proceso del
envejecimiento se produce un aumento de su actividad. Este aumento tiene
lugar en el primer periodo estudiado, de 4 a 12 meses de edad de la rata.
Durante el periodo de envejecimiento entre 12 y 24 meses no hay
modificacién de la actividad.

El sistema nigro-estriado perece que es, desde el punto de vista de
nuestro estudio, el sistema mas sensible al proceso del envejecimiento.
Este dato parece estar de acuerdo con el hecho conocido de que los
ganglios basales presentan durante el envejecimiento un déficit en sus
sistemas de neurotransmisién (Finch, 1981), siendo la transmision
dopaminérgica la més afectada (McGeer y col, 1971), como lo demuestra
la disminucién de DA y sus metabolitos observada en la sustancia negra
de rata durante el proceso del envejecimiento (Venero y col., 1989).

Nuestros resultados muestran una ligera pérdida de actividad y de
cantidad de enzima en estriado. Sin embargo, la sustancia negra; presenta
durante el periodo de 12 a 24 meses, una fuerte pérdida de actividad que
supera el 50 %. Estudiando la cantidad de enzima en esta estructura,
también observamos que sufre un descenso acusado del 30 %. En estriado,
podemos considerar que el descenso en la actividad estd producido por
disminucién en la cantidad de enzima, ya que ambos son del mismo
orden. Sin embargo, en sustancia negra, la pérdida de cantidad de
enzima no justifica la pérdida de actividad enzimatica, produciéndose una
fuerte disminucién de la "actividad molecular". Este hecho parece indicar
que en este centro, sustancia negra, se ha producido una inactivacién de la
enzima TH durante el proceso de envejecimiento.

5.3. VARIACIONES DE LA CANTIDAD DE
NEUROFILAMENTOS Y GLIA DURANTE EL
PROCESO DEL ENVEJECIMIENTO.
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Las modificaciones en la cantidad de enzima pueden ser producidas
por dos causas principales: a) disminucién de la sintesis de proteinas
durante el proceso del envejecimiento, lo cual ha sido descrito como un
hecho general del proceso del envejecimiento (Fando y col., 1980); y b)
muerte neuronal.

Durante el proceso del envejecimiento, los centros estudiados
muestran un comportamiento diferente. Unos parecen sufrir un proceso
de envejecimiento poco acusado, ya que no muestran cambios en el
contenido de neurofilamentos y tampoco en glia. Entre estos centros se
encuentra fundamentalmente el bulbo olfatorio. Otros presentan un
mayor grado de envejecimiento; desde nuestro punto de vista, serian
aquellos en los que no habiendo cambios en la cantidad de
neurofilamentos, se produce un aumento en la concentracion/actividad de
la glia. En este segundo grado y en orden creciente se encontrarian: la
corteza prefrontal que sufre un aumento de proteina dcida de glia del 12
%, el hipotdlamo que sufre un aumento del 16% y la hipdfisis que sufre
un fuerte aumento del 77%. En otro nivel, con un grado mas elevado de
envejecimiento, estarian aquellos centros que sufren al mismo tiempo un
aumento de la cantidad de glia acompafiado de una destacada disminucion
de la concentracién de neurofilamentos, lo que pareceria indicar que se ha
producido un proceso de muerte neuronal. En este caso se encuentra el
estriado, que sufre una pequefia disminucién de neurofilamentos (16%) la
cual estd acompafiada de una marcado aumento de glia (26%) y la
sustancia negra que muestra una marcada disminucién en la cantidad de
neurofilamentos (28%) acompaifiada de un aumento, relativamente bajo,
de glia (16%). El hipocampo es otra estructura que sufre un proceso
bastante marcado de envejecimiento, ya que presenta una disminucién de
neurofilamentos del 33 % y un aumento de glia del 22%. El coliculo
superior es un centro que aunque no presenta modificacién en la cantidad
de glia, si muestra una fuerte pérdida de neurofilamentos, la cual
comienza a una edad temprana, a los 12 meses ya se produce una pérdida
del 12 % y a los 24 meses esta representa el 37%. '

Si comparamos estos datos con los obtenidos para la enzima TH,
observamos que el sistema més afectado por el proceso de envejecimiento
es el sistema dopaminérgico de la via nigro-estriada, fundamentalmente la
sustancia negra. En esta estructura se produce una fuerte pérdida de la
actividad TH (55%), la cual no puede ser justificada por la disminucion
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de la cantidad de enzima (32%). Sin embargo, la disminucién de la
cantidad de enzima TH si puede ser debida a la muerte de neuronas
dopaminérgicas. Estos datos apuntan a que la pérdida de actividad TH
observada en sustancia negra de ratas viejas sea debida a un proceso de
inactivacién de la enzima. Si consideramos el pardmetro "actividad
molecular”, observamos que en el estriado permanecié invariable durante
todo el periodo estudiado, sin embargo, en la sustancia negra disminuy¢6 a
los 24 meses.

En otros centros en los que se produce una pérdida de neuronas,
como ocurre en hipocampo, podemos pensar que se trata de neuronas no
dopaminérgicas, lo que estaria de acuerdo con el hecho de que no se
observan cambios en la actividad TH ni en la cantidad de enzima TH.

5.4. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS Y
DANO OXIDATIVO

La inactivacién de enzimas puede ser producida por dafios oxidativos
(McGeer y col., 1988; Halliwell, 1992; Ames y col., 1993). Con el fin de
profundizar mas en el estudio del proceso de envejecimiento, medimos la
concentracién de grupos carbonilos en las proteinas en homogenados de
los diferentes centros como indice de dafio oxidativo. La cantidad de
grupos carbonilos en las protefnas es una buena medida del estado de
oxidacion de las proteinas (Ahn y col., 1987).

Las concentraciénes de grupos carbonilos en los distintos centros a
los 4 meses de la rata, (adulto joven) no fueron iguales. Estas diferencias
no indican que cada estructura tenga un distinto grado de oxidacidn, sino
mas bien la diferente proporcién de las distintas proteinas en los centros
estudiados. Desde el punto de vista del dafio oxidativo producido durante
el proceso del envejecimiento, el dato importante es la variacién de la
cantidad de grupos carbonilos producida durante este periodo. El centro
que presenta un mayor nivel de dafio oxidativo es la sustancia negra. Al
mismo tiempo, la corteza prefrontal presenta una disminucién en los
grupos carbonilos de las proteinas en el periodo comprendido entre 12 'y
24 meses, lo que parece indicar un aumento de sistemas de proteccion
frente a las oxidaciones, o una modificacién a nivel de sus proteinas. Esta
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variacién es paralela al aumento de la actividad TH observado a los 24
meses.

5.5 POSIBLE INACTIVACION DE LA ENZIMA TH EN
SUSTANCIA NEGRA.

Como hemos mencionado anteriormente, la sustancia negra presenta
un marcado aumento de la concentracidon de grupos carbonilos, lo que
indica un alto nivel de dafio oxidativo. Ademds sufre una notable pérdida
neuronal (28%), que justificaria la disminucién encontrada en la cantidad
de la enzima TH (32%). Estos datos indican que la neuronas
dopaminérgicas estdn especialmente afectadas. Por otra parte, la
disminucién de la cantidad de enzima TH, no justifica la fuerte
disminucién de la actividad TH encontrada (55%) . Esto nos lleva a pensar
que la enzima TH, en sustancia negra, estd afectada por un proceso de
inactivacion.

Teniendo en cuenta el aumento de la concentracién en grupos
carbonilos encontrado en las proteinas de esta estructura, podemos
suponer que este dafio oxidativo puede ser el responsable de la
inactivacion de la enzima TH. Este hecho ha sido descrito para otras
enzimas durante el proceso de envejecimiento (Machado y col., 1991;
Stadman, 1993) tanto en experimentos "in vitro" como en procesos "in
vivo". Stadman y colaboradores (1986) han puesto de manifiesto la
presencia de enzimas inactivos o menos activos durante el envejecimiento,
debido a la oxidacién de aminoicidos como histidina o lisina. Por otra
parte, nuestro grupo de trabajo ha descrito la inactivacién de dos enzimas
(la 6 fosfogluconico deshidrogenasa (Gordillo y col., 1989) y la enzima
madlico (Gordillo y col., 1988)) por oxidacién durante el proceso del
envejecimiento en higado de rata y en eritrocitos humanos (Gordillo y
Machado, 1990). Todos los aminoécidos al sufrir procesos de oxidacién
generan derivados carbonilicos, luego el dafio oxidativo puede
manifestarse como aumento en la cantidad de grupos carbonilos de las
proteinas. Todos estos datos nos permiten sugerir que al menos parte de la
pérdida de actividad encontrada en la sustancia negra durante €l proceso
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del envejecimiento, puede ser debida a una proceso de inactivacién
producido por la oxidacién de la proteina.

Para confirmar esta suposicién hemos demostrado que el dafio
oxidativo en la proteina TH produce una inactivacién de la enzima.

En la Tabla 17 se describe el resultado de la medida de los grupos
carbonilos en la proteina enzimatica TH, separada por técnicas
inmunoldgicas, y se demuestra que durante el proceso del envejecimiento
esta enzima sufre un proceso de oxidacién atin mas marcado que el
descrito para el conjunto de proteinas del homogenado. El homogenado
sufre un incremento en la concentracién de grupos carbonilos del 69 % y
este incremento en la enzima TH es del 214 %. Lo que significa un alto
grado de dafio oxidativo.

En la figura 20 se expresan los resultados del estudio efectuado de
oxidacién "in vitro" de los homogenados de estriado. En ellos se
demuestra que a pesar de no producirse un marcado aumento en la
concentracién de grupos carbonilos de las proteinas totales, el proceso
oxidativo produce la inactivacién de la enzima TH (45%) lo cual va
acompafiado de un aumento de los grupos carbonilos (60%). Esto
demuestra nuestros resultados obtenidos "in vivo" en la sustancia negra,
los cuales ponen de manifiesto que la inactivacién sufrida por la enzima
TH durante el proceso de envejecimiento es debida a dafio oxidativo.

5.6. IMPORTANCIA DEL PROCESO DEL
ENVEJECIMIENTO EN SUSTANCIA NEGRA.

Nuestros resultados indican que de entre las estructuras cerebrales
estudiadas la que parece mas sensible al proceso del envejecimiento es la
sustancia negra. Se sabe que esta estructura se encuentra afectada en
numerosas enfermedades degenerativas, relacionadas con el proceso del
envejecimiento, tales como enfermedad de Parkinson (Riederer y
Wuketich, 1976), enfermedad de Alzheimer (Uchihara y col.,1992),
enfermedad de Pick (Uchihara y col.,1990) y Corea de Huntington
(Oyanagi y col., 1989).
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La sustancia negra (especialmente las neuronas pigmentadas) es un
area cerebral en la cual se dan una serie de caracteristicas bioquimicas que
favorecen los procesos oxidativos y la muerte neuronal. Entre estas
estarian: actividad MAOQO, autooxidacién; acumulacién de hierro,
presencia de neuromelanina, etc.

Como ya hemos mencionado, la MAO cataliza la desaminacién
oxidativa de la DA, reaccién en la que se forma péroxido de hidrégeno.
Se ha observado un aumento de la actividad MAO-B con el
envejecimiento, en diversas dreas cerebrales (Fowler y col., 1990), con lo
cual la produccién de peréxido de hidrégeno se ve incrementada. Por otra
parte, €l aumento de la actividad MAO-B podria estar asociado al aumento
de glia observado en el envejecimiento (Oreal y col., 1980). Lo que
estarfa de acuerdo con nuestros resultados, los cuales muestran un
aumento de glia en sustancia negra y estriado durante el proceso de
envejecimiento.

Al mismo tiempo, se sabe que las catecolaminas pueden reaccionar
de forma no enzimdtica con el oxigeno y sufrir reacciones de
autooxidacidn con formacidn de quinonas y semiquinonas, proceso en el
que también se generan radicales de oxigeno que pueden provocar muerte
celular (Graham, 1978).

Otro hecho importante es que la sustancia negra es rica en hierro
(Youdim, 1988). También se han observado elevadas concentraciones de
hierro en otras estructuras cerebrales como el globo palido y el nicleo
dentado, pero estas dreas no presentan elevados niveles de monoaminas.
En la sustancia negra la presencia conjunta de un elevado contenido en
hierro, DA y alta actividad MAO provoca que el per6xido de hidrégeno
formado por accién de la MAO reaccione con el hierro y mediante
reaccion de Fenton genere radicales hidroxilos.

Ademas la sustancia negra es rica en neuromelanina, formada en la
autooxidacién de la DA (Graham, 1978; 1979), a la cual puede unirse el
hierro generando mas radicales hidroxilos (Pilas y col., 1988)

Numerosas investigaciones ponen de manifiesto la existencia de un
estado de estrés oxidativo en sustancia negra de enfermos de Parkinson
(Dexter y col., 1989; Youdim y col., 1990). Este estado de estrés esta
asociado al aumento en los niveles de hierro observado en el cerebro de
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estos pacientes, el cual, como hemos mencionado, puede interaccionar con
perdxido de hidrégeno y neuromelanina, dando lugar a la formacién de
radicales hidroxilos que provocan peroxidacién lipidica y muerte celular.
También es conocido que el turnover de hierro en el cerebro es
extremadamente bajo en comparacién con higado (Ben-Shachar y col.,
1986). La posible implicacién del hierro en la destruccién de neuronas
dopaminérgicas estd apoyada por el hecho de que agentes quelantes de
hierro como la desferroxamina, poseen capacidad de retardar las lesiones
producidas en estas neuronas por toxinas como la 6-OHDA (Ben-Shachar
y col.,, 1991). El dafio aparente en las neuronas dopaminérgicas se
manifiesta por un aumento en el turnover de DA, demostrado por un
incremento de la razén (DOPAC + HVA)/DA, que compensaria la pérdida
de neuronas dopaminérgicas.

La presencia de neuromelanina es otro hecho que puede contribuir a
la aparicién de esta enfermedad, ya que son las neuronas pigmentadas de
la sustancia negra las que se encuentran mds afectadas. El contenido en
neuromelanina puede ser un reflejo de la produccién de especies toxicas
ya que el primer paso de su sintesis, a partir de dopamina, produce
grandes cantidades de radicales libres (Graham, 1978). Por otro lado, es
interesante destacar que el MPTP, neurotoxina que provoca Parkinson en
modelos animales, puede unirse a la neuromelanina provocando la
formacién de radicales libres.

También se ha observado una relacién inversa entre la acitvidad
glutation peroxidasa y la muerte neuronal (Damier y col., 1991). En
sustancia negra de enfermos de Parkinson se ha observado una
disminucién en la cantidad de glutation (tanto oxidado como reducido)
(Perry y col., 1982; 1986), la cual parece ser selectiva de este centro. Esto
sugiere una relacién entre la enfermedad de Parkinson y una deficiencia
de glutation o sea una disminucién de la capacidad de proteccion frente a
los dafios oxidativos. Por otra parte, en sustancia negra de parkinsonianos
se ha visto un aumento de la peroxidacién lipidica y de los niveles de SOD
mitocondrial (Dexter y col., 1989; Saggu y col.,1989), lo cual sugiere
dafios por radicales libres en esta estructura.

Otra observacién interesante es la disminucién de actividad del
complejo I mitocondrial (enzima NADH CoQ1 reductasa) en la sustancia
negra de enfermos de Parkinson y que ésta es especifica de esta estructura
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(Schapira y col., 1990). No se han encontrado diferencias en caudado, lo
cual indica que son los cuerpos neuronales y no las terminales los dafiados
en esta enfermedad. Esto podria relacionarse con nuestros resultados ya
que es en la sustancia negra y no en el estriado donde se observan los
cambios. El aumento en la produccion de radicales libres puede estar
asociado con la deficiencia en el complejo I, ya que el DNA mitocondrial
es especialmente susceptible a los efectos mutagénicos provocados por
radicales libres puesto que carece de enzimas reparadores de DNA
mitocondrial (Ritrcher y col., 1988), hecho confirmado por la
observacién de delecciones en el DNA mitocondrial de la sustancia negra
de enfermos de Parkinson.

El complejo I mitocondrial estd constituido por 26 polipéptidos, 7 de
los cuales son codificados por DNA mitocondrial (Chomyn y col., 1985).,
luego cualquier alteracién en el DNA afectarfa directamente la actividad
de dicho complejo.

Al realizar la autopsia de cerebros de enfermos de Alzheimer, se han
encontrado alteraciones en los mecanismos que controlan la homeostasis
de hierro (Richarson y col., 1990), lo cual sugiere que el hierro podria
actuar de manera similar a como actia en el Parkinson, favoreciendo la
degeneracién neuronal. Ademds se ha observado que se encuentran
afectadas las neuronas pigmentadas de la sustancia negra, en las que
aparece un gran nimero de "tangles" neurofibrilares, caracteristicos de
esta enfermedad. En la introduccién ya hemos hablado de como los
radicales libres estdn implicados en la formacién de los mismos. Esto estd
apoyado por el hecho de que procesos como el trauma cerebral, que
constituye un factor de riesgo de Alzheimer, aumenten la produccién de
radicales libres.

Esto pone de manifiesto la estrecha relacién existente entre las
enfermedades degenerativas y el dafio oxidativo (Halliwel, 1992; Ames y
col., 1993). Otro hecho que estaria de acuerdo con la relacién entre
desérdenes neuroldgicos y dafios producidos por el aumento en la
formacién de radicales de oxigeno seria la fuerte asociacién encontrada
entre la esclerosis lateral amiotréfica y la mutacién en el gen de la SOD
Cu/Zn, sugiriendo que los radicales de oxigeno podrian ser responsables
de la degeneracion selectiva de las neuronas motoras que ocurre en esta
fatal enfermedad (Rosen y col., 1993). A pesar de que en esta
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enfermedad tiene lugar principalmente la muerte de neuronas motoras de
la médula espinal, existen numerosos datos que muestran una acusada
degeneracién del sistema dopaminérgico de la sustancia negra (Kato y
col.,1993; Wol y col.,1991).

Estos resultados sugieren que la sustancia negra puede ser una de las
estructuras del cerebro més vulnerable al dafio oxidativo. El presente
estudio muestra una gran inactivacién de la TH de sustancia negra en ratas
viejas, la cual parece estar relacionada con el dafio oxidativo en neuronas
dopaminérgicas. Este dafio oxidativo puede ser causado por el
metabolismo normal en el proceso de envejecimiento. En la sustancia
negra puede verse incrementado por diferentes causas en el curso de
enfermedades degenerativas propias de la edad. Esto sugiere la posibilidad
de una terapia con antioxidantes en el tratamiento de enfermedades
degenerativas en las cuales estd dafiada la sustancia negra.

5.7. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DEPRENILO

El deprenilo, como se ha mencionado en la introduccién, es un
compuesto que se utiliza como farmaco de elccién en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. Esta enfermedad se caracteriza por una
deficiencia de DA. La principal accién conocida del deprenilo es su
efecto inhibidor de la enzima MAO- B, con lo cual produce un marcado
aumento de la concentracién de DA. A esta accién se le atribuye el efecto
beneficioso en el tratamiento del Parkinson. También se ha observado que
el deprenilo protege de la accién téxica del MPP* (metabolito activo de la
toxina MPTP producido por la accién del 1la MAO-B) (Vizuete y col.,
1994). Sin embargo, algunas de la acciones descritas para el deprenilo no
parecen estar justificadas por su efecto inhibidor de la MAO-B. Se ha
comprobado que si esta droga es administrada después de que se haya
metabolizado todo el MPTP, es capaz de tener un "efecto de rescate" o

recuperacion de las neuronas dafiadas por el MPTP (Tatton y Greenwood,
1991; Tatton, 1993).

Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con dosis bajas
de deprenilo mejora la actividad sexual y el aprendizaje de ratas viejas, y
asimismo alarga su vida ( Knoll y col., 1994). Todo esto nos ha llevado a
estudiar el efecto del deprenilo sobre el dafio oxidativo que tiene lugar en
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la sustancia negra de la rata con el proceso de envejecimiento, lo cual es
de gran interés puesto que los dafios en el sistema dopaminérgico de la
via negro-estriada podria durante el proceso de envejecimiento podrian
estar relacionados con el aumento de la incidencia del Parkinson con la
edad.

En nuestro estudio observamos que después de la administraciéon de
deprenilo a una dosis de 2 mg/Kg de peso/dia, tres dias a la semana,
durante dos meses a ratas viejas, (22 a 24 meses), se produce realmente un
fuerte rejuvenecimiento de la rata. El tratamiento con deprenilo produce
un mantenimiento de la actividad TH de sustancia negra. Por el contrario,
produce una disminucién del 36 % de la actividad en el estriado. En
cuanto a la cantidad de enzima, la sustancia negra sufre un fuerte aumento
del 115 %. La cantidad de enzima TH encontrada en los animales
controles, de 24 meses de edad, y tratados con solucion salina es semejante
a la encontrada en nuestro estudio durante el envejecimiento. Sin
embargo, el tratamiento con deprenilo produce un elevado aumento de la
cantidad de enzima TH superando los valores encontrados en animales
jovenes. Por el contrario, no produce cambios significativos en la cantidad
de enzima en el estriado. Estos cambios hacen que se produzca una
variacion en la "actividad molecular" de esta enzima fundamentalmente en
la sustancia negra. Esta tiene un valor de 123, (semejante al encontrado
en nuestro estudio anterior), sin embargo, el tratamiento con deprenilo
hace que esta "actividad molecular" descienda hasta un valor de 60. Este
parametro también sufre un significativo cambio en el estriado, de 133 a
80 en las ratas tratadas. Estos resultados indican que el deprenilo provoca
una disminucién de la "actividad molecular” de la enzima TH, producida
en sustancia negra por un fuerte incremento de la cantidad de enzima y en
estriado por una disminucién significativa de la actividad.

Este efecto podria estar producido por el método de medida de la
actividad enzimética. Al medir la actividad TH "in vivo", ésta puede
verse influenciada por diferentes compuestos y de manera importante por
la concentracién de DA. La DA actiia como un inhibidor de la enzima TH
(). Este efecto inhibidor es realmente visible en estudios efectuados en
animales transgénicos, al los que se les ha introducido una nueva dotacién
genética de TH humana (). Estos animales presentan la misma actividad
TH que los animales de partida, medida "in vivo". Sin embargo, se
observa que la actividad es mayor medida por métodos "in vitro" y que
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se corresponde con la cantidad de enzima medida por métodos
inmunolégicos (). Esto parece demostrar la existencia de un mecanismo
muy especifico que afecta a la actividad de la enzima TH y que se pone de
manifiesto cuando ésta se mide "in vivo". Ademds parece ser dependiente
de la concentracién intracelular de DA. Por ello, en nuestro caso, y
debido a que no podemos efectuar la medida por métodos "in vitro"
tenemos que suponer que el deprenilo lo que produce en la sustancia negra
es una fuerte induccidn de la actividad TH, medida en forma de cantidad
de enzima, la cual contrarresta el efecto del envejecimiento. Recordemos
que el envejecimiento provocaba pérdida de la cantidad de proteina
enzimatica TH e inactivacién de la misma. Segtin esto, podriamos decir
que el deprenilo provocarfa un efecto contrario al producido por el
envejecimiento o una disminucién del mismo.

El tratamiento con deprenilo no afecta la cantidad de neurofilamentos
de 68 kDa en ninguna de estas dos estructuras. Sin embargo, disminuye la
gliosis encontrada en la sustancia negra. Esto no ocurre en estriado donde
observamos un aumento significativo de glia en las ratas tratadas. Estos
resultados apuntan a que el deprenilo tiene una marcada accioén sobre al
sustancia negra, actuando sobre el proceso de gliosis. Ademds es posible
que al menos parte de la pérdida de neurofilamentos observada en la la
sustancia negra con el envejecimiento pueda tener lugar durante los 22
primeros meses de vida de la rata.

El posible efecto "anti-envejecimiento" del tratamiento con deprenilo
es mas visible en el dafio oxidativo de las proteinas. La cantidad de grupos
carbonilos de las proteinas de estriado no cambia con el tratamiento con
deprenilo, pero tampoco cambiaba durante el proceso del envejecimiento
estudiado (ver resultados anteriores). Sin embargo, los grupos carbonilos
sufren una fuerte disminucién por el tratamiento con deprenilo en la
sustancia negra (48%), llegando a alcanzar un valor semejante al
encontrado en los animales de 4 meses y significativamente menor al que
muestran los animales de 12 meses. Estos mismos resultados se
encuentran cuando se miden los grupos carbonilos especificos de la
proteina enzimatica TH en esta estructura. Estos resultados indican que el
tratamiento con deprenilo protege del dafio oxidativo producido durante
el envejecimiento. Este tratamiento no solo es capaz de proteger del
proceso oxidativo, sino también de revertirlo, ya que la cantidad de
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grupos carbonilos se asemeja a la encontrada en animales de 4 y de 12
meses.

Este efecto protector del deprenilo estaria de acuerdo con el hecho de
que se ha descrito para este compuesto un efecto anti-envejecimiento, ya
que aumenta la expectativa méxima de vida (). Por otra parte, su accién
protectora frente a dafios oxidativos podria ser debida a un aumento de la
actividad de enzimas protectores frente a las oxidaciones. Ha sido descrito
que el tratamiento con deprenilo produce un marcado aumento de las
actividades SOD vy catalasa en diferentes centros del sistema nervioso
central entre los que se encuentran el estriado y la sustancia negra
(Carrillo y col.,1992). Datos semejantes han sido obtenidos por nosotros
para el estriado de rata (Vizuete y col., 1994). Por otra parte trabajos
recientes, también demuestran un aumento en la expectativa de vida de
diferentes roedores.()

El efecto anti-envejecimiento del deprenilo y la proteccién frente a
dafios oxidativos pueden estar relacionados con otras acciones protectoras
frente a procesos de degeneracién neuronal. Se ha comprobado su efecto
en el tratamiento del Parkinson. También se ha visto que previene
sintomas de la enfermedad de Alzheimer, enfermedades relacionadas con
el envejecimiento. Parece que también puede ser una droga importante en
el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) () y ademaés
aumenta la supervivencia de las neuronas después de una axotomia ().
Todos estos efectos hacen pensar en que la actuacién del deprenilo podria
estar relacionada con el aumento de algiin tipo de factor de crecimiento,
como ha sido propuesto (). Actualmente se ha descrito un aumento de
neurotrofinas producido por el tratamiento de deprenilo. Sin embargo,
también se considera la posibilidad de que estos efectos sean debidos a una
actuacién mds generalizada del efecto anti-envejecimiento del deprenilo.
Desde este punto de vista, todas estas acciones podrian estar relacionadas
con su principal efecto, aumento de la concentracién de DA, producido
por su accién inhibidora de 1a MAO B. El aumento de la concentracién de
DA debe ser generalizado en todas las estructuras cerebrales, aunque
l6gicamente mayor en aquellas que tengan una mayor concentracién y
metabolismo de DA. Una de estas estructuras es el hipotdlamo. Se sabe
que durante el envejecimiento se produce una disminucién de las
catecolaminas en el hipotdlamo, principalmente en DA y NA (Meites y
col.,1987; Meites, 1988). Esta disminucién conlleva una menor liberacién
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en el hipotdlamo de la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH),
de la hormona liberadora de hormona de crecimiento y de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH). Esto produce una disminucién de la
secrecion en la pituitaria de las hormonas gonadotrépicas, hormona de
crecimiento (GH), hormona tirotrépica biolégicamente activa (TSH) y un
aumento de la secrecién de prolactina (PRL) (Meites y col.,1987; Meites,
1988; Klug y Adelman, 1979). La disminucién de las hormonas
gonadotrdpicas conduce a la pérdida del ciclo estral en ratas hembras y
reduce la secrecién de testosterona en machos. La disminucién en la
secrecién de GH produce la disminucién en la secrecién de somatomedina
(IGF-1) y la reduccién de la sintesis de proteinas. La disminucién de la
secrecién de TSH disminuye la secrecién de hormona tiroidea y provoca
una caida en el metabolismo corporal.

La administraciéon de drogas que aumenten la actividad
catecolaminérgica en el hipotdlamo inhibe o revierte muchos procesos del
envejecimiento. La inyeccién de epinefrina conduce a la ovulacién en
ratas viejas (Clemens y col., 1969), lo que sugiere que las catecolaminas
podrian estar implicadas en la disminucién de las funciones reproductoras.
La administracién de L-DOPA, precursor de catecolaminas, retrasa la
pérdida del ciclo estral de las ratas viejas y reinicia el ciclo en ratas viejas
que ya lo han perdido. Un efecto semejante se ha visto por la
administracién de iproniazida, inhibidor de la MAO, el cual disminuye el
catabolismo de las catecolaminas (Quadri y col.,1973).

La GH es el agente anabolizante de las proteinas més importante, y se
cree que su disminucién durante el envejecimiento es la principal
responsable de la disminucién de la sintesis de proteinas. Se ha
comprobado que dos inyecciones diarias de L-DOPA durante 8 dias,
aumentan la secrecién pulsitil de GH en ratas macho viejas y promueven
la sintesis de proteinas del misculo diafragma (Sonntag y Meites, 1988).
Inyecciones de GH durante 10 dias en ratas o ratones viejos también
producen un aumento significativo del peso del corazén, rifiones, higado,
timo y bazo (Sonntag y Meites, 1988).

Esto nos permite suponer que muchos de estos efectos podrian ser
producidos por la administracién de deprenilo, inhibidor de la MAO-B,
ya que produce como es sabido un fuerte aumento de las catecolaminas,
DA y NA. Nosotros hemos medido la concentracién plasmética de IGF-I,
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lo cual es una medida indirecta de la concentracién de GH. Las ratas con
deprenilo presentan una concentracién de IGF-I significativamente mayor
que las ratas con la misma edad no tratadas. La concentracién en la ratas
tratadas con deprenilo es semejante a la observada en ratas jovenes. Esto
nos hace pensar que al menos uno de los efectos producidos por el
tratamiento con deprenilo es el aumento en la concentracién de
catecolaminas hipotaldmicas, restaurando la funcién de esta estructura,
con el consiguiente aumento de GH que como se sabe es un factor de
extraordinaria importancia en el proceso del envejecimiento ().
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6. CONCLUSIONES
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1. La enzima Tirosina hidroxilasa sufre una inactivacién en sustancia
negra durante el proceso de envejecimiento, la cual no se debe inicamente
a pérdida de enzima ni a un proceso de muerte neuronal

2. Esta inactivacion es debida a un proceso oxidativo, como se pone de
manifiesto por el aumento de grupos carbonilos de la enzima en esta
estructura.

3. La enzima Tirosina hidroxilasa es susceptible a proceos oxidativos,
mostrando una inactivacién y aumento de grupos carbonilos cuando es
oxidada "in vitro".

4. De entre todas las estructuras cerebrales estudiadas, la sustancia negra
se presenta como la mas vulnerable a dafios oxidativos producidos por
radicales libres durante el proceso de envejecimiento.

5. El tratamiento con deprenilo en ratas viejas produce un aumento de la
cantidad de enzima Tirosina hidroxilasa en sustancia negra.

6. El tratmiento con deprenilo protege del dafio oxidativo que sufre la
enxima Tirosina hidroxilasa durante el proceso de envejecimiento en
sustancia negra, como se pone de manifiesto por la disminucién de grupos
carbonilos.

7. El tratamiento con deprenilo provoca un aumento en los niveles
plasmaticos de IGF-I.
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