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INTRODUCCION

Harman define el envejecimiento como la acumulacién de cambios en
las células y en los tejidos con el aumento progresivo de las posibilidades de
muerte (Harman, 1956). A pesar de que existen numerosas observaciones
clinicas y bioldgicas, aun no se han esclarecido las causas y los mecanismos |
por los cuales se produce el envejecimiento. Asi, se pueden implicar en la
etiologia del envejecimiento a las alteraciones genéticas, del desarrollo, los
procesos patolégicos, las toxinas medioambientales o explicarse como un
proceso innato de la célula.

Pero una de las hipbtesis mas aceptadas en la actualidad es la Teoria
de los Radicales Libres, la cual postula que el envejecimiento es causado
por reacciones mediadas por radicales libres, las cuales ocurren al azar y de
manera no especifica, originando un cumulo de dafios en las moléculas
biolégicas (Harman, 1956).

La literatura biomédica esta repleta de afirmaciones sobre la relacion
existente entre ios llamados "radicales libres" y distintas enfermedades
humanas. Asi se ha podido comprobar su intervencion en mas de 100
desordenes diferentes entre lo que se incluyen enfermedades tan distintas
como la artritis reumatoide, la fibrosis quistica, la isquemia gastrointestinal o el
SIDA. Durante mucho tiempo se ha considerado que el dafio causado por los
radicales libres es un factor de riesgo en los procesos neurodegenerativos
que acompafian al envejecimiento en una amplia variedad de especies
animales desde los insectos a los humanos (Ames y col., 1993). Desde que Ia
teoria de los radicales libres fue propuesta por Harman, se han llevado a cabo
una gran cantidad de estudios para hallar una correlacion entre el estrés
oxidativo, los sistemas de defensa antioxidantes, el envejecimiento y la
esperanza de vida. Aunque in vivo solo se han observado unas modestas
correlaciones, se intenta demostrar una relacién causa-efecto directa usando
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antioxidantes en animales y cultivos celulares como tentativa para aumentar
la esperanza de vida. Dichos estudios han dado resultados definitivos y
ademas han demostrado la ubicuidad de los radicales libres y su considerable
potencial destructivo en tejidos vivos. Por esto, una mejora en la comprension
de los procesos en los que intervienen los radicales libres nos conducira al
desarrollo de posibles intervenciones dirigidas a una mejora de la salud y un

aumento de la esperanza de vida.

I.1. RADICALES LIBRES.

Los radicales libres (RL) son atomos o moléculas que tienen un orbital
con un electrén desapareado, lo que les hace ser inestables y, por lo tanto,
altamente reactivos, siendo capaces de extraer un electrén de otros atomos
o moléculas para asi estabilizarse completando la vacante en su orbital. Los

radicales libres derivados del oxigeno o especies reactivas de oxigeno (ERO),

como el radical hidroxilo (OH.) y en especial el anién superéxido, O,-", se
producen de manera constante en el organismo (Yu y Yang, 1996). Otros
tipos de RL son los tioles (RS), el oxido nitrico (NO-) y el diéxido de nitrégeno
(N O2). Aunque los radicales libres intervienen en funciones beneficiososas
para el organismo (por ejemplo, poder bactericida) su extremada reactividad
hace que ocasionen importantes alteraciones moleculares siendo altamente
perjudiciales tanto a nivel celular como molecular.

La fosforilacién oxidativa es el principal mecanismo fisiolégico de
generacion RL en célula, ya que el O," aparece como subproducto de la
reduccion del O, por el sistema de transporte de electrones en la mitocondria
((Ambrosio y col., 1993) (Guidot y col., 1993). Este anién se genera también
mediante la reduccién de iones de Fe2+ y otros metales de transicion.



INTRODUCCION

F62+ + 02 —P Fe el + 02'.

Por lo que una alteracién de la fosforilacién oxidativa puede dar lugar a
una produccién elevada de los RL, los cuales pueden actuar sobre la misma
cadena respiratoria aumentando aun mas la produccién de dichas especies.
Asi, la disfuncion del proceso de fosforilacion puede ser el paso inicial de un
proceso que conduciria a la amplificacion de un déficit inicialmente pequefio y
que podria llevar a una situacién extrema que supondria una degeneracion
progresiva de la funcién celular.

El O2.- mediante reacciones enzimaticas de las que hablaremos més
tarde se transforma en H,O, que se suma al H;O, generado por el
metabolismo neuronal. Tanto el O,” como el H,O, son poco reactivos y sin
embargo pueden causar daio al generar radicales hidroxilos (Warner y col.,
1994), mediante las reacciones de Haber Weiss (1) y Fenton (2):

(1) HoO, + 02~ —® 02+ OH" + OH-
(2) H;0, + Fe2+ _ Fe3+ + OH" + OH-:

De entre todos los RL, el OH- es una de las especies mas reactivas en
la quimica organica, con una vida media muy corta en los sistemas bioldgicos,
atacando a casi todas las moléculas de la célula (Anbar y Neta, 1967). Como
se deduce de las reacciones arriba indicadas, la concentracion citosdlica de

iones metalicos como Fe2+, Cul+ o Mn2+ constituye asi, en uno de los
factores clave que establecen la tasa de produccion de radicales libres por los
tejidos (Aust y Morehouse, 1985).

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) constituyen un colectivo que
incluye no sdlo los a RL con atomos de oxigeno, si no también derivados de

oxigeno no radicales como H,O; y el singlete de oxigeno. Un termino similar
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se ha empezado a usar para los relacionados con el nitrégeno: Especies
reactivas de Nitrégeno (ERN). Esta serie de EROs y ERNSs inician una amplia
variedad de reacciones de oxidacién, incluyendo oxidaciones de bases en el
ADN (Kasai y col., 1986), oxidaciones de los aminoacidos de las cadenas
laterales de las proteinas (Stadman, 1992) y peroxidaciénes de los enlaces
dobles de los &cidos grasos insaturados en los lipidos (Pacifici y Davies,
1991). La cuestién méas importante desde el punto de vista gerontologico es
como estos procesos contribuyen al envejecimiento, asi como al desarrollo de
las patologias relacionadas con el mismo, tales como las enfermedades
neurodegenerativas de Alzheimer y Parkinson. Es necesario introducir ahora
el termino que se ha hecho ya tan popular en Neurociencia: "Estrés oxidativo"

I.2. ESTRES OXIDATIVO

El termino estrés oxidativo (EO) define aquella situaciéon en la que hay
un serio desequilibrio entre la produccién de EROs y ERNs y los sistemas de
defensa antioxidantes. El EO puede aparecer por:

1. Disminuciéon de antioxidantes por causas tan distintas como
mutaciones que afectan a la expresidn de las enzimas antioxidantes, la
actuaciéon de toxinas que producen una disminucién de dichas enzimas, o
disminucién de antioxidantes debido a defectos en la dieta. Estos procesos
disminuyen los antioxidantes de tal manera que aunque no son productores
directos de RL, finalmente generan EO.

2. Produccion de EROs y ERNs, como puede ocurrir si hay una
exposiciéon prolongada a concentraciones elevadas de 02, en presencia de
toxinas que son por si especies reactivas (como el NO2), o son
metabolizados para generarlas, o por una acumulacién excesiva de sistemas
naturales que generan EROs y ERNs.
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Este aumento del EO conduce a:
1. Adaptacidn por activacion de los sistemas de defensa lo que puede
conducir a:
a) una proteccién no completa contra el dafno.
b) una proteccién completa.
c) una superproteccion, por lo que las células seran resistentes
a situaciones de EO elevados impuestas posteriormente.
2. Dafiio en los tejidos. Entre los desérdenes moleculares ocasionados
por los radicales libres se pueden citar los cambios en la funcion, estructura y
fluidez de la membrana debidos a la peroxidacién lipidica (Alvarez y col.,
1993). Dichos hidroperoéxidos lipidicos y sus productos de degradacion son
altamente citotdxicos, causan dafios a enzimas y membranas dando lugar a
una pérdida de la resistencia eléctrica y fluidez de la membrana y, finalmente,
a una pérdida de la integridad de la misma (Putvinsky y col., 1979) (Pauls y
Thompson, 1980), provocando alteraciones en el flujo de calcio (Bast y
Goris, 1989), pudiendo causar incluso efectos mutagénico (Pietronigro y col.,
1977).
Como sucede con otros radicales, la oxidacién in vitro de acidos grasos
y de lipidos puros es un proceso lento, pero en presencia de iones metalicos
de transicion (especialmente hierro y cobre) y de compuestos con grupos
hemo, esta acelerado (Brown y Wuthrich, 1977; Allen y col., 1979). Una vez

iniciada, la peroxidacién es un proceso autocatalitico. Los radicales *OH son

iniciadores de la peroxidacion de lipidos por captacién de un H* de la
molécula de acido graso y, por ello, el peréxido de hidrégeno, que en
presencié de metales de transicién da lugar a radicales hidroxilos, causa
importantes dafios a las membranas celulares (Lai y col., 1979).

Los RL también actian sobre polisacaridos (despolimerizacion de
acido hialurénico), producen modificaciones en moléculas como el colageno
(LaBella y Paul, 1965; Dunn y col., 1991). Sobre el ADN inducen la formacion
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de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (80H-dG) y pueden dar lugar también a
delecciones cromosémicas 0 a una expresion génica alterada que conduzca a
la muerte celular (Freeman y Crapo, 1982). Sobre las proteinas, dan lugar a
la formacién de grupos carbonilos por oxidaciéon directa de los residuos
aminoacidicos o mediante dlicosilacién (Stadman, 1992). Ademds, pueden
formar puentes y fragmentar cadenas polipeptidicas.

Queda aun por dilucidar cual es la diana inicial atacada por los RL. Al
parecer esto depende del tejido que sufre el dafio, aunque en cierto momento
estos se superponen (Halliwell, 1995).

3. Muerte celular. A la que se puede llegar a través de mdiltiples
mecanismos, como la ruptura de membranas por un desequilibrio en la
produccion de ATP, lo que lleva a la célula a iniciar una respuesta suicida al
no ser capaz de reparar eficientemente los dahos sufridos en su ADN
(Nicotera y Orrenius, 1994).

La muerte celular puede ocurrir por necrosis o por apoptosis, siendo
ambas formas resultado de la aparicién de EO (Nicotera y Orrenius, 1994). En
la necrosis la célula se hincha y se rompe, liberando su contenido en el area
circundante y afectando a las células préximas. El contenido puede incluir
antioxidantes como catalasa y GSH asi como prooxidantes como cobre e
hierro. Por lo tanto, incluso si la célula no muere debido a procesos de
oxidacion, la necrosis conduce a un EO del tejido cercano. En la apoptosis la
célula activa su propio mecanismo de suicidio. Las células apoptéticas, por lo
general, no causan alteracién de las células circundantes. La muerte por

apoptosis puede verse acelerada en ciertas enfermedades donde parecen
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Figura |.1. Representacion esquematica de los procesos de
generacion de radicales libres y la cascada de generacion y
realimentacion desencadenada por los mismos.
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estar implicado el EO, como son las enfermedades neurodegenerativas
(Olanow y col., 1996).

1.3. ANTIOXIDANTES

Halliwell y Gutteridge definieron como antioxidantes a cualquier
sustancia que presente a concentraciones mas bajas que las de un sustrato
oxidable son capaces de retrasar significativamente o prevenir la oxidacién de
dichos sustratos (Halliwell y Gutteride, 1989). El termino sustrato oxidable
incluye todo tipo de moléculas encontradas in vivo. Segin como, donde y
sobre que ejerzan el dafo los RL, el organismo reacciona con distintos
sistemas antioxidantes.

1.3.1. Superoxido dismutasa y Catalasa.

La Superoxido dismutasa (SOD) engloba una familia de metaloenzimas

que catalizan la conversion:
O + O +2Ht—» H)0,+0;

Hay tres formas de esta enzima en mamiferos: CuZn-SOD, Mn-SOD y
una tercera que contiene cobre y que se considera la SOD extracelular, la

cual estd ampliamente distribuida en tejidos y principalmente en plasma.

Esta enzima juega un papel fundamental en la proteccion frente a las
altas concentraciones de oxigeno (Fridovich, 1974). Por ejemplo, la SOD
inhibe a la enzima indolamina dioxigenasa, enzima que cataliza la ruptura del
anillo indol de triptéfano, triptamina y serotonina produciendo radical
superéxido.
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La Catalasa cataliza la conversién del H.O, en H,O y O,. Esta enzima
esta confinada en los peroxisomas (Cotgrave y col., 1988), lo cual puede
explicar porque en cerebro, donde no hay peroxisomas (Boveris y Chance,
1973)el contenido en catalasa es tan bajo. La afinidad de esta enzima por su
sustrato es muy baja, de forma que sélo elimina el peréxido formado en el
interior de los peroxisomas. Por lo tanto el, perdxido que se forma en la

mitocondria o en el citosol es eliminado por el sistema glutatién.

1.3.2. Glutation.

El glutation es un tripéptido descubierto por J. de Rey Pailhade hace
cien afios; su estructura (Glu-Gly-Cys) se dedujo en 1930. (ver (Meister, 1989)
para perspectivas histéricas). Este compuesto esta presente en el cerebro de
mamiferos en concentraciones del orden de 2 a 3mM (Cooper y Kristal, 1997).

El glutation ejerce varias funciones en el organismo:

1- Es un depésito y transportador no téxico de cisteina. Unos
valores elevados de la razén cisteina/cistina posiblemente origina
interacciones con el receptor NMDA. Ademas la cisteina también puede
ejercer una accion téxica, mas general al disponer de un grupo sulfidrilo que
reacciona con los cetoacidos y los aldehidos originando téxicos que pueden
afectar a enzimas. En cambio el grupo sulfidrilo del GSH es menos reactivo,
permitiendo asi concentraciones 10 o 100 veces mayores en el cerebro de las
permitidas para la cisteina (Cooper y Kristal, 1997).

2- Funciona como cofactor para una serie de enzimas entre las que se
incluyen  formaldehido  deshidrogenasa, glioxilasa, dehidroclorinasa,
maleiloacetato isomerasa, y prostaglandina endoperoxidasa isomerasa. En
estas reacciones no se consume GSH pero este presumiblemente juega un

papel critico en el mecanismo catalitico (Meister, 1989)
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3- Pero sobre todo el papel fundamental del GSH se desarrolla a nivel
del cerebro como protector frente al estrés oxidativo que sufre este érgano,
interaccionando directamente con los RL o participando en la defensa
mediante reacciones redox catalizadas por enzimas. En estas reacciones dos
moléculas de GSH se reducen formandose un puente disulfuro entre ambas
dando glutatién disulfuro (glutation oxidado, GSSG).

1.3.2.1. Glutation y mitocondria.

La mitocondria mantiene constate un deposito relativamente importante
de GSH a través del sistema especifico de transporte de GSH (Martensson y
col., 1990). La disminucion de este depdsito en ratas destetadas
prematuramente conduce a dafios en las mitocondrias cerebrales y finalmente
a la muerte (Jain y col., 1991)Meister, 1995). Es bien conocido el papel crucial
que juega el GSH en el mantenimiento de la estructura y el funcionamiento
mitocondrial (Gunter y col., 1994). Si la mitocondria no es capaz de
defenderse de los dafos sufridos (incluidos los generados por los EROs)
sufre dafos irreversibles y este proceso culmina con lo que se denomina un
periodo de permeabilidad mitocondrial (PPM). Como resumieron (Gunter y
col., 1994), el PPM se caracteriza por un aumento repentino en la
permeabilidad mitocondrial a pequefos iones y moléculas. Este aumento se
asocia con el colapso total del potencial de membrana mitocondrial y un
hinchamiento osmdtico coloidal de la matriz mitocondrial. Entre los agentes
capaces de desencadenar este fendmeno se encuentran aquellos
compuestos capaces de disminuir el deposito de GSH de la matriz
mitocondrial (Gunter y col., 1994); (Reed y Savage, 1995) o aumentar la
razon GSSG/GSH (Beatrice y col., 1984) creando asi estrés en la misma.

10
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Experimentos llevados a cabo por Kristal y Dubinsky han demostrado que
este proceso lo sufren tanto las mitocondrias de las células cerebrales como
cultivos primarios de astrocitos (Kristal y Dubinsky, 1997). Hay evidencias de
que la disfuncién mitocondrial es el inicio de la cascada de la excitotoxicidad
de glutamato, otra de las causas reconocidas de neurodegeneracién (White y
Reynolds, 1996)(Schinder y col, 1996). En resumen, todos estos
descubrimientos sugieren que la homeostasis del GSH juega un papel
importante en el mantenimiento de la integridad mitocondrial y por tanto
celular en el cerebro y otros érganos.

1.3.2.2. Sistema antioxidante glutation.

En este sistema de proteccion se incluyen dos enzimas esenciales en el
cerebro: glutation peroxidasa y glutation reductasa.

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la conversion de H,O, en H,O o
peréxidos lipidicos ROOH en un grupo ROH usando para ello el GSH que

sera a su vez oxidado a GSSG.

2 GSH + H,0, —¥» GSSG +2H,0
2 GSH + ROOH —® GSSG + H,0 + ROH

Aunque la Catalasa tambien convierte H,O, en H,O, no esta presente
en las mitocondrias (a excepcion del corazén) y ademas no es capaz de
detoxificar perdxidos lipidicos. Por lo tanto, la GPx es esencial en la
proteccidn frente al H,O, originado por la oxidacién incompleta del O, (Benzi y
Moretti, 1995a).

La importancia de la GPx ha sido recientemente apuntada por Zeevalk y
col, (1997) que han mostrado que ratones que sobreexpresan GPXx son
resistentes al estrés oxidativo que resulta del tratamiento con malonato (un
inhibidor de la succinato deshidrogenasa). Por el contrario, la adicion de

11
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malonato a medios de cultivos de células mesencefalicas en las que se habia
disminuido los niveles de GSH supuso una respuesta téxica (Zeevalk y col.,
1997).

La otra enzima esencial en el papel protector del GSH es la glutation
reductasa (GR) localizada en las mitocondrias, que completa el ciclo redox
del GSH

GSSG + 2 NADPH » 2GSH + 2 NADP+

Una de las propuestas para explicar la toxicidad del oxigeno es la
inactivacion de enzimas por el mismo (Haugaard, 1968). La inhibicién de
enzimas se debe fundamentalmente a la oxidacién de sus grupos tioles (SH).
En estos casos, el mecanismo de defensa frente a este tipo de oxidaciones es
la presencia de concentraciones milimolares del GSH en el interior de las
células. Este es mas asequible al oxigeno que los grupos -SH de las enzimas,
protegiendo a éstas del dafno. Asimismo, el GSH puede reaccionar con las
enzimas regenerando los grupos -SH oxidados.

La reaccion del GSH con el oxigeno también da lugar a la forma
oxidada GSSG, segun la reaccion:

2GSH + 190, —» GSSG + H,0

Esta reaccién es lenta in vitro, pero es catalizada por trazas de iones
metalicos de transicién y en extractos de tejidos, los cuales contienen grandes
cantidades de estos iones, es una reaccion rapida (Ranade y col., 1979).

Bajo condiciones normales, el estrés oxidativo crea poca tensién en el
ciclo redox del glutatién y las concentraciones de GSSG normalmente se
mantienen a niveles bajos en todos los tejidos. En realidad, en ratas la

concentracion de GSSG (en equivalentes de GSH) en el cerebro anterior es

12



INTRODUCCION

normalmente <1% del GSH (Cooper y col., 1980)). La razén GSSG/GSH es
tan baja debido a la actividad de la enzima GR y a la sintesis tan rapida de
NADPH desde el ion NADP+ a través de la via de las pentosas fosfato.

Dado la dependencia de NADPH, este sistema puede presentar
problemas. Asi a muy altas concentraciones de O,, el NADPH puede no llegar
a ser suficiente para regenerar todo el GSSG, bajando la razén GSH/GSSG y
el GSSG en exceso puede inactivar a las enzimas:

Enzima-SH + GSSG ——p Enzima-SSG + GSH

(forma activa) (forma inactiva)

Esta inhibicién se ha visto, por ejemplo, en la adenilato ciclasa y en la
fosforilasa fosfatasa (Ernst y col., 1978)Kosower y Kosower, 1978).

1.3.2.3. Glutation, Lipidos y Selenio.

Como ya hemos indicado también la GPx constituye un sistema de
defensa célular frente a la accion de los perdxidos lipidicos. Existen dos tipos
de enzimas con actividad glutatiéon peroxidasa, una es seleno-dependiente,
contiene selenio, como selenocisteina (Forstrom y col., 1978), y actia, como
vimos anteriormente, sobre el H,O, y sobre los perdxidos lipidicos
reduciéndolos a hidroxiacidos estables y evitando asi la formacion de
compuestos téxicos como los aldehidos; la reaccidn es la siguiente:

lipido-OOH + 2 GSH—® lipido-OH + GSSG + H,0

Esta enzima esté presente en la mayoria de los tejidos de la rata, si bien
en los testiculos existe una enzima independiente de selenio y cuya
contribucién a la actividad total glutation peroxidasa en tejidos como el

higado, es minima.
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- La actividad de esta primera isoforma decrece en algunos tejidos de
animales alimentados con dieta deficiente en selenio. Esto coincide con
estudios de células en cultivo que mostraron ser Se deficientes con respecto
a los requerimientos para la sintesis de GPx. Por el contrario al afadir Se
hubo un aumento en estabilidad y/o traducccién de los mRNA de GPx (Leist
y col., 1996) (Jornot y Junod, 1995; Baker y col., 1993; Chang y Reddy,
1991). También se ha encontrado un aumento de la actividad de GPx tras
incubar células de neuroblastomas SH-SY5Y con Se. Esta regulacion a la
alza aumenta también la GR, probablemente para compensar la elevada
formacién de GSSG (Cassarino y col., 1997).

El segundo tipo de enzimas actia sobre peréxidos lipidicos pero no
sobre el H,O,. En ciertas especies, incluyendo el hombre, este segundo tipo
representa un alto porcentaje de la actividad total presente en higado (Sies y
col., 1978; Flohe, 1979)

En algunos casos, animales alimentados con dietas deficientes en
selenio incrementan los peréxidos lipidicos en ciertos tejidos, asi como la
suceptibilidad a los efectos téxicos del oxigeno (Sies y col., 1981).

Los lipidos tambien se protegen de los RL mediante la vitamina E que
detiene la propagacién de los RL mediante la formacién del radical alfa-
tocoferil y otros captadores de radicales. El radical alfa-tocoferii no se
acumula, en parte porque este puede ser reducido no enzimaticamente a alfa-
tocoferol mediante el GSH (Meister, 1989). Estas reacciones catalizadas por
la GPx, la transferasa y transhidrogenasa resultan finalmente en la formacién
de GSSG. Un aumento de vitamina E en la dieta puede moderar Ia deficiencia
en Se y viceversa (Nishiki y col., 1976). Alimentar con exceso de vitamina E
lleva a un bajada en la actividad GPx en los tejidos de ratas (Yang y Desai,
1978).
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1.3.3. Vitamina E

La vitamina E (alfa-tocoferol) es una vitamina liposoluble esencial para
el funcionamiento neurolégico normal (Muller y col., 1983)). Es importante
para el mantenimiento de la integridad de la membrana, actuando tanto como
captador de RL como estabilizador estructural (McCay y King, 1980)
(Bauernfeind, 1984) (Niki y col., 1984) y detiene reacciones encadenadas que
dafan a las células (Halliwell y Gutteride, 1985).

En humanos, la deficiencia en Vit E ocurre después de un periodo
prolongado de malabsorcién de grasas en enfermedades como colestasis
hepaticas crénicas o abetalipoproteinemias. Dicha deficiencia conduce a una
inmunodeficiencia y a desérdenes neurolégicos caracterizados por una
destruccion neuronal y una infiltracion de astrocitos. Los desordenes
neuroldgicos asociados a estas deficiencias incluyen degeneracion cerebro
espinal, ataxia, oftalmoplegia y miopatias (Satya-Murti y col., 1986). Sintomas
similares aparecen en modelos animales de deficiencia en esta vitamina
((Nelson, 1980)y (Goss-Sampson y col., 1988)

En modelos animales, la vitamina E reduce la neurodegeneracion de las
células hipocampales después de un dafio isquémico (Hara et al., 1990),
intensifica la recuperacion de la funcién motora tras un dafo en la columna
vertebral (Anderson y Means, 1988)y retrasa el avance de la enfermedad de
Alzheimer (Sano y col., 1997). En células hipdxicas de culitivos, la vitamina E
inhibe la peroxidacion lipidica (Yoshida y col., 1985) y reduce la muerte
neuronal asociada con el beta-amiloide (Behl y col., 1992).

Como ya hemos apuntado, parece que la vitamina E inhibe la
peroxidacién lipidica mediante la donacién de un atomo de hidrégeno al
radical peroxilo formando un lipido hidroperdxido y convirtiéndose en alfa-
tocoferil. También es capaz de retirar el oxigeno singlete inhibiendo asi el
inicio de la peroxidacion (Foote y col.,, 1978)Ademas del Sistema GSH,
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también el 4cido ascoérbico (vitamina C) ayuda a mantener la vitamina E en su
forma activa mediante su reduccién desde el alfa-tocoferii y también

reaccionando directamente con los radicales peréxido (Niki y col., 1984)
LOO. + alfa-tocoferol ———» LOOH+ alfa-tocoferil

La vitamina E es también un regulador del metabolismo intermediario y
como hemos dicho, actia de manera sinérgica con el GSH y el acido
ascorbico como antioxidante y promueve la formaciéon de anticuerpos
humorales (Wefers y Sies, 1988)

Experimentos con liposomas y eritrocitos han demostrado que la
proteccion ejercida es mas efectiva cuando la vitamina E se encuentra en el
interior de las membranas (Gutteridge, 1978)Experimentos en microsomas
han puesto de manifiesto que el glutation reducido es usado para mantener la
concentracién de alfa-tocoferol reduciendo el alfa-tocoferil (Leedle y Aust,
1990)

alfa-tocoferil + GSH > alfa-tocoferol + 1/2 GSSG

Por otra parte la regeneracion del alfa-tocoferit por la vitamina C
mediante la donacién de un hidrogeno esta ampliamente demostrada (Mukai
et al 1991, Packer et al 1979).

alfa-tocoferil + ac. Ascérbico — alfa-tocoferol + dehidroascérbico

Aunque los niveles de la vitamina E no estan alterados en los enfermos
de Parkinson (Dexter y col., 1992) se ha visto que en pacientes con

deficiencia en vitamina E por problemas de malabsorcion, el numero de

terminales dopaminérgicas esta disminuido(Dexter y col., 1994). En ratas, tras
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52 semanas de dieta sin vitamina E, hubo una disminucién en los cuerpos
neuronales en SN que son las que se afectan en la enfermedad de Parkinson
(Dexter y col., 1994a)

1.3.4. Vitamina C

La vitamina C o &cido ascérbico es una vitamina hidrosoluble, que
participa en una gran cantidad de procesos fisiolégicos. Interviene en la
absorcién de Fe* en el intestino reduciéndolo a Fe** que se absorbe mds
facilmente; interviene también en la detoxificacién de los RL (Burns, 1970;
Levine, 1986)Quizés su funciébn méas conocida sea la de cofactor para la
hidroxilacién de prolina y lisina en la sintesis de colageno, la proteina del
tejido.conectivo que esta deteriorada en enfermos de escorbuto (Englard y
Seifter, 1986)

Todas estas acciones derivan de su capacidad para actuar como
donante de electrones, es decir, como agente reductor. Su oxidaciéon es un
proceso reversible, de dos pasos, que conlleva la formacién del radical
semidehidroascorbato, el cual al ser inestable se convierte en
dehidroascdrbico perdiendo un protén. Tras esto, por una serie de procesos
enzimaticos se convierte en oxalato y |-treonato, que se excretan por orina.

En mucho casos, el ascorbato es oxidado al reaccionar rapidamente
con Oz, H O.. y el oxigeno singlete. Como estos radicales ejercen un efecto
toxico, el ascorbato ejerce un efecto protector frente a ellos. Sin embargo, el
ascorbato puede ejercer también un efecto pro-oxidante, ya que, al favorecer
la reduccion de Fe3+ a Fe2+ permite que se inicie la reaccién de Fenton. Asi
se han utilizado las mezclas de hierro y ascorbato para estimular la
peroxidacion lipidica (Wills, 1969). Recientemente se ha demostrado en
humanos que dietas suplementadas con vitamina C aumentan los niveles de
los parametros que se usan como marcadores del dafio oxidativo de ADN
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(Podmore y col., 1998)También ejerce el mismo efecto reductor sobre Cu2+
generando OH (Auroma y Halliwell, 1989).

Se sabe que la vitamina C interviene en la formacién de mielina
(Eldrigde et al. 1987), en la actividad Na+, K+ ATPasa (Ng y col., 1985)en la
sintesis de catecolaminas y neuropéptidos (Diliberto y Allen, 1981)
(Glembotski y col., 1986), en la liberacién de acetilcolina y norepinefrina (Kuo
y col., 1979), en la unién de neurotransmisores a sus receptores (Leslie y col.,
1980), en la distribucién y nimero de receptores (Knaack y col., 1986) y en el
aclaramiento de neurotransmisores (Wilson y Walz, 1988). A nivel del SNC se
estan descubriendo acciones del ascorbato como modulador de la
transmisién en las sinapsis dopaminérgicas y glutamatérgicas (Rebec y
Pierce, 1994). Tanto la dopamina como el glutamato estan implicados en la
liberacion de &cido ascorbico y a su vez, ambos son regulados por la

liberacion def otro.

I.4. DOPAMINA: METABOLISMO

La Dopamina (DA) se incluye en el grupo de las catecolaminas que,
como su nombre indica son compuestos que poseen un grupo catecol (anillo
bencénico con dos sustituyentes hidroxilos adyacentes) y un grupo amino. Su
sintesis se inicia a partir del aminoacido L-tirosina (Tyr). Este se encuentra
disponible en los depésitos tisulares y llega al cerebro con el flujo sanguineo,
atravesando la barrera hematoencefdlica mediante el sistema transportador
de grandes aminodcidos neutros. En las neuronas catecolaminérgicas se
hidroxila formando 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Esta reaccién esta
catalizada por la enzima Tirosina hidroxilasa (Tirosina-3-monooxigenasa,
TH) (EC.1.14.16.2). La tasa de hidroxilacién in vivo de la Tyr depende de la
concentracion y de la disponibilidad de sustratos especificos e inhibidores

endogenos. Bajo condiciones fisiolégicas, la concentracion de Tyr
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posiblemente satura a la enzima y, por tanto, no parece ser un factor limitante

en la sintesis de DA (Murrin y col., 1976).

El segundo paso de esta ruta es la conversion de L-DOPA en DA
mediante descarboxilacion, reaccién catalizada por la enzima L-aminoacido
aromético descarboxilasa (L-AADC) (EC.4.1.1.28). Esta enzima es piridoxal
fosfato-dependiente pero no es especifica ni con respecto a los sustratos que
utiliza, ni con respecto a su localizacién, ya que también puede encontrarse
en neuronas serotoninérgicas y en otros érganos como rifién e higado. La
actividad de esta enzima es bastante superior a la de la TH, por lo que se
considera al paso de la hidroxilacién del aminoacido como el limitante de la
sintesis de la DA.

Una vez sintetizada, la DA se almacenan en vesiculas sinapticas a cuyo
interior es transportada activamente a traves de transportador vesicular de
DA (TVDA), quedando protegida de la degradacion intraneurongl, siendo
posteriormente liberada en respuesta a un potencial de accion. Una vez que
la DA acttia sobre los receptores correspondientes es recaptado por la propia
neurona presindptica o por la célula glial para ser degradado o difunde hacia
lugares lejanos donde puede seguir ejerciendo su accién (Blackburn y col.,
1967). El proceso de recaptacion lo lleva a cabo una proteina que se agrupa
en la familia de transportadores Na*/Cl~ dependientes qug, transporta
selectivamente esta catecolamina, por lo que se ha venido en llamar
Transportador de Dopamina (TDA).

La DA puede degradarse por dos rutas diferentes. En cada una de estas
dos vias participan las mismas enzimas, la monoamino oxidasa (MAO) (EC.
1.4.3.4.) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (EC.2.1.1.6.), aunque en

orden diferente.
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La MAO cataliza su desaminacién oxidativa dando lugar al 3,4-

dihidroxifenilacetaldehido (DHFA) mediante la siguiente reaccién:

DA + H20 4 O2  —— pHFA + NH3 + He02

En dicha reaccion, el metabolismo de DA estd estequiométricamente
ligado a la formacién de perdxido de hidrégeno, el cual, como veremos

posteriormente, puede generar radicales hidroxilos.

Se distinguen dos isoenzimas de la MAO, A y B. Identificadas por
Johnston en 1968, se diferencian en base a la preferencia por el sustrato,
especificidad del inhibidor, distribucién tisular y celular, propiedades
inmunolégicas y las secuencias aminoacidica y la correspondiente
nucleotidica (Westiund y col., 1985). Esta enzima se encuentra unida a la
membrana externa de la mitocondria y tanto la MAO A como la B son capaces
de metabolizar la DA. EL DHFA formado por accién de la MAO es muy
inestable y es oxidado por la aldehido deshidrogenasa dando lugar al &cido
3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC), el cual a continuacién sale de la neurona y
es tomado por la glia actuando sobre él la COMT.
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FIGURA 1.2. Sintesis y degradacion de DA. Abreviaturas: TH, tirosina
hidroxilasa; AADC, aminodcido aromatico decarboxilasa; MAG, monoamino
oxidasa; CONMT, catecol-O-metiltransferasa; AldDH, aldehido
deshidrogenasa; Tyr. tirosina; L-DOPA, L-hidroxifenilalanina; DHFA, 3,4-
dihidrofenilacetaldehido;, DOPAC, 4&cido dihidroxifenilacético; 3-MT, 3-
metoxitiramina; MHFA, 3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido; HVA, acido
homovanillico; THB, tetrahidrobiopterina; DHB, dihidrobiopterina; SAM, S-
adenosilmetionina; SAH, S-adenosilhomocisteina; PALP, piridoxalfosfato.
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FIGURA 1.3. Vias de proyeccion dopaminérgica desde la Sustancia
Nigra en el cerebro de la rata expuestas en un corte sagital

Esta enzima cataliza la transferencia de grupos metilos a grupos
catecoles a partir de S-adenosilmetionina (SAM), para lo que requiere
cationes divalentes. Se han caracterizado dos formas distintas de la COMT:
una soluble (S-COMT) y otra unida a membranas (MB-COMT), apuntandose
la posibilidad de que la S-COMT se localice principalmente en células gliales.
La accién de esta enzima sobre el DOPAC genera acido homovanillico (HVA).

22



INTRODUCCION

La DA, ademéas de ser recaptada por la neurona puede ser tomada
directamente por la glia, con lo que actuara sobre ella la COMT formando 3-
metoxitiramina (3-MT), la cual es metabolizada por la MAO dando lugar al 3-
metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHFA) que es rapidamente oxidado hasta
acido homovanillico (HVA) por la aldehido deshidrogenasa. El HVA es
conjugado como sulfatos y glucuronatos lo que facilita su eliminacion del SNC
para ser después expulsados por la orina. La sulfatacion de este compuesto
esta catalizada por la enzima fenok sulfotransferasa (PST; EC.2.8.2.1.) que
sulfata en la posicién 3 del anillo aromatico.

En cerebro humano el 70% de la actividad total de la MAO es del tipo B,
mientras que en rata ésta sélo es de un 5% (Riederer y col., 1978); (Oreland y
col., 1983). La MAO-A es de localizacién intraneuronal y la MAO-B se
encuentra mayoritariamente en la glia; (Yu, 1986)). Asi, en el cuerpo estriado
la desaminacién oxidativa de la DA ocurre mayoritariamente a través de la
isoforma B extraneuronalmente ((Oreland y col., 1983) (Glover y Sandler,
1986), tambien existe el mismo porcentaje en cobayas, mientras que en la
rata tiene lugar principalmente por la isoforma A de manera intraneuronal
(Azzaro y col., 1985); (Butcher y col., 1990).

1.5. TIROSINA HIDROXILASA.

En 1953, Udenfriend y Wyngaarden proponen que la tirosina es
convertida en L-DOPA por una reaccion enzimatica, pero la demostracién
directa de la hidroxilacién de la tirosina a L-DOPA no llegé hasta 10 afios més
tarde (Nagatsu y col., 1964).

Como ya hemos dicho la tirosina hidroxilasa es una monooxigenasa
que cataliza la formacion de L-DOPA a partir de L-tirosina en neuronas
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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+ B-H 4 —» L-DOPA + H,0 + B-H2
La enzima utiliza tirosina como sustrato, requiere oxigeno molecular

para su actividad y el -cofactor pterinico reducido (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BHg). En la reaccion el cofactor es oxidado a

dihidrobiopterina (BH2), la cual es de nuevo reducida a tetrahidrobiopterina

por la enzima dihidropterina reductasa (Kaufman, 1977). Ademas de los
sustratos mencionados, la enzima necesita el i6n ferroso (Fe2+) para su

actividad (Haavik y col., 1991) el cual coordina en el residuo His331 (Ramsey
y col., 1995). La actividad maxima se da a pH 6.

Varios autores sugieren que la concentracién de cofactor en células
adrenérgicas esta por debajo de la saturacion para la enzima. Los valores de
la constante de Michaelis (Km) de la TH para el cofactor varian dependiendo
del estado de activacion de la enzima, de la fraccién subcelular en la cual se
examine la actividad, del tipo de cofactor utilizado y del pH del ensayo. Lo
mismo ocurre con respecto a la concentracién 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 razoén, la gldndula adrenal o tumores derivados de ella han sido
frecuentemente utilizados para la purificacion de la enzima.

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

La enzima de rata ha sido clonada y expresada en cultivos celulares de
insectos (Fiztpatrick y col.,, 1990) ademds se han encontrado cuatro
isoenzimas de TH humana que han sido clonadas y expresadas en células
eucariotas (Horellou y col., 1988) y en E. coli (Haavik y col., 1991).

1.5.1. Regulacion de la Tirosina Hidroxilasa.

Los niveles de actividad y cantidad de la enzima TH se controlan por
casi todos los mecanismos regulatorios fisiolégicos que existen con la
excepcion de la activacion por zimégeno. Se dividen en dos amplias

categorias (Para revision ver (Kumer y Vrana, 1996):

a). Regulacién a corto plazo de la actividad enzimatica
a.1- Inhibicién por retroalimen;acién negativa

a.2- Regulacion alostérica.

a.3- Los mecanismos de fosforilacion-desfosforilacion.

b). Regulacién a medio-largo plazo de la expresién génica

b.1- Control de la actividad traductora.
b.2- mecanismos que controlan la estabilidad de la enzima.
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b.3- Regulacién transcripcional.

b.4- Regulacién de la estabilidad del ARNm.

b.5- Distintas alternativas de procesado del ARNm, el denominado
"splicing",

I.5.1.a.1- Inhibicién por retroalimentacion negativa.

Se han propuesto dos mecanismos posibles para la inhibicién de la TH:
el primero, por unién reversible de catecolaminas a la enzima, que actuaria
como un sensor de las concentraciones locales de estas, y el segundo de
manera casi irreversible, mediante el secuestro de la enzima en una forma

mas estable pero menos activa al formar un complejo con el i6n férrico (Fe3+)
en el sitio activo de la enzima.

1.5.1.a.2- Regulacion alostérica.

Los efectores alostéricos de la TH no parecen estar relacionados con la
reaccion de hidroxilacion de la tirosina ni con los productos formados. Se ha
implicado a la heparina, a los fosfolipidos y a los polianiones en la interaccion
con la TH de una manera reversible para aumentar la actividad enzimatica.
Parece ser que este efecto se lleva a cabo disminuyendo la Km de la enzima

para el cosustrato pterinico.

1.5.1.a.3- Mecanismos de fosforilacion-desfosforilacion.

- Fosforilacion.

Este parece ser el principal mecanismo que controla la actividad TH a
corto plazo, estando implicados siete sistemas distintos de protein quinasas
que son capaces de fosforilar la proteina en distintos residuos especificos
para cada una. Debido a que estos sistemas de mensajero/quinasa
comparten algunos de sus efectores es factible que la estimulacién de una via
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conduza a la activacion (o inhibicién) de otra paralela, dandose un fenémemo

de "cross-talking".

Es generalmente aceptado que la fosforilacidon por la protein quinasa

dependiente de AMPc (en la Ser40) produce una reduccién en el valor de la
Km de la enzima por el cosustrato de pterina y un aumento en la constante
inhibitoria (Ki) para inhibidores por retroalimentacion negativa como la
dopamina. Pero la significacién fisioldgica de los otros puntos de fosforilacion

esta auln por determinar.

- Desfosforilacion.

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

cual es sensible al acido okadaico. Asi, la fosforilacion del residuo de Ser8 en
las terminales dopaminérgicas se intensifica por tratamiento con &cido
okadaico.

1.5.1.b.1- Control de la actividad traductora.

Hay evidencias de que la expresion génica de la TH puede ser regulada
en el paso de traduccién de la informacién del ARNm a la proteina, aunque
los cambios en los niveles de ARNm de la enzima no tienen que implicar
necesariamente variaciones en la cantidad o en la actividad de esta y
viceversa.

En la literatura hay mdltiples ejemplos que dan cuenta de la disociacion
entre los niveles del ARNm vy los de la proteina. Asi, por ejemplo, Kaneda y
col. usaron un ratén transgénico que contenia varias copias extras del gen de
TH humano y que dio lugar a que el ARNm transgénico se expresara en la SN

50 veces mas que el gen enddgeno, entanto que la inmunoreactividad y la
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actividad de la TH en el estriado o en la SN se increment6 sélo de 3 a 4 veces
(Kaneda y col., 1991). Otro caso es el de la inyeccién directa en la SN de
forskolina, activador de la adenilato ciclasa, que aumentd los niveles de
ARNm de TH pero no indujo cambio alguno en el contenido de la enzima. El
mismo efecto se observd tras la administracion cronica del antagonista del
receptor dopaminérgico D2 haloperidol, asi como en médula adrenal de rata
expuesta a estrés por frio y en cultivos de células tratadas con 8-bromo-AMPc
o dexametasona.

Como posible explicaciéon a estos hechos, en andlisis posteriores de la
fraccion de ARNm que estaba siendo traducida por los ribosomas (la fraccion
de polisomas), mostraron que el ARNm inducido no estaba siendo "cargado”

para su traduccidn en los ribosomas.

1.5.1.b.2- Estabilidad de la enzima.

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

1.5.1.b.3- Regulacién de la transcripcién.

Cambios en el estado fisiolégico del animal, como la administracién de
glucocorticoides o el estrés producido por inmovilizacién o por frio, asi como
la administracién de drogas activas sobre los sistemas catecolaminérgicos, se
han mostrado como fenémenos capaces de modificar los niveles de ARNm de
TH. Aunque se asume que estos cambios en el ARNm son mediados por
modificaciones en la tasa de transcripcién, es importante sefialar que pocos
estudios miden realmente esta funcioén, ya que los niveles de ARNm pueden
también verse alterados por cambios en la estabilidad de la molécula.
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La inyeccién de reserpina, un agente que vacia los depdsitos de
catecolaminas, se ha mostrado capaz de aumentar los valores de actividad
TH en las glandulas adrenales, las células simpaticas periféricas o las células
noradrenérgicas del locus coeruleus, mientras que las células dopaminérgicas
de la SN no se vieron afectadas. Estudios posteriores mostraron que estos
efectos estaban mediados por incrementos en los niveles de ARNm de la
proteina.

Estudios llevados a cabo con el deprenilo, uno de las drogas de
eleccion para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, que inhibe la
MAO y el TDA, produjo un aumento del ARNm de esta enzima. Por otra parte,
el tratamiento con otro inhibidor selectivo del TDA, la nomifensina, tambien
mostraron una elevacion en los niveles del mensajero de ARN de la TH con
un aumento del contenido y la actividad de la enzima en la SN. (Rodriguez-
Gomez y col., 1997).

La cocaina, agente que afecta la disponibilidad y cantidad de DA
mediante el bloqueo de su recaptacién, aumenta los niveles de ARNm de la
TH, asi como la cantidad y actividad de enzima en ciertas areas cerebrales.
Esta droga induce también la expresién de genes de respuesta inmediata
como el c-fos o el jun-B en la region terminal del estriado, asi como las
proteinas de unidon a los denominados elementos de respuesta al AMPc
(CREB), habiéndose demostrado que estos factores de transcripcion
aumentan la transcripcién de la TH uniéndose, respectivamente a los sitios
AP-1 y CRE de la regién del promotor del gen de la TH. Otros moduladores
farmacoldgicos de la expresién del gen incluyen al diacepan, nicotina y
antagonistas dopaminérgicos como el haloperidol y el SCH23390.

Un estudio ha mostrado incluso que puede haber selectividad en la
respuesta del ARNm de células con cierto grado de analogia, como son las
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neuronas dopaminérgicas del area ventral tegmental frente a las de la SN
induciéndose la proteina sélo en las primeras. Varios ejemplos adicionales de
esta selectividad farmacoldgica han sido aportados apoyando la flexibilidad en
la respuesta de las células catecolaminérgicas a determinados estimulos.

Finalmente, se han observado también incrementos en la actividad y en
el contenido de ARNm de la TH con agentes como el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF).

Por lo tanto podemos ver que tanto drogas externas, extranas en
principio al sistema nervioso, como sustancias naturales propias del cerebro,
son capaces de alterar de diferente modo al ARNm de la TH, aunque como
hemos dicho no esta claro si estos cambios suponen variaciones en la tasa
de transcripcion, o en la estabilidad de la molécula.

1.5.1.b.3- Regulacion de la estabilidad del ARNm.

Aunque se asume que los cambios en la transcripcion producen
cambios en la cantidad de ARNm, ésta se puede ver también modificada
postranscripcionalmente por variaciones en la estabilidad de la molécuia.
Fossom y col. han demostrado que condiciones estimulantes de la
transcripcion génica también aumentan la vida media del ARNm (Fossom y
col.,, 1992).

1.5.1.b.4- Procesamiento alternativo del ARNm o splicing.

En tejido humano se han encontrado cuatro formas diferentes de ARNm
y sus correspondientes proteinas, en base a las diferentes posibilidades a la
hora de transcribir la informacién del ADN al ARN segtin los distintos puntos
de corte entre intrones y exones. Denominadas como hTH-1, 2, 3y 4, la forma
1 es la mas semejante a la Unica encontrada en rata. Los puntos de corte
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(splicing) se encuentran en el dominio regulatorio amino terminal, con lo cual
las proteinas difieren de modo notorio en sus posibilidades de regulaciéon y
levemente en sus propiedades cataliticas. La significacién funcional de las
distintas isoformas de TH como resultado del splicing alternativo esta todavia
por ser establecida.

1.6. TRANSPORTADOR DE DOPAMINA.

El gen del transportador de DA ha sido recientemente clonado en rata
(Shimada y col., 1991), vaca (Usdin y col., 1991) y humano (Giros y col.,
1992), habiéndose determinado que es una proteina con 12 dominios

transmembranales. Pertenece a la familia de transportadores Na*/Cl--
dependientes en la que se encuentran también el de noradrenalina (67% de
homologia de secuencia), serotonina (49%), GABA (45%), glicina (41%) y
prolina (44%) entre otros (Miller y col., 1997). Posee un peso molecular de
69.000 daltons con cuatro sitios posibles de N-glicosilacién; si bien no se tiene
aun absoluta certeza sobre el papel de estos carbohidratos, parecen estar
implicados en la regulacién de su actividad (Meiegerd y Schenk, 1994).

Asociado al proceso de neurotransmisién dopaminérgica, el ARNm del
transportador de DA se expresa de manera intensa en las neuronas
mesencefdlicas de la SNc y en menor medida en el area ventral tegmental
(AVT), regiones donde se encuentran densidades apreciables de unién al
transportador, asi como en las respectivas areas de proyecion, el estriado y el
nuicleo accumbens (Giros y col., 1991) (Usdin y col., 1991). En el hipotadlamo
se ha hallado también expresion en las neuronas dopaminérgicas de la region
dorsomedial del nucleo arcuato (Meister y Eide, 1993), localizindose la
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proteina tanto aqui como en el drea de proyeccidn situada en la eminencia

media.

El mantenimiento del equilibrio iénico entre el espacio intra- y
extracelular juega un papel determinante en el proceso de transporte. En una
primera etapa el Na+ es cotransportado con la DA al interior de la célula; a
continuacidn el Na+ y la DA se disocian y al transportador se une al K+ que
es liberado al exterior produciéndose a la vez la reorientacién de la proteina
(White y Paton, 1972) (Krueger, 1990). El restablecimiento de los gradientes

i6nicos lo lieva a cabo la bomba de Na*/K* (Holz y Coyle, 1974).

Dependiendo de las condiciones celulares, el transportador puede
funcionar como mediador de la entrada de DA en la célula (recaptacién), o
bien produciendo de manera reversa la liberacion de ésta. Esta salida del
neurotransmisor se produce a partir de la DA que se encuentra libre en el
citosol sin mediar impulso nervioso (Westerink y col., 1987).

1.7. CONTROL DE LA DOPAMINA SINAPTICA.

La concentracién de DA presente en la sinapsis depende de varios
factores, como son su contenido intracelular, su liberacién al espacio

sinaptico, su recaptacion y su degradacion (Figura 1.4.).
I.7.1. Contenido de DA intracelular:

El nivel de DA sinaptica es regulado indirectamente por su contenido
vesicular en el interior de la neurona, el cual es afectado por su sintesis,

almacenamiento y metabolismo (Keller, Jr. y col., 1988).
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Justice fue el primero que sugirid la existencia de tres almacenes
intraneuronales de DA, los cuales se encuentran en equilibrio; de estos, dos
son vesiculares (Justice, Jr. y col., 1988). En uno se encuentra la DA que
acaba de ser sintetizada, que es la DA que se libera por el proceso de
exocitosis a consecuencia del potencial de accién; muestra por tanto ser
calcio- y sodio-dependiente. Si la DA no es inmediatamente requerida se
vesicula y permanece en la neurona a modo de reserva, constituyendo este el
segundo almacen vesicular de DA. Si la tasa de liberacion excede la
capacidad de sintesis se acude a esta DA que se encuentra en reserva. El
tercer almacén corresponde a la DA que se encuentra sin vesicular, libre en el
citoplasma y parece ser que es la que se libera a través del sistema de
transporte reverso. Este es el mecanismo que usa la anfetamina para producir
la salida de la DA de la terminal, después de haber producido la liberacion
masiva del neurotransmisor de las vesiculas (probablemente por alteracion

del pH vesicular) (Butcher y col., 1988)

1.7.2. Liberacion de DA:
La liberaciéon de DA es regulada por una variedad de factores como la
densidad de terminales activadas, la tasa del impulso nervioso y la actividad

de los autorreceptores.

La regulacién de la liberacién de DA es llevada a cabo principalmente
por la propia DA. Se acepta que altas concentraciones de DA extracelular
inhiben la liberacion y bajas concentraciones la aumentan. Esto se apoya en
la accion de los autorreceptores presinapticos localizados tanto en el cuerpo
celular como en las terminales (Cheramy y col., 1981) (Roth y Elsworth,
1995). Los autorreceptores situados en el cuerpo, entre otras acciones,
aumentan la conductancia de potasio al ser estimulados por la DA y con ello
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disminuyen la frecuencia de disparo, con lo que decrece la liberacién vy el
metabolismo de DA en la terminal, ya que se ha demostrado que la cantidad
de DA liberada por ésta es funcion de la tasa y del patrén de disparo (Bean y
Roth, 1991). Estos cambios en el metabolismo de DA llevan asociados
cambios en la actividad TH (Masserano y Weiner, 1983). Los autorreceptores
localizados en la regién terminal juegan también un importante papel sobre .
los niveles de DA extracelulares, ya que su estimulacién provoca la inhibicién
de la liberacién y/o de la sintesis del neurotransmisor (Banon y Roth, 1983)
(Wolf y Roth, 1990). Mediante la perfusién local de agonistas dopaminérgicos
del receptor D2 se ha demostrado la implicacién directa de este subtipo de
receptor en el mecanismo regulatorio descrito. Se pudo observar la
disminucién de la concentracion extracelular de DA en el estriado
(Timmerman y col., 1989a) (Santiago y Westerink, 1991), en la SN (Santiago
y Westerink, 1991) y en la corteza prefrontal medial (Santiago y col., 1993). La
administracion de antagonistas del receptor D2, como el haloperidol, produjo
el efecto opuesto sobre la actividad dopaminérgica aumentando la tasa de
disparo, lo que se correlacionaba con un aumento de la sintesis, la liberacién
y el recambio de DA (Banon y Roth, 1983) y también de la actividad TH
(Masserano y Weiner, 1983).
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FIGURA 1.4. Representacion de la sinapsis dopaminérgica y de los
procesos que controlan la concentracion sinaptica de Dopamina y por lo
tanto, la neurotransmision dopaminérgica.
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~ Estudios con inyecciones en el estriado y sistémicas de agonistas D2
sugieren que la activacion concurrente de los receptores D2 terminales y
somatodendriticos es mas efectiva que la exclusiva de los receptores
terminales para modular la liberacién de DA por el estriado (Timmerman y
col., 1989a; Timmerman y col., 1989b). Se deduce por tanto que la inhibicién
de la liberacion de DA por los agonistas D2 es causada por dos mecanismos
aditivos y similares: autorreceptores que controlan el impuiso nervioso en el
cuerpo celular y autorreceptores que controlan la sintesis y/o liberacién de DA

en la terminal.

1.7.3. Recaptacion de DA:

Junto con la difusion, el principal mecanismo que interviene en la
inactivacion fisiologica de la DA es su eliminaciéon del espacio sinaptico a
través de transportadores localizados pre- y postsindpticamente, asi como en
las células gliales que rodean la sinapsis. La mayoria de la DA estriatal es
recaptada por la neurona, donde luego es reincorporada principalmente en las
vesiculas a través del TVDA (Nissbrandt y col., 1991), siendo el resto
catabolizada por la MAO. La que es tomada por la glia se degrada a través de
la COMT.

Asi, mientras que la intensidad de la sefal quimica es definida por la
tasa de liberacion del neurotransmisor, la duracion de ésta viene determinada
principalmente por la cinética de recaptacion. La importancia del mecanismo
de recaptacion neuronal se pone de manifiesto en estudios que demuestran
que los efectos fisiologicos de la DA son intensificados por los agentes que
bloquean su transportador (Wiliams y Lacey, 1989) (Lacey y col., 1990),
(Mercuri y col., 1991). Un ejemplo de la importancia critica que juega la
recaptacion de DA en la sefalizacion y en el tono de la actividad neuronal
ejercida por esta ha sido mostrado recientemente por Giros y col. con el
hallazgo de un ratén mutante carente del transportador de DA, en el que la
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falta del mismo incrementé de modo considerable el tiempo de permanencia

del neurotransmisor en la sinapsis (Giros y col., 1996).

La recaptacién de DA tiene lugar tanto en el area terminal como en la
region somatodendritica, habida cuenta de la presencia del transportador en

ambas zonas, aunque no parece ocurrir con la misma velocidad, ya que en

preparaciones somatodendriticas la recaptacion de [BH]-DA es mas lenta que
en la terminal, para las densidades de transportador encontradas en ambas
regiones (Chen y col, 1996). Se puede inferir asi que la dinamica de
liberacion-recaptacion es mas lenta en el cuerpo que en la terminal. Parece
también que la regulaciéon del proceso de recaptacion exhibe diferencias
considerables cuando se examina ep regiones discretas del cerebro. Asi, la
recaptacion de DA se ha mostrado regionalmente distinta en cuanto a la tasa,
afinidad y sensibilidad a la inhibicién competitiva (Hitri y col., 1994); (Jones y
col., 1995). En concreto, se ha mostrado cémo en el sistema de los ganglios
basales la liberacién y recaptacion de DA provocada eléctricamente exhibe
heterogeneidad en la SN, el estriado y el AVT debido fundamentaimente al
mayor o menor grado de glicosilacion del transportador (Cragg y col.,
1997);(Lewy y col., 1992).

Los patrones heterogéneos de recaptacion de DA en la SN y en el AVT
resultaron acordes con el patrén de degeneracién neuronal en la enfermedad
de Parkinson, si como postulan algunos autores esta enfermedad es
producida por alguna toxina medioambiental (Tanner, 1989; Mizuno y col.,
1999), ya que las células de esta dultima region resultan ser menos
vulnerables por tener una menor capacidad de recaptacion de la supuesta
neurotoxina que las de la SNc.

Por todo esto, el reciente hallazgo de un ratén alterado genéticamente
que pierde la capacidad de expresar el transportador de DA (Giros y col.,
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1996) proporciona una herramienta Unica para estudiar los mecanismos que

regulan la transmision dopaminérgica.

1.7.4. Actividad MAO:

El metabolismo de DA es otro factor que influye en el contenido de la
DA extracelular. El papel de la MAO es esencial; su inhibicion resulta en un
aumento de la cantidad de DA y por tanto supone un aumento de la
disponibilidad del neurotrasmisor.

1.8. ASPECTOS ANATOMICO-FUNCIONALES DE LOS GANGLIOS
BASALES.

En sentido estricto, el término ganglios basales agrupa a los ntcleos
telencefalicos subcorticales; estos nicleos son el cuerpo estriado y el
nucleo amigdaloide. Sin embargo, la sustancia negra, los nucleos
subtalamicos e importantes partes del tdlamo, como la formacién reticular,
operan en estrecha asociacién con aquellos y, en consecuencia, se
consideran parte del sistema de los ganglios basales para el control motor
(Para revision ver (Gerfen, 1992)). Estos cinco nucleos subcorticales
participan en el control del movimiento, pero al contrario que la mayoria de los
componentes del sistema motor no reciben ni envian ninguna conexion
directa con la médula espinal. Su entrada principal proviene de la corteza
cerebral y su salida es dirigida a través del talamo de vuelta a la corteza,
concretamente a las regiones prefrontal, premotora y motora. Por tanto, junto
con el cerebelo, los ganglios basales constituyer? el mas importante circuito
subcortical del sistema motor. La diferencia entre ambos estriba en que si
bien el cerebelo regula directamente la ejecucion del movimiento, los ganglios
basales estan implicados en aspectos cognitivos y de orden superior del
control motor. Ademas debido a las extensas conexiones con la corteza
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asociativa y estructuras limbicas, los ganglios basales participan en aspectos

no relacionados con el movimiento como la funcién afectiva y cognitiva.

El cuerpo estriado se divide a su vez en paleoestriado o globo palido
y neoestriado. Este (ltimo estd dividido en dos nucleos, el caudado y el
putamen. Ambos provienen de la misma estructura telencefalica por lo que
estdn constituidos del mismo tipo de células, fusionandose ademas en la
parte anterior; al conjunto se le conoce como cuerpo estriado, nombre que se
le da también en la rata, especie anatémicamente menos diferenciada, donde
ambas estructuras constituyen un nucleo unico. El globo palido (GP) se divide
en dos segmentos, el externo y el interno; en la rata este Gltimo se denomina
nucleo entopeduncular.

La sustancia negra (SN) también se divide en tres zonas: a) la parte
reticulada (SNr) que citolégicamente se parece al globo pa’Iido y a donde
van la mayor parte de las aferencias que llegan a esta estrucutura; b) una
mas dorsal, pigmentada, debido a la presencia de cuerpos neuronales ricos
en neuromelanina y que da nombre a esta region, que es la parte compacta
(SNc) y ¢) la parte lateral.

La figura I.5. muestra las vias de conexién de los ganglios basales, que
como se observa es un circuito cortico-estrio-negro-talamo-cortical. De
todas las vias de los ganglios basales, la via nigro-estriada es la que mas

nos interesa pues la que se ve afectada en la Enfermedad de Parkinson.
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Figura I.5. Esquema que representa las principales conexiones de
los ganglios basales. DA: dopamina. GPext y GPint: segmento interno y
externo, respectivamente, del globo palido. Glu: glutamato. SNc y SNr:
substantia nigra reticulada y compacta, respectivamente. NST: nucleo
subtalamico

La proyecciéon mas importante que reciben los ganglios basales es la
aferencia excitatoria que usa glutamato (Glu) como neurotransmisor, que
llega de la corteza cerebral al estriado. En condiciones de reposo las
neuronas estriatales estan eléctricamente en estado quiescente y su actividad
es generada por esta aferencia excitatoria. La gran mayoria de las neuronas
del estriado (90-95%) son las denominadas neuronas espinosas de
proyeccion de tamafo medio. En estas neuronas se distinguen dos
subpoblaciones con aproximadamente igual nimero de células que alcanzan
a la SN a través de vias diferentes. Se distingue por un lado la que proyecta
directamente desde la matriz del estriado a la SNr (en menor medida a la
parte compacta) y al segmento interno del GP (via estriatonigral), y por otro,

la que alcanza a la SNr desde los estriosomas mediante conexiones
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polisinapticas (via estriatopalidal), proyectando primero al segmento externo
del GP, el cual proyecta por una parte a la SN y por otra al nucleo
subtalédmico, el cual a su vez proyecta también a la SN (Figura 1.5.) (Parent,
1990).

Todas estas conexiones que parten del estriado son inhibitorias,
utilizando GABA como neurotransmisor. Los nucleos subtaldmicos, por su
parte, envian aferencias excitatorias a la SNr. Estas dos vias se diferencian
por presentar distinta expresion peptidérgica y de receptores dopaminérgicos.
Las vias estriatopalidal y palidonigral, contienen encefalina expresandose el
receptor Do (efecto inhibidor de la adenilato ciclasa), mientras que la via

estriatonigral expresa el receptor D, (activador), sustancia P y dinorfina
(Vicent y col., 1982; Vicent y col., 1982; Gerfen, 1992); (Reinier y Anderson,
1990; Reinier, 1986).

El circuito que comienza en la corteza inervando al estriado y que llega
a la SN, bien a través de la via estriatonigral o de la estriatopalidal, se cierra
mediante las neuronas GABAérgicas (y por lo tanto inhibidoras) de la SNr y el
segmento interno del GP que constituyen la mayor eferencia de los ganglios
basales, inervando los nucleos talamicos. Estas neuronas son ténicamente
activas y produciran, por tanto, la inhibicion de las células talamicas que
devuelven la proyeccién a las zonas de la corteza implicadas en el control
motor. El movimiento, a nivel de los ganglios basales, se origina cuando las
neuronas talamicas son liberadas de esta inhibicion ténica con la consiguiente
actividad motora de la corteza

Por lo tanto, la via estriatonigral directa supone una inhibicion de las
neuronas de la SNc mediante la accién del GABA, mientras que la via
estriatopalidal indirecta produce la excitacion de las neuronas nigrotalamicas,
mediante la accion facilitadora del glutamato. El resultado de estas dos vias
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sgrfa opuesto si no mediara la actividad de la proyeccién dopaminérgica
nigroestriatal. Ambas vias estan reguladas por los axones dopaminérgicos
que proyectan desde la SNc al estriado. La DA ejerce un efecto excitador
sobre la via directa debido a la activacion de los receptores D, (fig. I.5.) de las
neuronas que expresan sustancia P (via estriadonigral), mientras que sobre la
via indirecta el efecto es inhibidor mediado por los receptores D2 de las
neuronas que expresan encefalina (via estriatopalidal), cuyo resultado dltimo
es la desinhibiciéon de las neuronas talamocorticales (fig. 1.5.). Asi, la accién
de la proyeccion dopaminérgica sobre el estriado a través de las dos vias

descritas es una accion facilitadora del movimiento.

La pérdida de DA estriatal, posterior a la muerte de las células nigrales
que ocurre en la enfermedad de Parkinson (una de las patologias mejor
caracterizadas de los ganglios basales), da lugar al desequilibrio en la
actividad de las dos vias de proyeccion estriatales, activandose la
estriatopalidal con aumento de la expresién de encefalina y reprimiéndose la
estriatonigral y con ello la expresiéon de sustancia P, lo que conduce a la
activacion de la via nigrotaldmica. Esta es la causa de la mayoria de los
sintomas de esta enfermedad: temblor ritmico en reposo, rigidez muscular,
lentitud en la ejecucion del movimiento (bradiquinesia) y dificultad para iniciar
el movimiento (aquinesia). La depleccién de DA estriatal también produce la
sobreactivacion de interneuronas colinérgicas del estriado con repercusiones
en el control motor. Algunos de los déficits cognitivos se consideran
originados por la faita de DA cortical.
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Figura 1.6. Alteracién del circuito de los ganglios basales en la
Enfermedad de Parkinson. La anchura de las flechas indica la activacién o
inhibicién en la neurotransmisidn

La DA liberada dendriticamente en la SN estd implicada en el
procesamiento de la informacion proveniente del estriado en direccion al
talamo. Ello es posible debido a la particular disposicién dendritica de dicho
nucleo (Fallon y Loughlin, 1995), las dendritas de las neuronas nigrotalamicas
permanecen confinadas en la SNr. Las neuronas de la zona ventral de la SNc
proyectan ventrolateralmente 1 ¢ 2 dendritas hacia la parte reticulada. Asi, la
DA liberada presinapticamente puede dar lugar, por una parte, a la
autoinhibicién de la actividad de la via nigroestriada interaccionando con los
receptores D2 de la propia neurona o de una vecina, y por otra, a la
modulacién a través del receptor D1 de la liberacion de GABA y péptidos de
la proyeccién estriatonigral, influyendo asi indirectamente en la actividad de
las neuronas nigro-taldmicas. En la parte mas dorsal se dispone un segundo
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tipo de neurona dopaminérgica, fusiforme y con dendritas de orientacion

medio-lateral también provista del autorreceptor D2 (Cheramy y col., 1981).

1.9. NEURODEGENERACION DE EL SISTEMA NIGRO-ESTRIATAL.

De entre todos los procesos y fenémenos que engloba el
envejecimiento humano, los de neurodegeneracion, es decir los procesos
que compondrian el lamado envejecimiento cerebral son los que parecen
estar relacionados directamente con la aparicion de RL y EO. Este cuadro de
alteraciones por dafio oxidativo parece tener una participacion destacada en
enfermedades ligadas al envejecimiento cerebral como las enfermedades de
Parkinson, de Alzheimer, de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica,
llegando algunos autores a hablar del envejecimiento como un factor de
riesgo conducente a estas patologias Lebel y Bondy, 1992; Bowling y Beal,
1995). Esto es debido a que varios factores hacen del cerebro el 6rgano mas
vulnerable a los dafios originados por EO. '

El cerebro llega a usar un 20% del oxigeno total inspirado, cantidad muy
elevada si consideramos que constituye solo un 2% del peso total del
individuo. A éste alto consumo de O, contribuye entre otros la elevada tasa

de metabolismo catecolaminérgico.

Esto hace que la generacion de radicales libres en el cerebro sea
comparativamente mayor, especialmente porque es un tejido relativamente
deficiente en mecanismos protectores (Bondy, 1997). Por ejemplo, posee
menos cantidad de GSH, GPx y tocoferol comparado con el higado.

Por otra parte el cerebro es rico en los llamados PUFAS (acidos

grasos poliinsaturados) que debido a las insaturaciones son especialmente
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esencial en la catdlisis del estrés oxidativo. Ademas el LCF contiene
complejos de bajo peso molecular que contienen hierro y cobre, capaces de

catalizar la generacion de radicales libres.

El tejido neuronal es ademés rico en hierro libre (Yehuda y Youdim,
1988). lo cual unido a las altas concentraciones de acido ascérbico, supone
una alta probabilidad de que se genere estrés oxidativo ya que el &cido
ascorbico en presencia de hierro actiia como prooxidante.

Finalmente, los aminoacidos excitatorios que actuian como
neurotrasmisores en el cerebro (como por ejemplo el glutamato), una vez
liberados generan una reaccién en cadena que activa vias intracelulares de
generacion de radicales libres.

El sistema dopaminérgico presenta una mayor degeneraciéon con la
edad que otros sistemas neuronales. Alrededor del 4% del conjunto de
neuronas productoras de dopamina desaparece durante cada decenio de la

vida aduita como consecuencia del envejecimiento

La SN es una estructura particularmente vulnerable a los procesos
oxidativos, ya que en ella se dan una serie de circunstancias que los
favorecen: elevadas concentraciones de hierro (Yehuda y Youdim, 1988) alta
tasa de autooxidacion, baja actividad de las enzimas con capacidad
antioxidante y cantidad de GSH relativamente baja (Gerlach y col., 1994). La
SN humana, que constituye el grupo neuronal mas vuinerable en la
enfermedad de Parkinson, contiene solo bajo niveles de GPx (Damier y col.,
1993). Ademas una moderada inmunoreactividad a GPX ha sido detectada en

la SN de ratdn (Trepanier y col., 1996).

La formacién de radicales libres en las células dopaminérgicas no solo
tiene lugar mediante el metabolismo del neurotrasmisor, produciéndose H2O,
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1993). Ademas una moderada inmunoreactividad a GPX ha sido detectada en
la SN de ratén (Trepanier y col., 1996).

La formacién de radicales libres en las células dopaminérgicas no sélo
tiene lugar mediante el metabolismo del neurotrasmisor, produciéndose H,O,
a través de la actividad degradativa de la MAO. Por otro lado, la DA puede
sufrir un proceso de autooxidacién no enzimatico catalizado por hierro por el
que tiene lugar también la formacién de H,O, (Gerlach y col., 1994). La DA al
autooxidarse genera quinonas, las cuales son intermediarias en la formacién
de conjugados de catecoles con proteinas (lto y col., 1988) Las quinonas son
compuestos deficientes en electrones, por lo que pueden sufrir el ataque
nucleofilico del grupo sulfidriio del amino4cido cisteina, que se encuentra
presente formando parte del GSH o como integrante de las proteinas ((Tse y
col., 1976). Los inones de hierro y cobre podrian tambien promover la
formacion de conjugados entre GSH y DA y/o L-DOPA, especialmente si H,O,
esta presente (Spencer y col., 1998).,

os productos oxidativos de la DA, quinonas y radicales libres, dan lugar
mediante su polimerizacion a la formacién de neuromelanina, acumulandose
en una especie de depésito de productos de deshecho (Knoll, 1993). En Ia
neurona, el acumulo de neuromelanina va aumentando con el tiempo,
observandose un aumento lineal de la pigmentacién de la SN en el hombre
desde los 18 meses a los 60 afios (Mann y col., 1977).
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H-0

Catalasa

Vit E GSSG
GPx GR
DOPAC
g GSH
MAO —> H%

strés Oxidativo

5-Cys-DA! > NEUROMELANINA

Polimerizacion

Figura 1.7. Mecanismos de generacion de radicales libres y
subproductros de oxidacién de la Dopamina. Mediante la oxidacion
enzimatica o no enzimativa de la DA,ose producen quinonas y 6-OH-DA que
contribuyen a la polimerizacién de la melanina y a la generaciéon de una
cascada de estrés oxidativo.
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1.10. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo
progresivo de los ganglios basales, que afecta a uno de cada 500 individuos
(Jenner y col., 1992) o a 10 de cada 100.000 individuos con menos de 45
anos y 140 de cada 100.000 hasta 75 afos (Schoenberg, 1987).

Los examenes "post-morten" de los cerebros de los enfermos de
Parkinson revelan un gran numero de anormalidades neuroquimicas e
histolégicas. La mas importante es la degeneracion de células pigmentadas
de la SN compacta, junto con la aparicion de los llamados Cuerpos de Lewy y
la disminucién de la liberacién de DA en el estriado desde las terminales
nerviosas del tracto nigroestriatal.

La DA estriatal actia normalmente inhibiendo las interneuronas
colinérgicas o contrarrestando de alguna otra manera su actividad. En
ausencia de la secrecion de DA, las vias colinérgicas se tornan
excesivamente activas provocando una sefalizacion anormal que conduce a
una aiteracion del movimiento, apareciendo asi los sintomas tipicos de la
enfermedad: rigidez muscular, bradiquinesia, pérdida de peso, depresion y
disminucién de la capacidad intelectual. Desde la aparicién de los primeros
sintomas, éstos se van agravando, llegando a la discapacitacion (aquinesia
completa) en el transcurso de 5 a 15 afos. En etapas tardias aparecen
problemas psicoldgicos que pueden llegar a convertirse en demencia.

Los sintomas del Parkinson sélo aparecen cuando la degeneracién llega
al 70 % (Riederer y Wuketich, 1976). Una aquinesia severa esta asociada a
una pérdida del 95 % de DA. No se sabe todavia cual es la causa que dispara

esta mortalidad neuronal.

48



INTRODUCCION

Los sintomas del Parkinson sélo aparecen cuando la degeneracién llega
al 70 % (Riederer y Wuketich, 1976). Una aquinesia severa esta asociada a
una pérdida del 95 % de DA. No se sabe todavia cual es la causa que dispara
esta mortalidad neuronal.

Segun una investigacién epidemiolégica, el 60% de la etiologia de esta
enfermedad corresponde a factores genéticos y el 40% a factores
medioambientales (Kondo y col., 1973). La influencia de las toxinas ha sido
sugerida tras una serie de estudios epidemioldgicos que muestran un
aumento en el riesgo a desarrollar la EP asociado a exposicién
medioambiental a factores como la industrializacion, el uso de productos
quimicos en agricultura o los entornos rurales (Golbe y Langston,
1993)Aunque no se ha identificado un defecto genético singular, se ha de
considerar un componente genético en la EP en base a la presencia de un
factor de transmisién dominante en 5-10% de los casos de EP, y la posibilidad
de que factores genéticos pueden generar una susceptibilidad elevada ante
ciertas toxinas (Gasser y col., 1994)

1.10.1. La Enfermedad de Parkinson y el estrés oxidativo.

La formacién de radicales libres ((Cohen, 1984); (Jenner y Olanow,
1996), una crisis energética mitocondrial (Mizuno y col., 1993), y
neurotoxinas exdgenas y/o enddgenas (Naoi y col., 1993); (Ohta y col.,
1987) entre otros factores, estén implicados en los procesos de muerte celular
producidos en esta enfermedad, aunque estos dos dltimos podem‘os decir que
estan ligados intimamente al primero aunque no esta claro si de manera

primaria (causa) o secundaria (consecuencia).
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~ Estudios postmortem de cerebros de parkinsonianos mostraron un
aumento de la peroxidacién lipidica (Dexter y col., 1989) (Dexter y col.,
1994b). Ademas parece haber un aumento del dafio del DNA como parece
indicar el aumento de 8-hidroxiguanidina, un producto del ataque de los RL
sobre los restos de guanidina del DNA (Sanchez-Ramos y col., 1994) (Alam y
col., 1999).

Esta evidencia del dafio oxidativo en la EP sugiere una produccién
excesiva de los RL, una disminucion de las defensas antioxidantes y un
defecto de los sistemas de reparacién de dafios causados por RL. Lo cual se
ve apoyado por la apricion de los subproductos de oxidacion de DA, los
compuestos cisteinicos de L-DOPA, DA, DOPAC en SN, sugiriendo asi una
aceleracion de los procesos de oxidacion de L-DOPA/DA. Es tambien bien
conocida la disminucion de los niveles de GSH, lo cual podria ser
consecuencia de la formacion de estos productos o quizas la causa de esta

aceleracion en los procesos oxidativos.

El hecho de que se hayan encontrado niveles elevados de hierro en la
SN, junto con una disminucién o niveles inalterados de ferritina, es indicativo
de un mecanismo por el cual la produccién de radicales libres podria estar
aumentada (Dexter y col., 1992)Como ya hemos indicado los metales
catalizan la formacion del radical hidroxilo desde H,O, Este radical podria ser
la causa de la oxidacién de los lipidos y de la alteracién del DNA.

Asi mismo, la sustancia negra de los enfermos de Parkinson contiene
células de microglia en un estado reactivo. Por lo general, el cerebro
controla y regula la microglia y evita que pase a un estado reactivo, porque
sus células, cuando se encuentran en estimulacién maxima, producen

radicales libres y se comportan de modo que pueden danar las neuronas. La
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Muchos componentes del sistema antioxidante parecen ser normales en
la SN de los parkinsonianos (Catalasa, GPx, Acido ascérbico y alfa-tocoferol),
aunque los niveles de la Mg-SOD y Cu/Zn-SOD estan por encima de lo
normal (Martilla y col., 1988) (Saggu y col., 1989), lo cual podria ser un
indicativo de adaptacién del medio frente a una carga excesiva de radicales
libres.

1.10.2. Sistema Glutation y La Enfermedad de Parkinson.

Los niveles de GSH en la SN de los enfermos de Parkinson estan por
debajo de lo normal, lo que podria ser importante para la produccién del daio
oxidativo en la EP (Sian y col., 1994). Por ejemplo una Cu/zn SOD elevada
junto con una actividad defectuosa de la GPx (debida a la disminucién en los
niveles de GSH y no a la enzima en si) podria producir un deseqdilibrio en las
enzimas antioxidantes, lo cual podria ser critico para la funcién celular.

Esta disminucién en los niveles de GSH es especialmente importante
en la EP ya que este cambio se restringe a la SN y no ocurre en las otras
estructuras que componen los ganglios basales, y ademas no parece ser
debida al tratamiento farmacolégico de la enfermedad (Dexter y col., 1994b).
Los ratones tratados con MPTP, los cuales sufren EO, mostraron un aumento
general en la actividad de GPx, siendo especialmente elevada en estriado y
en el cerebro ventral medio (Cassarino y col., 1997). Ademas, el disulfiram,
una droga que en humano puede conducir a sintomas Parkinsonianos, es
capaz de disminuir la actividad de GR en ratas (Loplane y col., 1992)
(Nagendra y col., 1994). Todo ello corrobora la importancia del sistema GSH
en el sistema dopaminérgico y el control de movemientos.

Otro de los cambios que aparecen en la EP es la inhibicién de la
actividad del Complejo | de las mitocondrias en la SN (Schapira y col., 1990).
Aunque la causa de esto es desconocida, parece que no existe relacion
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una droga que en humano puede conducir a sintomas Parkinsonianos, es
capaz de disminuir la actividad de GR en ratas (Loplane y col., 1992)
(Nagendra y col., 1994). Todo ello corrobora la importancia del sistema GSH
en el sistema dopaminérgico y el control de movemientos.

Otro de los cambios que aparecen en la EP es la inhibicion de la
actividad del Complejo | de las mitocondrias en la SN (Schapira y col., 1990).
Aunque la causa de esto es desconocida, parece que no existe relacion
directa entre la enfermedad y las toxinas que afectan al complejo, como el
MPTP, del que hablaremos mas tarde (lkeda y col., 1992). Tampoco parece
haber evidencia alguna de alteracion en las subunidades del complejo | o
alteracion en el cifrado del DNA mitocondrial de los componentes del
complejo. Pero una explicacién alternativa a este cambio podria ser que el EO
inhibe el complejo 1, aunque in vitro los radicales libres son capaces de inhibir
no solo al complejo |, si no tambien al HI/IV. En este sentido trabajpos
recientes de Li y col. que probaron que la 5-S-cysteinil-DA (subproducto de
oxidacion de DA presente en los enfermos de Prakinsones) es capaz de sufrir
reacciones quimicas que include conjugacion con GSH, formando finalmente
acido 7-(2-aminoetil)-3,4-dihidro-5-hidroxi-2H- 1,4-benzotiazine-3-carboxilico,
el cual provoca la inhibicion del complejo |, esto supondria la perdida
irreversible del GSH y la disminucion de la actividad del complejo |
mitocondrial, ambos fenomenos caracteristicos de la EP (Liy col., 1998).

Como hemos dicho la pérdida de GSH es especifica de la SNcy no se
ha demostrado que ocurra en otras areas cerebrales o en otras enfermedades
cerebrales que conlleven una neurodegeneracion en los ganglios basales.
Ademas, esta pérdida se localiza en las neuronas y en el neuropilo a juzgar
por las técnicas histoquimicas (Pearce 1996). Como el GSH se acumula
principalmente en glia no se pude decir que la disminucion en el tripéptido sea
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degradacioén y la translocacién celular del GSH de la célula. Dichos cambios
podrian ser indicativos de una necesidad de eliminar niveles excesivos y
potencialmente téxicos de GSSG de las células como resultado de un estrés
oxidativo. Apoyando esta teoria los experimentos de Cohen y colaboradores
(Spina y Cohen, 1989) sugieren que el aumento de la oxidacion de DA eleva
los niveles de GSSG. Este aumento en la actividad de la y-GTP se puede
deber también a la liberacion del GSH desde células dafadas. La
degradacion de GSH por si sola es capaz de formar derivados cisteinicos
téxicos, especialmente en presencia de metales de transicion (recordemos
que el hierro esta elevado en la EP). Por lo tanto los cambios en la funcién
mitocondrial y el GSH en la EP podrian estar conectados.

Una caracteristica muy importante es el hecho de que los niveles de
GSSG, que de por si es tdxico, permanezcan aparentemente inalterables. Un
EO persistente se traduce en una disminucion irreversible del GSH, sin su
correspondiente aumento del GSSG, como se ha observado en el higado
Deleve y Kaplowitz 1991) y también en los casos de desarreglo mitocondrial.
Por otra parte estudios en hepatocitos con drogas como el MPP+ han puesto
de manifiesto una liberacién de GSH sin cambios en los niveles de GSSG
Sian et al 1996).

Sin embargo ninguno de estos datos indican si el EO es un suceso
primario o secundario en la neuronas nigrales o si es un fendmeno temprano
o tardio. Considerando que los sintomas clinicos tipicos de la EP no aparecen
hasta que se han perdido el 60-70% de las neuronas dopaminérgicas todos
estas alteraciones se podrian considerar tardias. Algunos investigadores
afirman que la Enfermedad Incidental de los Cuerpos de Lewy representa un
Parkinson Presintomatico. En estos pacientes, los niveles de hierro estan
inalterados, sugiriendo que el aumento de este metal que aparece en la EP es
un suceso tardio o secundario a la destruccion celular (Sian y col., 1994). Hay
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~ Sin embargo ninguno de estos datos indican si el EO es un suceso
primario o secundario en la neuronas nigrales o si es un fenémeno temprano
o tardio. Considerando que los sintomas clinicos tipicos de la EP no aparecen
hasta que se han perdido el 60-70% de las neuronas dopaminérgicas todos
estas alteraciones se podrian considerar tardias. Algunos investigadores
afirman que la Enfermedad Incidental de los Cuerpos de Lewy representa un
Parkinson Presintomatico. En estos pacientes, los niveles de hierro estan
inalterados, sugiriendo-que el aumento de este metal que aparece en la EP es
un suceso tardio o secundario a la destruccion celular (Sian y col., 1994), Hay
ademas una disminucién de la actividad del complejo | aunque no es
significativa. Sin embargo, los niveles de GSH si estaban disminuidos casi en

el mismo porcentaje que en los enfermos de Parkinson.

Por lo tanto el GSH esta alterado prematuramente en la lesién nigral y
en cierta medida puede reflejar cambios tempranos en la funcién mitocondrial.
Esto sugiere que este cambio bioquimico puede jugar un papel esencial en la
patogenésis de la EP. Puede ocurrir que esta disminucién desencadene una
cascada de eventos que conduzcan a un EO y a la posterior
neurodegeneracion en la via nigrostriatal, o a que la disminucién del GSH
haga mas susceptible a la via nigrostriatal frente a dafos externos.

1.10.3. Modelo de la Enfermedad de Parkinson: El I6n MPP+

En 1977, un estudiante de 23 afos de edad desarrollé repentinamente
los sintomas de la EP. El paciente admitié que habia sintetizado y utilizado
alguna droga. Al visitar su laboratorio se descubrié que habia algunas
piridinas,' entre las que se encontraba la MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) formada como un subproducto en la sintesis del éster de
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dihidropiridinio (MPDP*) el cual, a su vez, es convertido a la especie piridinio
(MPP*) (Heikkila y col., 1985). EI MPP* (ién 1-metil-4-fenilpiridinio) es un
sustrato para el transportador de DA, accediendo asi al interior de las células
dopaminérgicas (Javitch y col., 1985), donde se vesicula. Este ion produce la
inhibiciéon del complejo | (la NADH deshidrogenasa) de la cadena respiratoria
(Nicklas y col., 1985); (Ramsey y col., 1995). El bloqueo de la respiracion
conduce a una rapida disminucién de la concentracion intracelular de ATP (Di
Monte y col., 1986) que conlleva una pérdida del potencial de membrana v,
por lo tanto, conduce a la muerte neuronal mediante mecanismos que alteran

la homeostasis del Ca2+ (Kass y col., 1988). Asi mismo, la inhibicion del
complejo | provoca la formacién del i6n superéxido (Hasegawa y col., 1990) el
cual promueve la peroxidacién de lipidos, y finalmente, la lisis celular (figura
1.8.).
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MPTP

Barrera
Hematoencefalica

l MAO GLIA
MPDP*
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/
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Figura 1.8. Mecanismo bioquimico de la acciéon neurotéxica del
MPTP sobre las neuronas dopaminérgicas. CoQ: ubiquinona. CoQH,:
ubiquinol. MAO:monoamino oxidasa. MPDP+: ion 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridinio. MPP+: i6n 1-metil-4-fenilpiridinio. MPTP: 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridinia. '
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La accién inhibidora del MPP* en la mitocondria no es especifica de
ninguin érgano sino que afecta a todas las células de los mamiferos. Se utiliza
como una toxina selectiva dopaminérgica porque sélo las terminales
dopaminérgicas pueden transportarlo a su interior. Hay que resaltar también

que el MPP* es un inhibidor reversible débil de la NADH deshidrogenasa,
requiriendose concentraciones en el rango de milimolar para inhibirla.

No sélo la inhibicién de la respiracién mitocondrial es la responable de
la toxicidad desencadenada por este compuesto. Se han implicado otros
factores, como la formacion de radicales libres que induce el i6n. Se ha

demostrado que el MPP* produce radical hidroxilo in vivo (Obata y Chiueh,
1992). Adams et al. (1993) mostraron que como productos de la interaccién

del MPP* con el complejo | se forman peréxido de hidrégeno y radical

hidroxilo. EI MPP+ ademas produce una liberacién de hierro (Gerlach y
Riederer, 1996), metal que origina la formacién de radical hidroxilo a partir de
peroxido de hidrégeno. Entre los mecanismos que contribuyen a la muerte

neuronal producida por el MPP* se incluye a la excitotoxicidad mediada por
aminoacidos excitatorios (Turski y col., 1991).
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El objetivo de nuestro trabajo es el estudio de los efectos del estrés
oxidativo sobre el funcionamiento del Sistema dopaminérgico Nigro-estriado.
Con este fin se utilizan distintos tratamientos que conllevan disminucién de la
capacidad de proteccion frente a las oxidaciones:

| A.- Alimentacién con una dieta deficiente en Se durante 15 y 30
dias. El Se, como hemos dicho anteriormente, forma parte de la
enzima Glutation Peroxidasa,

B.- Inhibicién de la enzima Glutatién Reductasa mediante la
administracion de BCNU.

C.- Alimentacion durante 15 y 30 dias con una dieta deficiente en
Vitamina E (antioxidante liposoluble).

D.- Alimentacién durante 30 dias con una dieta deficiente en
Vitamina C (antioxidante hidrosoluble).

Tras esto mediremos los niveles de DA y cada uno de sus metabolitos
para ver en que medida afecta la falta de dichos antioxidantes al metabolismo
dopaminérgico.

Se mediran ademas la cantidad y actividad de la enzima TH, enzima
limitante de la sintesis de DA en ambas areas, para comprobar si los cambios
metabdlicos implican cambios en la sintesis.

En los tratamientos con Vitamina E, Selenio y BCNU se mediran
ademas los niveles del ARNm de la enzima TH, para poner de manifiesto si el
desequilibrio en la capacidad antioxidante influye sobre la expresién génica.
En cada uno de estos tratamientos se mediran la actividad y niveles de ARNm
del TDA. Proteina esencial en el sistema dopaminérgico ya que controla el
tiempo de permanencia de la DA en el espacio sinaptico, influyendo en la

neurotransmision.
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En los casos en que los cambios sugirieran neurodegeneracion
mediremos el dafo oxidativo en el tejido mediante la cuantificaciéon de grupos
carbonilos.

Queremos extender nuestro estudio hacia la medida de dafio
neurotoxico en los animales alimentados con una dieta deficiente en vitamina
C. Utilizaremos la toxina MPP+ para saber en qué medida esta deficiencia
puede afectar a la proteccion del sistema Nigro-estriado frente a agentes
externos. Ademds estudiaremos el posible papel neuroprotector de la
vitamina C haciendo un estudio paralelo en animales alimentados con una

dieta suplementada con una alta concentracién en Vitamina C.
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M.1. ANIMALES.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo siguiendo las
directrices del consejo de Europa (EC 806/89), la normativa espafiola (BOE
67/8509-12, 1988) y mediante técnicas aprobadas por el comité cientifico de
la Unversidad de Sevilla.

En todos los experimentos realizados con ratas se utilizaron hembras
de la raza Wistar de tres meses de edad de peso comprendido entre 250-
300g. En los estudios con dieta deficiente en vitamina C se usé cobayas que
al igual que los humanos no tienen capacidad de sintetizar acido ascérbico, al
contrario de la rata. Las cobayas eran hembras Durkin Hartley de 5 meses de
edad con un peso entre 550-700 g proporcionadas por (B&K Universal
Limited).

Los animales que se mantuvieron durante el tratamiento en nuestro
laboratorio con libre acceso a agua y comida (dieta de mantenimiento A 04
de Panlab S.L.), en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas bajo condiciones
apropiadas de temperatura y humedad.

Los animales utilizados para técnicas bioquimicas fueron decapitados
entre las 10 y 11 horas a.m. Los cerebros fueron rapidamente diseccionados
sobre hielo, separandose las distintas estructuras segtn el atlas de Paxincs y
Watson (Paxinos y Watson, 1986). Todas las estructuras se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion. En los
animales utilizados para la obtenciéon de sinaptosomas o para estudios de
toxicidad, uno de los estriados no se congelé siendo procesado
inmediatamente tras su diseccion.
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Los animales destinados a la medida de ARNm mediante estudios de
mensajero in situ, fueron decapitados y seguidamente los cerebros se
extrajeron y se congelaron sumergiéndolos en - isopentano a -15 °C. Tras
esto se conservaron secos a —70°C hasta que se cortaron en un criostato en
secciones (Jung CM 1800, Leica)

M.2. TRATAMIENTOS.

M.2.1. Dieta deficiente en Selenio.

a) Ratas (n=10) alimentadas con una dieta deficiente en selenio
(10£10ug/K) durante 15 dias.

b) Ratas (n=10) alimentadas con una dieta deficiente en
selenio(10+10ug/k) durante 30 dias.

c) Y d) Los correspondientes grupos controles alimentados durante 15
(n=10) y 30 (n=10) dias con una dieta estandar de rata.

Tras concluir el periodo de dieta los animales se sacrificaron por
decapitacién entre 10:00 y 11:00 a.m., siendo 6 procesados para medidas
bioquimicas o elaboracién de sinaptosomas, y 4 de cada grupo se congelaron

en isopentano para las técnicas de biologia molecular.

M.2.2. Tratamiento agudo con BCNU.

Los animales se dividieron en dos grupos:

a) Experimental (n=11) tratados durante cuatro dias con 20mg/K de
1,3-bis-(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU) (Nitrourean®, fabricado por Thissen
S.A., titular Sintesa S.A.) i.p. disuelto en solucién salina-etanol 3:2 dos veces
al dia
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b) Control (n=11) a los que se le inyectdé solucion salina y etanol en
igual proporcion.

Tras concluir el tratamiento, al quinto dia, se sacrificaron por
decapitaciéon entre 10:00 y 11:00 a.m., siendo 6 procesados para medidas
bioquimicas o elaboracion de sinaptosomas, y 4 de cada grupo se congelaron
en isopentano para las técnicas de biologia molecular.

M.2.3. Dieta deficiente en Vitamina E.

a) Ratas (n=15) alimentadas con una dieta deficiente en Vitamina E
(<15mg/k) durante 15 dias. A

b) Ratas (n=15) alimentadas con una dieta deficiente en Vitamina E
(<15mg/k) durante 30 dias. .

c) Y d) Los correspondientes grupos controles alimentados durante 15
(n=15) y 30 (n=15) dias con una dieta estandar de rata.

Tras el periodo de dieta las ratas se sacrificaron por decapitacién entre
10:00 y 11:00 a.m., siendo 6 procesados para medidas bioquimicas o
elaboracién de sinaptosomas, 4 de cada grupo se congelaron en isopentano
para las técnicas de biologia molecular y por ultimo 5 se operaron para

estudios mediante Ia técnica de microdialisis.

M.2.4. Dieta con distintas concentraciones en Vitamina C.

Los animales se dividieron en tres grupos y se les alimentaron durante
30 dias con unas dietas con diferente contenido en AA

a) Cobayas (n=13) con una dieta control, con un suplemento normal de
vitamina C, 1.4 g de AA/kg.

b) cobayas (n=13) alimentadas con una dieta sin vitamina C.

c) cobayas (n=8) alimentadas con una dieta suplementada con vitamina
C (5 g AA/Kg).
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Tras concluir el tratamiento, al quinto dia, se sacrificaron por
decapitacion entre 10:00 y 11:00 a.m., siendo 8 animales de cada grupo
procesados para estudios de toxicidad, y 5 animales de los grupos a 'y b se

procesaron para elaborar sinaptosomas y para otras medidas neuroquimicas.

M.3. MEDIDA DE DOPAMINA Y SUS METABOLITOS.

Los andlisis se realizaron mediante HPLC y deteccion electroquimica.
Se utilizé para ello una bomba Merck-6200 junto con un electrodo de carbon
vitreo (Antec EC detector) con un potencial de 0.8 voltios (electrodo de
referencia de Ag/AgCl).

La fase movil se preparé de acuerdo con Dibusolo y colaboradores
(1989) con modificaciones consistid en una mezcla de 100mM de &cido
férmico (Merck), 0.36mM de &cido octanosulfénico (Scharlau), 1.0mM de
ac.citrico (Merck), 0.1mM de EDTA (Sigma Chemical Co.), 5.0%(v/v) de
acetonitrilo (Scharlau) y 0.25%(v/v) de dietilamina (Merck) con un pH final de
3.1.La mezcla de solventes se filtr6 a través de filtros de 0,45 pm de diametro
de poro mediante vacio, para eliminar las pequefias burbujas de aire que
pudieran interferir en el andlisis. Los analisis se realizaron isocraticamente a
temperatura ambiente y a un flujo de 1mi/min.

Las concentraciones de las muestras se calcularon con ayuda de
curvas de calibracién obtenidas después de la inyeccion de patrones. Los
patrones se prepararon en una disoluciéon 0.1M de acido perclérico, 1ImM de
bisulfito sédico y se conservaron a 4°C durante un periodo de tiempo no
superior a 2 meses. El limite de deteccion del ensayo en las condiciones
descritas es de 50-100pg/muestra. La correcta identificacion de los
compuestos encontrados en el cromatograma se llevé a cabo mediante el
estudio de muestras y patrones a diferentes potenciales de oxidacion,
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mostrando ambos un comportamiento electroquimico similar. Los siguientes
patrones fueron adquiridos en de Sigma Chemical Co. : dopamina (DA), 3-
metoxitiramina (3-MT), &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), 4cido
homovanillico (HVA).

El tejido fue homogeneizado en 0.1m de acido perclérico mediante
ultrasonido (Labsonic 1510 de Braun). A continuacién se centrifugé a 120009
durante 15 minutos a 4°C en una microfuga Hettisch Mikroliter. El pellet se
congelé para la posterior medida de los grupos carbonilos en las proteinas y
los sobrenadantes se filtraron por rotacion a baja velocidad (1000xg) en una
centrifuga (Centrikon H-401 de Kontron) a través de filtros de 0,2 pym de
didmetro de poro. Los filtrados resultantes se neutralizaron hasta alcanzar un
pH de aproximadamente 3,0 mediante la adicion del 10% (v/v) de una mezcla
del tampdn de la fase mévil con NaOH 5N en la proporcién 3:1. Las muestras
asi neutralizadas se inyectaron mediante un inyector de alta presién
(Rheodyne 7125-075) con un bucle de llenado de 20 pl.

M.4. ACTIVIDAD TIROSINA HIDROXILASA.

La medida de esta actividad enzimatica se realiz6 de acuerdo al
protocolo descrito por (Reinhard, Jr. y col., 1986). El tejido fue
homogeneizado en tampon tris-clorhidrico 30mM que contenia 0.1% de
Tritdbn X-100. (pH 6,5 ajustado con &cido acético) Una alicuota del
homogenado se incubd con 2.5 nmol de tirosina-HCI Tirosina Tritiada (New
England Nuclear), 50 nmol del cofactor 6(R)-L-eritro-5,6,7,8-tetrhidrobiopterina
(Schircsks Laboratories, Suiza), 5000 unidades de catalasa (Sigma) y 5mM
de ditiotreitol en un tampén fosfato potasico 100mM, pH 6.0. Seguidamente
se colocd en bano de hielo y se afiadié a cada tubo 1 ml de una suspension
de carbdn activo (Sigma) al 10% en HCI 0,1 M para eliminar el exceso de
tirosina marcada. Dicha suspensién se mantuvo en agitacion continia durante
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todo el ensayo. Los tubos se agitaron y se centrifugaron durante 6 minutos
en microfuga a 4 °C, tras lo cual se tomaron 700 pl del sobrenadante que
fueron transferidos a otros tubos a los cuales se anadieron 750 pl de la
suspension de carb6n 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 radioactividad utilizando 5 mi de liquido
de centelleo Formula 989 en un contador de centelleo (LS 1800 de Beckman).

M.5. MEDIDA DE LA CANTIDAD DE TIROSINA HIDROXILASA.

El tejido se homogeneizé en tampon 40 mM Tris-HCI, 0,2 mM DTT, 8%
de sacarosa, pH 7,4 e inhibidores de la proteasa (leupeptina, 0,5 mg/l,
peptastina, 0,7 mg/l y sulfonil fluoruro de fenilmetilo (PMSF), 40 mg/l. Los
andlisis fueron realizados mediante gel de dodecil sulfato de sodio y
poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el método descrito por Laemmli (). Se
tomé la cantidad de extracto determinado y se diluyé con tampén de
disociacion (Tris-HCI 0,01 M pH 6,8; 20% glicerol; 10% B-mercaptoetanol
2,3% SDS y 0,005% azul de bromofenol) y se desnaturalizé en agua hirviendo
durante 5 minutos para seguidamente ser cargados en el gel.

Después de la electroforesis el gel fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 pym (Bio-Rad),. La transferencia se realizé segun el
método descrito por Towbin, durante 2 ha 4 °C a 100 V (Towbin y col., 1981).

Una vez transferidas las proteinas se procedié al bloqueo de la
membrana con solucién al 5% de leche no grasa en tampén Tris salino con
Tween-20 (TTBS) (Sigma), durante 1 h a temperatura ambiente y agitacion
suave; dicho tampdn se usé para los lavados de la membrana posteriores a
cada una de las incubaciones. Seguidamente se procedié a ia incubacion con
el anticuerpo anti-TH (Boehringer-Mannheim) a una dilucién 1/500 en TTBS

toda la noche a temperatura ambiente en agitacién suave. Para la deteccion
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por fosfatasa alcalina (Bio Rad) , se incub6é primero la membrana con el
anticuerpo biotinilado (Boehringer-Mannheim) a una dilucién 1/3000 en TTBS
durante una hora y después con solucién de estreptoavidina y fosfatasa
alcalina biotinilada (Bio Rad) en las mismas condiciones de concentracién y
tiempo, procediéndose seguidamente a su revelado. Para la deteccién por
peroxidasa se us6 el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa
(Boehringer-Mannheim) a una dilucién 1/1500 en TTBS, incubandose durante
1,5 h kit de revelado basado en el uso de peréxido de hidrégeno y 4-cloro-1-
naftol en dietilenglicol suministrado por BioRad.

La cuantificacién de la banda de TH se determind en un densitémetro
con un densitémetro Iaser de Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA, USA).
Para llevarla a cabo el sistema tiene en cuenta la densidad optica media de la
banda y el 4rea de ésta, dando cuenta el producto de estos dos factores de la
cantidad de proteina presente. La especificidad de la banda de TH se
comprobd omitiendo el paso de la incubacién con el anticuerpo primario anti-
TH.

M.6. MEDIDA DEL FUNCIONAMIENTO DEL TRANSPORTADOR DE
DOPAMINA.

Se prepararon sinaptosomas (modelos in vitro de las terminaciones
nerviosas) con estriados procedentes de animales tratados y de controles
como se ha descrito previamente (Lapchack y Hefti, 1992). Brevemente, el
estriado se homogeneizé6 en sacarosa 0,32M fria y posteriormente se
centrifugé a 3400 r.p.m. durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recogi6 y
se centrifugd ahora a 14000 r.p.m., 20 min a 4°C. Se recoge el sedimento
uséndola como la fraccién P2 sinaptosomal. La fraccion P2 es resuspendida
en un medio Krebs conteniendo pargilina (10 uM) e imipramina (10 uM) y se
preincuban durante 5 min. Posteriormente se le afiade a cada preparaciéon
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sinaptosomal (que se haran por duplicados) 2 pCi de [2,5,6-3H]dopamina
(12.5 Ci/mmol) y se incuban durante otros 5min. Se detiene la reaccién con
frio y se centrifuga el preparado a 14000 r.p.m., 20 min a 4°C. Finalmente se
resuspende el pellet obtenido con triton 1% y afnadiendo liquido de centelleo
se lleva al contador de radiactividad (LS 1800 de Beckman) para medir el

contenido en [3H]dopamina. El resultado se expresa como mg DA / pg
proteina / hora.

M.7. MEDIDA DE LOS GRUPOS CARBONILOS.

Se midieron los grupos carbonilos como indicadores de las
oxidaciones de las proteinas como describe Lenz (Lenz y col., 1989) para ello
se redujeron los grupos carbonilos de los homogenados de sustancia nigra y
de estriado con borohidruro [3H] de sodio (ARN. INC). 50 ug de proteinas del
pelet obtenido en la preparacién de las muestras para la medida de DA y sus
metabolitos mediante HPLC fueron secados a vacio Para lo cual se utilizé una
centrifuga de vacio Speed Vac svc 100 de Savant. Posteriormente tratados
con tampon Tris-HCI 1M, EDTA 10 mM pH 8,5 y borohidruro sédico tritiado
100 mM en 0,1 M de NaOH (actividad especifica 100 mCi/mmol). Se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos. A continuacion la proteina se precipitd
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 pl de 4cido férmico (Merck) al 70%. Seguidamente se procedio
a la hidrdlisis de la proteina por calentamiento a 145 °C con HCI 6 N (Merck)
durante 4 horas. Una vez hidrolizada se separaron los aminodcidos
pasandolos por una resina Dowex-50 (Sigma) previamente lavada con agua y
después en NH40H 2 M (Merck). La radioactividad se determiné en el
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NH4O0H eludo mediante secado a vacio y resuspensién con cinco mililitros de

liquido de centelleo.

M.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION
REDUCTASA.

Para la medida de la actividad de la enzima GR se us6 la disminucion
de la absorbancia a 340nm por disminucion de los niveles de glutatién
oxidado (GSSG) al transformarse en glutation reducido(GSH) por accién de la
enzima segun el método de Worthington y Rosemeyer (Worthington y
Rosemeyer, 1974). Para ello los homogenados en tampodn Tris 20 mM,
sacarosa 0,25 mM, ditiotreitol 1 mM y EDTA 1mM con un pH =7,4 ajustado
con HCI de los cerebros de los animales controles y tratados se centrifugan a
800g durante 10min a 4° C. Tras esto, se ponen en tampdén cuya
concentracion final serd: fosfato basico potasio 20,5 mM, fosfato dibasico
potasico 26,4 MM, cloruro potasico 200mM y EDTA 1 mM y se le aiaden los
substratos de la reaccion: NADPH (0.1mM) y GSSG (1mM5). Se mide la
absorbancia a 340nm durante 120seg a 37°C y se mide la pendiente de la
disminucion de la misma con respecto al tiempo. Las medidas
espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotometro UV-160 A de
Schimadzu.

M.9. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS MONOAMINO
OXIDASA AY B.

El método para la determinacion de la actividad de las dos formas de la
MAO a y B se hizo basandose en los métodos descritos por Vaccari y Tipton
(Vaccari y col, 1¢83; Tipton, 1985), respectivamente con algunas

modificaciones. Las muestras se homogeneizaron por ultarsonido (Labsonic
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1510 de Braun) aplicando una dilucién 1:15 en tampén fosfato sédico potasico
0,1M a pH=7,4. Se centrifugaron a 100g durante 10 minutos a 4° C . La
mezcla del ensayo contenia finalmente fosfato sédico potasico 80mM, pH7,4
y 5-HT 1,5 mM(1 mCi/nmol) para la MAO A y beta-PEA 50 pM (0,5 mCi/nmol)
para la MAO B, en un volumen final de 200 pl que contenia aprbximadamente
0,15 mg por tubo. La reaccién se inicio mediante la adicién del substrato. Los
tubos e incubaron entonces a 37° C durante 30 minutos. La reaccién se
detuvo afadiendo 125pl de acido citrico 2 N. El producto de la reaccion se
separo de la reactividad sobrante mediante la adicion de un solvente de
extraccion (Benceno-etiacetato 1:1  (Merck) para la MAO A y
tolueno:etilacetato para la MAO B). Esta mezcla se centrifugo a 12000xg
durante 5 minutos y se tomaron alicuotas de 500ul de la fase organica
(sobrenadante) que se contaron en miniviales a los que se le afiadieron 4mi
de Ready Protein (Beckman).

M.10. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE ACIDO ASCORBICO Y
ACIDO DEHIDROASCORBICO.

AA y DHAAS se midieron por HPLC unido a deteccidn electroquimica
segun el método de Desolé (Desole y col., 1991b) con ciertas variaciones. El
tejido fue homogeneizado en orto-H3PO4 al 1% con 1mM de EDTA, se
centrifugd a 12000g durante 10min a 4° C y se filtré el sobrenadante. Tras
esto el filtrado se dividi6 y ambos se llevaron a pH 7 con K2HPO4 y DL-
Homocisteina al 1% se afiadié en la primera de las alicuotas para reducir el
DHAA existente en la misma a AA. Ambas muestras se mantuvieron a
temperatura. ambiente durante 15min y se llevaron otra vez a pH 3 con orto-
H3PO4. Tras esto 20ul de cada muestra se inyectaron en el HPCL. La
cantidad de DHAA se calculd por la diferencia en AA entre la primera y la

o

segunda alicuota.
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La fase mévil utilizada para estas determinaciones contenia acido citrico
2% (Sigma), K2P0O4 2%, EDTA 1mM (Sigma), MeOH 1,2% (Merck) y sodio
octilsulfato 70mg/l, a ph=3. Se uso los mismos aparatos que para la
determinacion de aminas biégenas y aqui el flujo a 0,9 mi/miny 0,8 V

M.11. MEDIDA DE LOS AMINOACIDOS.

El estriado fue homogeneizado en orto-H3PO4 al 1% conteniendo 1mM
de EDTA, esto se filtré y se mezcld con D,L-alfa-aminobutirico como estandar
interno, estas muestras se secaron con rotavapor a 60°c y entonces
redisuelto en 25 mi de tampén borato a pH 8.9 conteniendo 0,02% de azida
de sodio. Tres mililitros de esta solucion se mezclaron con 2,4 pl de
dietiletoximetilenmalonato. La formacién de N(2,2-bis (etoxicarbonil) vinil)
derivados de la mezcla de aminodcidos se extrajeron a 50° ¢ durante 50 min
con agitacion vigorosa. La mezcla resultante se enfrié a temperatura ambiente
y 15ul inyectado en el HPLC (Alaiz y col., 1992).

M.12. HIBRIDACION IN SITU.
M.12. 1. Obtencion de la ribosonda

En nuestro estudio usamos diferentes clones:

a) Clon pTH.4a (Promega Biotech, Madison, Wi), que contiene un
inserto de 0,3 kb del clon de TH de ADN complementario original (pTH.4; 0,4
kb) y que fue aislado por primera vez por Lewis y col. (1983). pTH.4a contiene
un fragmento de 282 nucleétidos en el extremo 3° del gen de la TH de rata
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(incluyendo 13 nucledtidos de la secuencia no transcrita de dicho extremo),
que corresponden a los nucledtidos 1240-1521 de la secuencia de dicho gen
clonado por (Grima y col., 1985). pTH4.a fue linealizado con la enzima de
restriccion Pstl. La sonda de ARN complementario antisentido fue sintetizada
con la polimerasa de ARN del fago SP6.

b) La ribosonda antisentido del DAT se genero desde un plasmido
amablemente cedido por el Dr. M. P. Martres (INSERM, Paris), que contiene
un fragmento Xba I-Hind Il de 800 pdb del cDNA del DAT de rata clonado en
el vector pRc/CMV (invitrogen corporation). Para preparar la sonda
antisentido el plasmido fue linealizado con Xba | y usado como molde con la
T7 RNA polimerasa (Diaz y col., 1995) de acuerdo con el protocolo
suministrado por la casa comercial. (Bethesda Research Laboratories,
Bethesda, MD, U.S.A.).

No conteniendo ninguno de los clones ningln punto de reconocimiento
para la transcripcion de la hebra sentido. La mezcla de reaccion contenia: 20
unidades de polimerasa, el tampon proporcionado con esta, ATP, CTP y GTP
cada uno a 1mM, uridina 5°-[a-tio] [358] trifosfato (UTP) de New England

Nuclear como marcador del ARNm ([39S] UTP) 30 pM (1300 Ci/mmol), DTT
4 mM y 7,2 U de inhibidor de ribonucleasa dietilpirocarbonato de Serva. La
reaccion de marcaje transcurrié durante 2 h a 37 °C y fue parada con EDTA
0,5 M. Seguidamente se separd el isétopo incorporado al ARNc del que no lo
fue mediante paso por columnas de Sephadex microcolumnas ProbeQuant G-
50 de Pharmacia Biotech para la separacién de UTP no incorporado a la
sonda y posterior centrifugacion durante 2 min a 735 g.

Los reactivos de uso en el ensayo de hibridacién in situ fueron de
calidad para biologia molecular. Los demds solventes y reactivos fueron de

alto grado de pureza, obteniéndose todos ellos de los proveedores habituales.

M.12. 2. Reaccion de hibridacion.
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La hibridacién in situ de secciones de cerebros se llevé a cabo con
leves modificaciones en el método detallado por (Passineti y col., 1989b). Las
seciones de 12 um se obtuvieron en criostato disponiéndose sobre portas
previamente gelatinizados. Una vez descongeladas fueron postfijadas en
paraformaldehido al 4% 30 min, continuandose con tres pasos de lavado en
tampén fosfato salino pH 7,4 (PBS) de 10 min cada uno. A continuacién
fueron tratadas con trietanolamina 0,1 M pH 8,0 por 1 min y seguidamente
con anhidrido acético al 0,25% en trietanolamina 0,1 M durante 10 min, para
disminuir la union inespecifica. Continuando con un lavado de 1 min en SSC
2X, preparado a partir de uno 20X; 3 M de NaCl y 0,3 M de cigrato sédico, las
secciones fueron deshidratadas mediante paso por soluciones con cantidades
crecientes de etanol (30, 60, 90 y 100%) y secadas al aire. A continuacién se

procedié a la hibridacién de la sonda de [35S]AHNc con su secuencia
complementaria; previamente la sonda se diluyé en el tampon de hibridacién
y se desnaturalizé a 80 °C durante 5 min. Dicho tampén se componia de
formamida al 50%, solucion Denhardt 0,02%, SSC 1X, Tris-HCI 50 mM,
pirofosfato sédico 0,1%, ARN de levadura 0,1% mg/ml, esperma de arenque
0,1 mg/mi, EDTA 1mM y sal sédica de sulfato de dextrano. La hibridacién se
llevé a cabo durante 3,5 h a 50 °C, enjuagandose a continuacién en dos
soluciones de SSC 2X, una con DTT 20 mM y otra sin DTT. Seguidamente se
sometieron a digestion con ribonucleasa (RNasa) a 37 °C (20 pg/ml de RNasa
A en NaCl 0,5 M, Tris-HCI 0,01 My EDTA 1 mM, a pH 8,0) durante 30 min.
Para aumentar la astrigencia las secciones se pasaron por dos soluciones
con contenido decreciente de SSC 2X con B-mercaptoetanol 0,02 M a 25 °C
durante 2 h, y otra de SSC 0,1X a 60 °C por 1 h. Finalmente las secciones
fueron deshidratadas en etanoles (30, 60, 90 y 100%) con acetato amoénico
0,3 My secadas al aire.
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M.12. 3. Analisis de la sefial de hibridacién y cuantificacion.

Como paso previo a la cuantificacion de la sefal los portaobjetos
fueron expuestos a un film de autoradiografia Betamax durante 10 dias.

Para el estudio de la expresién del ARNm se cuantificaron granos de
plata sobre neuronas individuales usando un analizador de imagenes por
videodensitometria. Las secciones fueron procesadas para la emulsion
autorradiografica. Los portaobjetos se impregnaron de emulsién LM-1 de
Amersham diluida 1:1 con agua, manteniéndose en la oscuridad a 4 °C
durante 30 dias (3 veces el tiempo de exposicion del film). A continuacion las
secciones se revelaron con el revelador D-19 (Kodak) durante 2,5 min a 15 °C
y se fijaron durante 4 min para a continuacién ser tefiidas con cresil violeta al
0,5% pH 3,8, deshidratadas y finalmente montadas con medio de montaje. El
marcaje fue considerado especifico cuando la acumulacién de granos sobre
las células individuales en los niicleos excedié 5 veces el valor del ruido de
fondo en la ampliacién 100X. El 4rea que se consider6 para la cuantificacién
fue aquella de alta densidad de granos sobre los cuerpos celulares
individuales contandose el nimero de granos en dicho campo. Debido a los
altos niveles de marcaje, a la disposicién tipica de las agrupaciones sobre los
cuerpos y al alto aumento la delimitacién fue inequivoca. Sélo las células bien
separadas fueron seleccionadas para la cuantificacion. Se analizaron las
secciones correspondientes a los niveles 38 y 39 del atlas de Paxinos y
Watson de 5 animales para cada tratamiento, midiéndose un minimo de 100
celulas para cada uno (Paxinos y Watson, 1986).

M.13. MICRODIALISIS.

M.13. 1. Implantacion de canulas para microdialisis.
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Los animales fueron anestesiados (400mg/Kg i.p. de hidrato de cloral y
lidocaina local, 10%(P/V) y seguidamente se procedi6 a la implantacién de las
canulas de microdidlisis. Se utilizé una canula en forma de Y (Santiago y
Westerink, 1990) Para lo cual se usd un estereotaxico Kopf Instruments
(Tujunga, CA, USA). La membrana de didlisis utilizada fue una membrana
dialitica semipermeable de éster de celulosa saponificado con un diametro de
poro de 10000 dalton y de 4 mm de longitud (AN 69, Hospal, Meyzieu,
Francia). La recuperacién in vitro de dopamina en la membrana fue 20,3 =
1,6% (n=5). La canulas se implantaron mediante estereotdxico en ambos
estriados con coordenadas: A/P 0,6, L/M 2,8, V/D 6,0 o en ambas nigras: A/P
3,8, LM 3,8, V/D 8,7 desde bregma y dura (Paxinos y Watson, 1986).

La perfusion intracerebral (microdidlisis) mediante un sistema "on line"
totalmente automatico. La entrada de la canula de didlisis se conectd a una
bomba de perfusién (Harvard apparatus, mod. 22) y la salida a la valvula de
inyeccién (Rheodyne 7000). Se utilizé un electrodo de carbén itreo ajustado a
-780mV (ANTEC) y una bomba Merck L-6200. La columna analitica utilizada
fue una Merck Liochrocart de fase reversa con relleno Lichrospher C18 de
5pm de diametro de poro y de dimensiones 125 mm x 4mm.

M.14. ESTUDIO IN VITRO DE LA TOXICIDAD DE MPP* EN TEJIDO
ESTRIATAL DE COBAYAS.

Los estriados de las cobayas usadas en el estudio de toxicidad de
MPP+ fue troceado en fragmentos de 0.3 x 0.3 mm usando un “Mcllwain
tissue chopper” y rapidamente transferido a un vial conteniendo tampén
Krebs-bicarbonato frio (NaCl 117mM, NaHCO3 25 mM, KCI 1.5 mM, KHoPO4

1.2 mM, CaClo 2.5 mM, D-Glucosa 11.5 mM). Tras 3 lavados con el tampén

Krebs, los fragmentos de estriado de cada animal se repartieron en dos viales
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(control y experimental) conteniendo 5 ml de tampén Krebs-bicarbonato
oxigenado (95% 02-5% CO2 ) a 37°C. El protocolo que se siguié en cada
experimento fue el siguiente: tras 15 minutos de aclimatacién se incuba cada

vial con 25uM de MPP* durante 50 minutos. El vial se transfiere a una bafio
de agua-hielo, se retira el Krebs con MPP+ y se lava dos veces con Krebs frio

y limpio. El tejido seco se congela a -70°C hasta que se procesa como hemos
descrito anteriormente para el andlisis de DA y sus metabolitos mediante
HPLC.

M.15. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN PROTEINAS.

En todos los ensayos la medida del contenido proteico se hizo mediante
medidas espectofotométricas de eluidos de los homogenados pretratados con
el reactivo de Folin-Cioucatel mediante el método descrito por Lowry
utilizando albimina bovina como estandar (Lowry y col., 1951).

M.16. ANALISIS ESTADISTICO.

Se aplicd a los nimeros obtenidos el t-test de Student. Cuando el valor
de p obtenido era <0,05 (*) o <0,01(**) la diferencia fue considerada
estadisticamente significativa.

En los numeros obtenidos en microdidlisis y los obtenidos tras la
incubacién con MPP+ la media de cada valor en condiciones control y
tratamiento, fueron comparadas usando un andlisis de varianza no
paramétrico por rangos de Kruskal-Wallis para detectar alguna diferencia
entre los valores de todos los tiempos muestreados. Cuando el valor de H fue
mayor del 95% del nivel de confianza, la comparacion de las medias usando
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el test U de Mann-Whiney para detectar diferencias entre los valores controles
y los valores experimentales.
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R.1. EFECTO DE LA DIETA DEFICIENTE EN SELENIO.

R.1.1. Medida de DA y sus metabolitos.

La SN de las ratas alimentadas con una dieta deficiente en Se durante
15 dias mostraron niveles de DA aumentados (+37%) junto con un aumento
significativo del HVA (+67%), también se observo un incremento no
significativo de DOPAC (+21%, p=0.09). Esto corrobora los datos
anteriormente obtenidos en este laboratorio que indicaron un aumento de la
tasa de recambio dopaminérgica en esta area. Cuando prolongamos la
deficiencia de Se hasta un mes, no solo observamos aumento en los niveles
de DA (+43%), sino un aumento general en todos los metabolitos
dopaminérgicos: DOPAC (+44.8%), 3-MT (+31%) y HVA (+24%) lo que
sugiere que los cambios promovidos por la dieta tras 15 dias, llegan a ser
mas importantes y profundos tras el mes (Tabla R1).

En estriado la dieta tras 15 dias promovié un incremento en la
concentracion de DA (+20%) y en HVA (+23%) como en SN, aunque estos
cambios fueron de menor cuantia que los observados en los cuerpos
dopaminérgicos. Tras 30 dias manteniendo una dieta deficiente en Se los
niveles de metabolitos dopaminérgicos volvieron a los niveles controles,
observandose como unico cambio un aumento en los niveles de DA (+26%).
Estos cambios podrian apuntar a una regulacion del funcionamiento de la

terminal ejercida por el cuerpo dopaminérgico (Tabla R1).
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TABLA R1. EFECTO DE UNA DIETA DEFICIENTE EN SELENIO DURANTE
15 Y 30 DIAS EN DOPAMINA Y SUS METABOLITOS EN SUSTANCIA

NIGRA'Y ESTRIADO.

SUSTANCIA CONTROL 15 DIAS 30 DiAS
NIGRA

DA 463.2+108 636 +98.7 * 664.1+93.2 **

DOPAC 68.6 + 18.6 83.5+20 99.8+16.3 "

3-MT 46.7 £ 8.5 54.5 + 33.1 61.2+6.1**
HVA 69.8+9.5 117.2+238" 86.5+59 "

ESTRIADO CONTROL 15 DIAS 30 DIAS

DA 6923 + 1197 8363.0 +766.2 * 8726.5+1071.3 *
DOPAC 1069.8 + 284 1328.0 + 120 922.0+110.2
3-MT 390.8+73.2 389.7 + 57 353.5+33.4
HVA 591.2 £50 729.4 + 65 ** 645.0 +88.1

Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Los resultados se
expresan en ng/g de tejido humedo. Significacién estadistica (test ¢t de Student) *p <

0,05, **p < 0,01.
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R.1.2. Medida de la enzima TH.

Las ratas alimentadas con la dieta deficiente en Se durante 15 dias no
mostraron cambios en los niveles de actividad ni de contenido de TH en SN
pero tras un mes de dieta estos dos parametros aumentaron de forma
significativa (+18% y +30% respectivamente). Sin embargo en estriado, la
tendencia al aumento fue clara desde el dia 15 aunque no llega a ser
estadisticamente significativo hasta el mes cuando la actividad llega a
aumento un 33% y el contenido se elevé un +25.8% comparado con los
animales controles (Fig. R1).

R.1.3. Expresién del ARNm de TH.

La hibridacién in situ de los cerebros de las ratas controles, deficientes
en Se durante 15 y 30 dias, con la sonda antisentido de TH y el TDA ARNm
dio como resultado una unién especifica en el mesencéfalo ventral. La
disposicion tipica de los acumulos de granos sobre los cuerpos
dopaminérgicos y su localizacion son indicativos que las neuronas que
expresan TH y TDA ARNm era dopaminérgicas (Fig. R2).

El andlisis del film de autorradiografia revelé un aumento significativo
del mensajero de TH desde el dia 15 en las células dopaminérgicas de la SN
(+19%) siendo este aumento de mayor medida a los 30 dias de deficiencia en
(+47%). Esto explicaria el aumento de la actividad y cantidad de TH tras el

mes de dieta que encontramos en SN y estriado (Fig. R3).
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FIGURA R1. CANTIDAD Y ACTIVIDAD DE TIROSINA HIDROXILASA EN
SUSTANTIA NIGRA Y ESTRIADO EN RATAS ALIMENTADAS CON UNA
DIETA DEFICIENTE EN SELENIO DURANTE 15 Y 30 DiAS.
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La actividad de TH se midio in vitro y el contenido se calculo por Western blotting, tal
como se describe en Material y Metodos. Los resultados se expresan como porcentaje
del valor control, nmol de DOPA formado/ mg de proteina/ hora para la actividad de TH y
Unidades de Densisdad Optica por banda para la cantidad de TH. Significacion
estadistica (test t de Student) *p < 0,05.
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- FIGURARS. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL ARNm DE
TH EN LA SNc DE RATAS ALIMENTADAS CON UNA DIETA DEFICIENTE
EN SELENIO DURANTE 15 Y 30 DIAS.
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Los resultados se expresan com: -orcentaje del valor control, en unidades de Densidad
Optica/area medida en el film :z.torradiografico. Significacion estadistica (test t de
Student) *p < 0,05, **p < 0,01.
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R.1.3. Expresion del ARNm de TDA.

Sin embargo oeI perfil de expresion del mensajero ARNm del TDA fue
distinto, mientras hubo un aumento claro tras 15 dias de dieta deficiente en
Se (+25%), los niveles de este ARNm volvieron a los exhibidos por los

controles cuando la dieta se mantuvo 30 dias (Fig. R4 y R5).

R1.4. Medida de la recaptacién de Dopamina en sinaptosomas in
vitro.

Para ver si los cambios en el mensajero de TDA produjeron cambios a
nivel del funcionamiento del trasnportador, se midi6 la capacidad de
recaptacion de DA de sinaptosomas elaborados desde los estriados de las
ratas de los tres grupos. Los sinaptosomas de las ratas con deficiencia en Se
durante 15 dias fueron capaces de recaptar mas DA (+29%) que los de los
animales controles. Este aumento en la capacidad de recaptacion

desaparecié6 al prolongar la deficiencia un mes (Fig R4).
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FIGURA R4. CANTIDAD DEL ARNm DEL TRANSPORTADOR DE
DOPAMINA EN SNc Y ACTIVIDAD DEL TRANSPORTADOR EN
SINAPTOSOMAS ESTRIATALES DE RATAS ALIMENTADAS CON UNA
DIETA DEFICIENTE EN SELENIO DURANTE 15 Y 30 DiAS.
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La actividad del TDA se midi6 in vierto usando sinaptosomas y el contenido de ARNm se
calculé andlisis del film autorradiogréafico. Los resultados se expresan como porcentaje
del valor control, pmol DA/ ug de proteina/ hora para la actividad Unidades de Densidad
optica/area para la cantidad de ARNm. Significacion estadistica (test t de Student) *p <
0,05.
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FIGURA R.9. Aumento en la expresion del ARNm de TH en Sustancia
Nigra parte compacta tras 15 dias de deficiencia en Selenio. Fotografia a alta

magnificacién en campo claro de la emulsidn autoradiogréfica mostrando la expresion
del ARNm de TH de SN de controles (ay c) y de animales alimentados con una dieta
deficiente en Selenio durante 15 dias (b y d). Obsérvese en aumento en la expresion
del ARNm tras 15 dias, al prolongar la dieta hast 30 dias la expresién volvié alos
niveles controles. Escala (ay b) 27 um (cy d) 11 ym.
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R. 2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON BCNU:

R. 2. 1. Determinacidn de a actividad de la giutation reductasa.

Para comprobar le efectivizad del tratamiento aplicado a los animales y

comprobar que su efecto de -nibicion de la GR se hace patente en el

cerebro, medimos la actividad oz dicha enzima en las areas que estudiamos,

observando una caida significatiz en la actividad de la misma, en estriado un

-89% con respecto a la actividac =n los animales controles y un —-75% en SN

(Fig R6).
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nmoles de NADPH/min/mg proteina
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B contRo.

-

ESTRIADO S. NIGRA

Figura R6. La actividad de GR se =xpresa en nmol NADPH oxidado/ min/ mg de
proteina. Cada valor es la media = 3.D. de seis animales por grupo. Significacién
estadistica (test t de Student) **p < C.:".
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R.2.2. Medida de dopamina y sus metabolitos

En estriado los niveles del sistema dopaminérgico se vieron alterados
mostrando un aumento en los niveles de DA (+19% con respecto al control)
mientras que su principal metabolito, el DOPAC sufre una disminucién
significativa en un -25%. El resto de los metabolitos de la DA se mantuvieron
inalterados tras el tratamiento con el BCNU (Tabla R2 y R3). Esto da lugar a
una disminuciéon de la razén DOPAC/DA, indicativo de una descenso del
metabolismo intraneuronal, asi como de la razén de 3MT/DA, que revela una
menor liberacién de DA. Todo esto ademas se corrobora por la disminucién
de la razén HVA/DA, lo cual se acepta como indice de una disminucién del
metabolismo dopaminérgico. Por lo tanto podemos decir que existe un
hipofuncionalidad del sistema dopaminérgico en el estriado.

Por otra parte, estudios similares en la SN no dieron cambios
semejantes en el sistema dopaminérgico, asi en los animales tratados la DA
sufrié una disminucion estadisticamente significativa (-30%) con respecto a
los niveles de dicho neurotransmisor en la SN de los animales controles. Sin
embargo los cambios observados en el DOPAC si eran semejantes a los
encontrados en el estriado, observandose asi una disminucion de un -45% en
el grupo tratado con respecto al no tratado (Tabla R2 yR3). Al contrario que
en el estriado las razones 3MT/DA y HVA/DA sufrieron una elevacion tras el
tratamiento con BCMNU, revelando una regulacion a al alza del sistema

dopaminérgico en SN.
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TABLA R2. EFECTO DEL

TRATAMIENTO DE BCNU EN LA

DOPAMINA Y SUS METABOLITOS EN SUSTANCIA NIGRA Y ESTRIADO.

Estriado Sustantia nigra
CONTROL BCNU CONTROL BCNU
DA 11284.6+488.5 13501.0+1015.7** 746.9+199.3 476.8+100.0**
DOPAC 1535.81240.3 1146.0+ 198.1* 223.5+ 45.5 128.2+ 23.8**
3-MT 2775+ 33.5 245.3z 36.2 41.7+12.6 52.7x19.1
HVA 608.3+135.7 506.8+ 64.0 64.6+ 19.1 48.4+ 10.3

Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Los resultados se
expresan en ng/g de tejido humedo. Significacién estadistica (test t de Student) * p <

0,05, **p < 0,01.

FIGURA R3. RAZONES DEL SISTEMA DOPAMINERGICO EN ANIMALES

TRATADOS CON BCNU.

Estriado Sustancia Nigra
CONTROL BCNU CONTROL BCNU
DOPAC/DA 0,136 0,084 0,298 0,268
3-MT/DA 0,024 0,018 0,054 0,110
HVA/DA 0,053 0,037 0,086 0,101
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R.2.3. Contenido y actividad de tirosina hidroxilasa.

Mientras que la medida de la actividad de TH en estriado mostré un
aumento (28% en estriado con respecto a controles), este aumento se vio
acompaiado por un incremento en el contenido de dicha enzima en este area
(20% con respecto al grupo control). Mientras que en SN la actividad el
contenido permanecio inalterada (Tabla R4).

TABLA R4. CANTIDAD Y ACTIVIDAD DE TIROSINA HIDROXILASA EN
SUSTANTIA NIGRA Y ESTRIADO EN RATAS TRATADAS CON BCNU
DURANTE CUATRO DIAS.

Actividad TH Contenido TH
(nmol /mg proteina hour) (Densidad Optica)
CONTROL BCNU CONTROL BCNU
Striatum 9.83+1.34 12.58+1.22*  148.6+14.2  178.0+15.7*
S. Nigra 4,92 +1.12 6.1+1.44 33.8+7.1 36.9+54

La actividad de TH se midié in vitro y el contenido se calculé por Western blotting, tal
como se describe en Material y Metodos. Los resultados se expresan en nmol de DOPA
formdo/ mg de proteina/ hora para la actividad de TH y Unidades de Densisdad Optica
por banda para la cantidad de TH. Significacion estadistica (test ¢ de Student) *p < 0,05.
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R.2.4. Medida del funcionamiento del transportador de DA.
Tal como muestra la figura el funcionamiento del transportador no se

vi6 afectado tras el tratamiento de cuatro dias con BCNU i.p.

FIGURA R7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DEL TRANSPORTADOR
DE DOPAMINA EN RATAS TRATADAS CON BCNU.

Bl conTrOL BCNU

pmol DA/ microg proteina/ hr

Transporte de DA

La actividad del TDA se midié in vitro calculando la recaptacién de DA marcada en
sinaptosomas. Los resultados se expresan comoen pmol DA/ ug de proteina/ hora. Cada
valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Significacién estadistica (test t de
Student) *p < 0,05.
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R.2.5. Medida de los niveles de ARNm de TH.

Cuando cuantificamos las imagenes obtenidas en el film tras la
exposicion de las secciones correspondientes a la SN incubadas con la sonda
de TH marcada radioactivamente, observamos un aumento en el mensajero
de esta enzima tras el tratamiento con BCNU durante 4 dias (+41% con
respecto a los controles). Lo cual explicaria el aumento de enzima en la
terminal dopaminérgica, siempre que la TH recién sintetizada en el cuerpo
fuese rapidamente trasladada a la terminal (Fig R8 y R9).
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DIAS.

FIGURA R8. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL ARNm DE
TH EN LA SNc DE RATAS TRATADAS CON BCNU DURANTE CUATRO
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Los resultados se expresan como porcentaje del valor control, en unidades de Densidad
dptica/area medida en el fim autorradiografico. Significacion estadistica (test f de

Student) *p < 0,05.
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FIGURA R.9. Aumento en la expresion del ARNm de TH en Sustancia Nigra

parte compacta tras el tratamiento con BCNU. Fotografia a alta magnificacion en
campo claro de la emulsion autoradiografica mostrando la expresidén del ARNm de TH
de SN de controles (a y c¢) y de animales tratados con BCNU (b yd). Obsérvese en
aumento en la expresion del ARNm tras la inhibicion de la Glutatidn Reductasa. Escala
(ayb)27 yum(cyd) 11 um.
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R.2.6. Medida de los grupos carbonilos.

En la valoracién de los grupos carbonilos, usados como parametro del
estado oxidativo de las proteinas, observamos una elevacion muy significativa
en el estriado de los animales iratados con el inhibidor de la GR (+102% con
respecto al nivel control). Sin embargo, no se hallé cambio alguno en los
niveles de los carbonillas en la SN de dichos animales, que permanecieron en
los niveles controles (Tabla R5).

TABLA R5. CUANTIFICACION DE LOS GRUPOS CARBONILOS EN
RATAS TRATADAS CON BCNU.

Estriado Sustancia nigra
CONTROL 137.1€+7.89 113.02 £ 6.25
BCNU 278.0% =75.76** 107.46 + 12.97

Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Los resultados se
expresan en cpm/ ug proteina. Significacion estadistica (test t de Student) *p < 0,05, **p
< 0,01.
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R.3. DIETA SIN VITAMINA E.

R.3.1. Medida de la DA y sus metabolitos.

Sorprendentemente, tras someter las ratas a un periodo de 30 dias de
dieta deficiente en vitamina E los valores de DA y sus metabolitos no se
vieron alterados en ninguna de las dos areas de la via nigroestriada (Tabla
R6). Esta observacion nos pone de manifiesto que el sistema dopaminérgico
desarrolla ciertos procesos, que llevan a mantener el funcionamiento normal
del sistema, que si se ve alterado cuando la dieta se mantiene 15 dias, donde
hubo un aumento general de DA en SN y estriado y de su tasa de recambio
(Castario y col., 1993b).
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TABLA R6. EFECTO DE UNA DIETA DEFICIENTE EN VITAMINA E
DURANTE 30 DIAS EN DOPAMINA Y SUS METABOLITOS EN

SUSTANCIA NIGRA Y ESTRIADO.

Estriado Sustantia nigra
CONTROL 30 DiAS CONTROL 30DIAS
DA 10051.0 + 639.1 9084.0 + 615.4 4527 +134.2 309.7+ 70.7
DOPAC 886.2 + 94.0 858.8 + 111.0 81.6 +28.8 574+ 85
3-MT 406.5 + 30.3 367.6 + 40.4 32.0:7.0 27.7+9.6
HVA 472.8 +94.3 553.8 + 90.1 46.3 £ 3.7 34.8x104

Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Los resultados se
expresan en ng/g de tejido humedo. Significacion estadistica (test t de Student) *p <

0,05.
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R.3.2. Contenido y actividad de tirosina hidroxilasa.

La dieta pobre en vitamina E mantenida durante 15 dias supuso una
elevacion en los niveles de la actividad de la enzima TH en SN (+44%) como
en el estriado (+26%) lo cual correlaciona con el aumento de los niveles de
DA que se encontraron en ambas regiones. De forma paralela estos
incrementos fueron acompafiados por elevaciones respectivas en la cantidad
de proteina presente en SN (+35%) y en el estriado (+27%) (Fig. R10).

Cuando prolongamos la deficiencia hasta un mes, los niveles de la
cantidad y la actividad de la enzima permanecen elevados en SN (+44% y
+37% respectivamente), aunque en el estriado ambos parametros vuelven al
nivel control tras este periodo de dieta (Fig. R10).
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FIGURA R10. CANTIDAD Y ACTIVIDAD DE TIROSINA HIDROXILASA
EN SUSTANTIA NIGRA Y ESTRIADO EN RATAS ALIMENTADAS CON UNA
DIETA DEFICIENTE EN VITAMINA E DURANTE 15 Y 30 DIAS.
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La actividad de TH se midi6 in vitro y el contenido se calculé por Western biotting, tal
como se describe en Material y Metodos. Los resultados se expresan como porcentaje
del valor control, nmol de DOPA formdo/ mg de proteina/ hora para la actividad de TH y
Unidades de Densisdad Optica por banda para la cantidad de TH. Significacion
estadistica (test t de Student) *p < 0,05, **p < 0,01 y # p=0.
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R.3.3. Medida de los niveles de mRNA de la enzima Tirosina

Hidroxilasa y del Transportador de Dopamina.

Los andlisis de hibridacién in situ en los animales con una dieta
deficiente en Vitamina E durante 15 y 30 dias, con la sonda antisentido del
ARNm de las proteina TH y DAT mostraron una unién especifica en el
mesencéfalo ventral (Fig. R13 y R14). La disposicion tipica del agrupamiento
de los granos de plata sobre los cuerpos celulares y la localizacion precisa de
estas neuronas en la SNc y en el AVT, indicaron claramente las células que
expresaban los ARNm de TH y TDA eran neuronas dopaminérgicas.

El andlisis de la medida de densidad dptica por neurona, revelo una
disminucioén significativa del ARNm de TH en las neuronas dopaminérgicas de
la SNc (-26,9%) y en el AVT (-27%) tras 15 dias de dieta sin vitamina E. Junto
con esta disminucién observamos también un descenso en la medida del
ARNm del TDA en ambas regiones: SNc (-24%) y AVT (-27%) (Fig. R11).

Esta disminucion continué tras el mes de dieta, siendo entonces mas
marcada y su andlisis estadistico dio significancias iguales a cero o muy bajas
(<0,002). El mensajero de TH en SNc bajo un -34% y en el AVT un -32% en
las ratas de la dieta de 15 dias de duracion. EI ARNm del transportador
disminuy6 un 35% en SNc y hasta un -38% en el AVT (Fig. R11).
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FIGURA R11. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL ARNm DE TH
Y DE TDA EN LA SNc Y AVT DE RATAS ALIMENTADAS CON UNA DIETA
DEFICIENTE EN VITAMINA E DURANTE 15 Y 30 DIAS.
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Los resultados se expresan como porcentaje del valor control, en unidades de Densidad
dptica/area medida en el film autorradiogréfico. Significacion estadistica (test t de
Student pareado) *p < 0,05, **p < 0,01.
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Figura R12. Emulsiones autorradiograficas mostrando la expresion de
ARNm del TDA (A, B,Cy D) y TH (E, F, G y H) en el mesencéfalo ventral de
animales controles (A, C, E y G) y animales alimentados durante 30 dias con
una dieta deficiente en Vitamina E (B, D, F y H). (A, B, E y F) Fotografias a baja
magnificacién mostrando la expresion del ARNm del TDA (Ay B) y del ARNm de TH
(E and F) en sustancia nigra parte compacta (SNc) y el area ventral tegmental (VTA).
(C, D, G y H) fotografia alta magnificacion en campo claro de la SN. Obsérvese la
baja expresion del ARNm del TDA y de la TH en los cuerpos celulares
dopaminérgicos en el mesencéfalo ventral tras 30 dias de deficiencia en vitamina E.
Escala (A, B, EyF) 150 um; (C, D, G y H) 20 um (Pagina 104).

Figura R.13. Disminucién en la expresién del ARNm de TDA en el Area
Ventral Tegmental (VTA) y Sustancia Nigra parte compacta (SNc) tras la dieta
deficiente en Vitamina E. Emulsién autoradiografica mostrando la expresion del
ARNm del TDA en el VTA (A, Cy E) y SN (B, D y F). Fotografia a alta magnificacién
en campo claro del control (A y B) animales con 15 dias de deficencia en vitamina E
(C y D) y con 30 dias de deficencia en vitamina E (E y F). Obsérvese que la
expresion del ARNm decrece con el tiempo en ambas dreas debido a la defiiciencia
en Vitamina E. La expresién del ARNm de la TH en SNc y VTA mostré un patrén
idéntico. Escala 20 um (Pagina 105).
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R.3.4. Medida del funcionamiento del transportador de DA.

Con el fin de clarificar si los cambios del mensajero produjeron cambios
en el funcionamiento del transportador, medimos la capacidad de recaptacion
de los sinaptosomas procedentes de los estriados de las ratas sometidas a la
dieta pobre en Vitamina E comparandoia con la de las controles.

Los modelos in vitro de terminales nerviosas procedentes de las ratas
sometidas a la dieta durante un periodo de 15 dias, mostraron un aumento en
la capacidad de recaptacion de DA (+34%), en cambio los sinaptosomas de
las ratas alimentadas durante un mes con esta dieta, mostraron la misma
capacidad de recaptacion que las ratas controles (Fig. R14).
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FIGURA R14. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DEL TRANSPORTADOR
DE DOPAMINA EN RATAS ALIMENTADAS CON UNA DIETA DEFICIENTE
EN VITAMINA E DURANTE 15 Y 30 DIAS.
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La actividad del TDA se midié in vitro calculando la recaptaciéon de DA marcada en
sinaptosomas. Los resultados se expresan como porcentaje del valor control, pmo! DA/
ug de proteina/ hora. Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo.
Significacion estadistica (test t de Student) *p < 0,05, **p < 0,01; (a) con respecto al
control y (b) con respecto a los animales de 30 dias.
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R.3.5. Medida de los grupos carbonilos.

Tras observar que los cambios mas profundos en los mensajeros se
encontraron en las ratas sometidas a la dieta pobre en Vitamina E durante un
mes, Yy debido al importante papel de la Vitamina E como obstaculizador de la
reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica. Decidimos estudiar si la falta
de este antioxidante afectaba al estado redox de la via nigro-estriada.

La dieta hizo que, debido presumiblemente, al estrés creado por la
descompensacion del sistema tocoferol-tocoferil se crease un ambiente redox
que favoreci6 la oxidacién de las proteinas con el consiguiente aumento de
los grupos carbonilos.

En la SN el aumento observado fue de un 35% al igual que en el
estriado los que nos podria hacer suponer que la importancia de este

antioxidante en ambas 4reas es comparable.
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R.3.6. Microdidlisis.

Debido a que en las ratas sometidas a un mes de dieta, la medida in
vitro no observamos cambio alguno en el funcionamiento del transportador, y
teniendo en cuenta que las medidas in vitro no reflejan fielmente la intrincada
regulacion polisinaptica de las terminales dopaminérgicas en el estriado,
decidimos medir el funcionamiento de  este transportador mediante
microdialisis.

R.3.6.a- Valores basales extracelulares de DA y sus metabolitos.

Los valores basales de DA eran significativamente mayores en el
estriado de las ratas sometidas a la dieta sin vitamina E (+50%). Este
aumento se vio acompafiado por una disminucién general de los niveles
extracelulares de sus metabolitos: DOPAC (-36%) y HVA (-42%) (Tabla R7).
Teniendo en cuenta que los niveles de DOPAC, son un reflejo de la
disponibilidad de DA en el espacio intraneuronal, la disminucién del mismo,
supone una disminucién de la Yecaptacion de la DA. Ademéas como ya hemos
mencionado, es el responsable principal de la permanencia, y por lo tanto de
la cantidad de DA en el espacio sindptico es el transportador de DA.

110



RESULTADOS

TABLA R7. CONCENTRACIONES BASALES EXTRACELULARES
DE DOPAMINA Y SUS METABOLITOS EN ESTRIADO DE RATAS
ALIMENTADAS DURANTE UN MES CON UNA DIETA DEFICIENTE EN
VITAMINA E.

CONTROL 30 DAYS
DA 11.07 £ 2.59 16.63+2.1*
DOPAC 1268.2 + 331 810.6 x127 *
HVA 849.0 + 214 490.3 +149*

Cada valor es la media + S.D. de cinco animales por grupo. Los resultados se
expresan en fmol/min de tejido humedo. Significacidn estadistica (test ¢t de Student) *p
< 0,05.
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R.3.6.b- Efecto de la perfusion de KCl én el estriado de las ratas
tras un mes de dieta.

La perfusién de una concentracién de 60mM de KCI durante 30 min,
produjo un aumento de los niveles extracelulares de DA menor en los
animales sometidos a la dieta (+489%) comparado con el que produjeron los
animales controles (+871%), expresando estos valores como porcentaje de
los basales de DA (Fig. R16).

R.3.6.c- Efecto de la perfusion de nomifensina en el estriado de las
ratas alimentadas durante un mes con la dieta pobre en Vit E.
La adicién de valores crecientes de nomifensina (1, 10 y 50 mM),

produjeron aumentos significativos y de igual intensidad en ambos grupos.
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FIGURA R16. EFFECTO DE LA PERFUSION DE 60 mM KCL EN LOS
NIVELES EXTRACELLULAR DE DA EN RATAS CONTROL Y 30-DIAS
DEFICIENTE EN VITAMINAE.

1200

1
-
-

900

600

300

% del control {fmol/min)

Tiempo (min)

Los resultados se expresan como porcentaje del valor control (ratas control ( ) y 30-dias
deficiente en Vitamina E (0). Cada valor es ia media + S.D. de seis animales por grupo.
Significacion estadistica (test de Kruskal-Wallis seguido del de Mann-Whitney U-test). ##
P<0.01, comparando control y vitamina E recogido al mismo tiempo de perfucsion y**
P<0.01, comparado con el valor basal.
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FIGURA R17. EFFECTO DE LA PERFUSION DE NOMIFENSINA A
DISTINTAS CONCENTRACIONES (1, 10 Y 50 uM) EN LA LIBERACION
EXTRACELULAR DE DOPAMINA DE LAS RATAS ALIMENTADAS
DURANTE UN MES CON LA DIETA POBRE EN VIT E.

2500
[ NOMIF 1uM_|[ NOMIF 10uM ][ NOMIF 50uM_]|
200 r *k
o 0
Q2
(@]
=
C 1500
o
(&)
S
== 1000
O
©
X
500
R
0 30 60 90 120 150 180 210
Tiempo (min)

Los resultados se expresan como porcentaje (fmol/min) del valor control (ratas control ( )
y 30-dias deficiente en Vitamina E (o). Cada valor es la media + S.D. de cinco animales
por grupo. Significacién estadistica (test de Kruskal-Wallis seguido del de Mann-Whitney
U-test), ** P<0.01, comparado con el valor basal.
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R.4. RESULTADOS DE LA DIETA POBRE EN VITAMINA C.

R.4.1. Peso de los animales y concentracion de Acido Ascérbico y
Dehidroascérbico.

Los signos de deficiencia en vitamina C en las cobayas dependen de
muchos factores, como tipo y composicién de la dieta experimental, edad,
factores de estrés externos, etc. La debilidad, laxitud y anorexia conllevan una
disminucion en le peso del animal que junto con las hemorragias preceden a
la muerte del mismo. Para comprobar que nos encontramos en condiciones
escorbuticas, pesamos regularmente a nuestros animales y medimos los
niveles de AA y DHAA en el cerebro para comprobar que la dieta deficiente
en vitamina C es la manera mds efectiva de reducir los niveles cerebrales de
vitamina C. Un dia antes de matar los animales el peso de los experimentales
era significativamente mas bajo que los controles (-30%).

Como vemos en la Tabla R8 la dieta experimental ha reducido
significativamente los niveles de AA en comparacién con los alimentados con
la dieta control tanto en estriado (-71%), como en SN (-76%). Ademas los
niveles de DHAA, principal metabolito del AA, también estan disminuidos en
los animales alimentados con la dieta pobre en vitamina C tanto en el cuerpo
dopaminérgico (-47%) como en la terminal (-46%).
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TABLA R8. CONCENTRACION DE AA, DHAA EN SUSTANCIA
NIGRA Y ESTRIADO DE COBAYAS ALIMENTADAS DURANTE UN MES
CON UNA DIETA POBRE EN VITAMINA C.

SUSTANCIA NIGRA ESTRIADO
CONTROL SIN VIT. C CONTROL SINVIT. C
AA 320.6 + 72.8 92.8 + 17.8** 2913 = 76.3 725 = 314"
DHAA 403.0 + 744 216.8 + 33.2** 1942 = 469 1020 = 26.4"

Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Los resultados se
expresan en ng/g de tejido humedo. Significacién estadistica (ANOVA seguido de un
Test Scheffe) *p < 0,05, **p < 0,01.
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R.4.2. Concentracién de DA y sus metabolitos en la via nigro-
estriatal.

Tras un mes de dieta pobre en Vitamina C no hubo cambios
significativos en los niveles de dopamina en el estriado entre el grupo control
y el deficiente en vitamina C (Tabla R9). En cambio hubo una disminucién en
los niveles del DOPAC al comparar cbn los animales controles (-35%) y con
los animales con una dieta suplementada en vitamina C (-31,5%). Esta
observacion puede interpresarse como una disminucién intraneuronal de la
tasa de recambio de DA, como lo refleja la disminucién de la razoén
DOPAC/DA.
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TABLA R9. CONCENTRACION DE DOPAMINA Y SUS

METABOLITOS EN ESTRIADOS DE

COBAYAS ALIMENTADAS

DURANTE 30 DIAS CON UNA DIETA CONTROL, UNA DIETA SIN
VITAMINA C Y UNA CON SUPLEMENTO EN VITAMINA C.

SINVIT.C

SUPLEMENTADA

CONTROL
DA 8853.4 +956.9
DOPAC 1156.0 £197.6
HVA 1476.0 +305.9
3MT 149.1 + 28.0
DOPAC/DA 0.12+ 0.01

9182.0 +396.9

750.6 +123.2*

1352.6 +128.5

159.1 + 41.0

0.08 + 0.02**

10168.5 +956.7

1096.7 +160.4 *°

1633.7 +220.5

140.1 = 46.7

0.11+ 0.0*

Los resultados se expresan como la media en ng/g de tejido + D.S. para n=6.
Sometidos a un test de Kruskal-Wallis seguido de un Mann-Whitney U-test
considerarndo estadisticamente significativo si **p<0.01 y *p<0,05 comparando con a:

la dieta control y b:la dieta sin vitamina C.
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En la regién del cuerpo celular en cambio, los analisis neuroquimicos,
fueron distintos. Los niveles de DA tampoco variaron pero hubo profundos
cambios en los mefabolitos con una disminucién en el DOPAC (-57%) y en el
HVA(-43%) y un aumento en el 3-MT (+76%). Lo que parece mostrar un
aumento en el metabolismo extraneuronal (glial) que corrobora la disminucién
del metabolismo intraneuronal.

TABLA R10. CONCENTRACION DE DA Y SUS METABOLITOS EN
SUSTANCIA NIGRA DE COBAYAS ALIMENTADAS DURANTE UN MES
CON UNA DIETA CARENTE EN VITAMINA C.

CONTROL SIN VIT.C
DA 610.4 = 163.9 608.1 = 183.2
DOPAC 152.4 + 44.8 64.9+ 7.6 **
3-MT 466+ 9.9 822+ 13.1**
HVA 413.2 % 127.1 233.8+ 35.6*

Los resultados se expresan en ng/g tejido humedo como la media + D.S. para
n (numero de animales usados) =5. Significacién estadistica mediante un test de t-
Student: ** p<0.01 y * p<0.05 al comparar con el grupo control.
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R.4. 3. Medida de las enzimas Monoamino Oxidasa A y B.

Como vemos en la figura (R18) la disminucién de los niveles de
vitamina C provocé un aumento muy significativo en la actividad de la enzima
MAO B tanto en estriado (+167%) como en SN (+77%). En cambio, la
actividad de la otra isoenzima, la MAO A, disminuyd ligeramente en estriado (-
16%) y sufrié también una caida, aunque mas importante en la SN (-31%).
Estos cambios corroboran las diferencias en los niveles de los metabolitos
dopaminérgicos encontrados en ambas zonas, ya que son reveladores de un
aumento del metabolismo extraneuronal de la DA (glial) y una disminucién del
intraneuronal.

R.4.4. Medida de la actividad de Tirosina Hidroxilasa.

No hay cambios significativos en la actividad de la enzima tirosina
hidroxilasa tras el mes de dieta pobre en vitamina C en ninguna de las areas
que estamos estudiando, lo cual indica que en principio el sistema es capaz
de mantener los niveles de DA con cambios a nivel del catabolismo, sin variar
la velocidad de sintesis.
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TABLA R18 . ACTIVIDAD DE LAS MAO A Y B EN SUSTANCIA
NIGRA Y ESTRIADO DE COBAYAS ALIMENTADAS DURANTE UN MES
CON UNA DIETA CARENTE EN VITAMINA C.
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La actividad de las MAO A y B se midieron in vitro. Los resultados se expresan como
porcentaje del valor control para un numero de animales n=6. Significacion estadistica
(test t de Student) *p < 0,05, **p < 0,01.
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FIGURA R19. ACTIVIDAD DE TIROSINA HIDROXILASA EN SUSTANTIA
NIGRA Y ESTRIADO COBAYAS ALIMENTADAS DURANTE UN MES CON
UNA DIETA CARENTE EN VITAMINA C.
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Los resultados se expresan nmol de DOPA formado/ mg de proteina/ hora para la
actividad como la media + D.S. para n (numero de animales usados) =6. Significacion
estadistica (test t de Student) *p < 0,05, **p < 0,01.
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R.4.5. Medida de la toxicidad de MPP+ en cobayas escorbuticas y con
un suplemento en la dieta de Vitamina C.

Asumimos que si la liberacién masiva de DA ektracelular es un indice
de desajuste celuiar, la medida de la DA remanente en el tejido tras el
tratamiento con MPP+, es un indicador de toxicidad de dicho compuesto. La
incubacion del tejido estriatal con una con 25 uM MPP+ de cobayas controles
y de cobayas con un suplemento vitaminico en la dieta, exhibieron idénticos
efectos neurotéxicos en base a la céntidad de DA remanente. Las cobayas
escorbuticas y las suplementadas con Vit. C mostraron niveles de DA
idénticos a los de las cobayas controles tras la incubacién en ta'mpén Krebs
sin MPP+ . Sin embargo, cuando el MPP+ esta presente en el medio de
incubacién observamos la DA disminuyé significativamente en todos los
animales experimentales: los deficientes en Vit. C (-37%), los suplementados
con Vit. C(-60%) y los controles (-54%) Tabla R11. El andlisis estadistico,
demostr6é que en el tejido de animales deficientes en Vit. C, que fueron los
que mostraron el menor descenso en DA tras la incubacién con MPP+, los
niveles neuroquimicos eran estadisticamente diferentes comparando con
controles y con los animales suplementados con Vit. C incubados en identicas
condiciones. Por lo que podemos deducir que la accién neurotéxica del MPP+
en tejido estriatal de los animales deficientes en Vit. C fue significativamente
menor que la ejercida sobre los tejidos de animales controles y los
suplementados con Vit. C. En relacién con los metabolitos dopaminérgicos, el
DOPAC experimenté una bajada idéntica en todas las condiciones
experimentales (-81% par controles, -81% para los deficientes en Vit. C y —
80% para los suplementados) mientras que los niveles de HVA

permanecieron inalterados.
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TABLA R.11. CONCENTRACION DE DA Y SUS METABOLITOS EN TEJIDOS DE COBAYAS TRAS
INCUBACION CON MPP* EN ANIMALES ALIMENTADOS DURANTE 30 DIAS CON UNA DIETA CONTROL, SIN

VITAMINA C Y CON SUPLEMENTO EN VITAMINA C.

CONTROL SINVIT.C SUPLEMENTADA
CONTROL MPP* CONTROL MPP* CONTROL MPP*
DA 496 6.7 198 £7.0 541 £7.38 343 £59 471 £56 216 +4.8
*hg **a’ *n **a,**c
DOPAC 59 +0.9 1.1 £03 6.9 +1.2 12 02 66 £1.2 1.3 +0.3
**a **a **a
HVA 0.2 £0.1 0.3 £0.3 05 +0.2 0.3 +0.1 0.2 £0.1 0.2 £0.1

Los resultados se expresan en ng/ug proteina como media + D.S. para n (numero de animales procesados) =6-7. Analisis
estadistico: Kruskal-Wallis seguido de un Mann-Whiyney U-test: *p<0.05., **p<0.01. a: comparando con el control correspondiente,

b: : comparando con el tejido de la dieta control con MPP*, ¢ : : comparando con el tejido de cobayas escorbuticas con MPP*, d: :
comparando con el valor de los animales con dieta control sin MPP*, e: comparando con el valor de los animales con dieta sin

vitamina C sin MPP*. ND = No Detectable.
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R.4.6. Medida de los aminoacidos en estriado.

Tras los estudios de toxicidad del MPP+, y con el fin de encontrar una
explicacion a los resultados obtenidos, quisimos medir los niveles de
aminoacidos, teniendo en cuenta el papel de aminoacidos excitatorios en la
neurotoxicidad del MPP+ (Tabla R12). El andlisis estadistico revelé que el
estriado de los animales deficientes en vitamina C mostraron cambios
significativos, siempre aumentando, en los niveles de dos aminoacidos muy
importantes y que actuan como neurotransmisores en el cerebro: el acido
glutamico aumenté en un 31% y el GABA que Io hizo en un 28% con respecto
a los controles. También los niveles de arginina, aminodcido implicado en la
sintesis del neurotransmisor 6xido nitrico, se elevaron en ausencia de
vitamina C en un 107%. Pero ninguno de estos cambios parece clarificar la
menor toxicidad del MPP+ en los animales deficientes en Vit. C.
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TABLA R12. NIVELES DE AMINOACIDOS EN ESTRIADO DE
COBAYA ALIMENTADAS CON UNA DIETA CONTROL Y UNA SIN
VITAMINA C DURANTE 30 DIAS.

AMINO ACIDOS CONTROL SINVIT.C
ACIDO ASPARTICO 1.83 £0.03 2.26 £0.72
ACIDO GLUTAMICO 7.27 +1.38 952 +048"*
SERINA 2.04 +0.70 2.89 =1.84
GLUTAMINA 3.57 +0.50 413 +0.58
GLICINA 5.00 +2.00 3.99 +1.76
TREONINA ’ 1.04 +0.30 1.53 +0.92
TAURINA 2.22 +£0.40 2.60 +0.22
ARGININA 0.41 +0.05 0.85 +0.27*
ALANINA 1.18 £0.22 1.62 +0.89
GABA 1.85 +0.21 237 £022*
LEUCINA 1.59 +0.34 271 +1.06
LISINA 2.48 +1.06 1.48 +0.62

Los resultados se expresan como nmol/mg de tejido y representan la media =+
D.S. para n (numero de animales usados)= 4-5. Sometidos a un test de ANOVA
seguido de un test Scheffe considerando estadisticamente significativo si
*p<0.05 comparando con la dieta control.
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R.4.7. Medida de la recaptacion de Dopamina.

La medida del funcionamiento del transportador de DA en sinaptosomas
elaborados desde los estriados de cobayas escorbuticas, nos reveld una
disminuciéon de la actividad del mismo en los animales con los niveles
cerebrales de vitamina C disminuidos por la dieta (-23,2%). Esto apoya los
cambios a nivel del metabolismo dopaminérgico, ya que una disminucion de
la reparacién neuronal supondria un cambio en los niveles de metabolismo
intraneuronal y por consiguiente un aumento en la via extraneuronal de
degradacion dopaminérgica (Fig. R20).

Por otra parte este cambio supone una explicacion para la menor
toxicidad del MPP+ en los animales deficientes en Vit. C, ya que como hemos
dicho el MPP+ se acumula activamente en las terminales dopaminergicas a
través del transportador de DA. Al estar el funcionamiento de este
transportador disminuido en estos animales, el MPP+ se acumula en menor
medida en las terminales estriatales de los animales deficientes en Vit. C,
siendo por lo tanto la neurotoxicidad en estos animales deficientes en Vit. C

menor que en los controles, donde la acumulacién es mayor.
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FIGURA R20. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DEL TRANSPORTADOR
DE DOPAMINA EN COBAYAS ALIMENTADAS CON UNA DIETA
DEFICIENTE EN VITAMINA C DURANTE 30 DIAS.

B controL

SINVIT.C

pmoles DA/ug proteina

Transporte de DA

La actividad del TDA se midio in vitro calculando la recaptacion de DA marcada
en sinaptosomas. Los resultados se expresan como pmol DA/ pg de proteina/
hora. Cada valor es la media + S.D. de seis animales por grupo. Significacion
estadistica (test t de Student) *p < 0,05, **p < 0,01.
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D.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DE LA GLUTATION
PEROXIDASA MEDIANTE UNA DIETA DEFICIENTE EN SELENIO SOBRE
EL FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA DOPAMINERGICO.

Previamente en nuestro laboratorio se ha estudiado que una deficiencia
en selenio en la dieta durante 15 dias es capaz de alterar el sistema GSH,
reduciendo la actividad de GPx en estriado y SN (Castafio y col., 1993a). Este
corto periodo de deficiencia fue capaz de reducir no solo la actividad GPx,
sino tambien la de la enzima GR en el hipocampo (Castafo y col., 1995).
Estas alteraciones de las enzimas del sistema GSH prueba la efectividad de
nuestra dieta para alterar el sistema antioxidante ene el cerebro. Una
disminucion de los niveles de GSH mediante la inhibicion de su sintesis
usando BSO, produjo una disminucion de GR esto podria deberse al efecto
de los radicales libres como el ONOO- los cuale son capaces de inhibir
directamente la enzima, aunque tambien pude deberse a la disminucion de
formacion de GSSG (Barker y col., 1996). Por lo tanto podriamos decir que la
inhibicion de GPx genera un estrés oxidativo el cual desequilibra aun mas el
sitema GSH/GPx/GR system.

Nuestros experimentos probaron que la deficiencia de selenio es capaz
de alterra el sitema dopaminérgico, asi la tasa de recambio dopaminérgico se
vio aumentada tras 15 dias de dieta, lo cual se ve corroborado por el
aumento general en Ios niveles neuroquimicos en la region del cuerpo celular,
estos cambios son mas profundos tras un mes de dieta deficiente en selenio
(Castafio y col., 1993a). Estos cambios a nivel del cuerpo celular podrian
haberse desarrollado para preservar el funcionamiento de la terminal
dopaminergica, ya que el estriado no muestra un aumento en la tasa de
recambio dopaminergica, con cambios significativos pero no muy profundos
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en los niveles neuroquimicos, siendo el unico cambio medible tras 30 dias el
aumneto en los niveles de DA (Castafo y col., 1993a).

El aumento del mRNA TDA y de la capacidad de recaptacion medida en
sinaptosomas estriatales en el grupo de animales con una dieta de 15 dias,
podria contribuir a los cambios neuroquimicos en SN y estriado. Este aumento
en la actividad del transportador podria elevar el aclaramiento de DA
extracelular, con el consiguiente incremento de los niveles de DA
intracelulares (en SN y estriado); esto ademas podria potenciar el aumento de
turnover observado en SN y ademas alterar los niveles de netabolitos
dopaminérgicos. Esto corrobora nuestros estudios previos con nomifensina,
inhibidor de la recaptacion de DA, el cual fue cpaz de disminuir la tasa de
recambio dopaminérgico (Rodriguez-Gomez y col., 1997).

Ambos parametros, mensajero y actividad del TDA en sinaptosomas,
volvieron a los niveles controles tras prolongar hasta un mes la dieta. Lo cual
sugiere que la expresion se regula en primer lugar a la alza para mantener los
niveles intra/extracelulares de DA, siendo mas tarde regulada a la baja por
diferentes mecanismos como por ejemplo los receptores dopaminérgicos, los
cuales se saben que controlan la sintesis y el metabolismo de DA en estriado
y estructuras mesolimbicas (Zetterstrom y col., 1993) (Imperato y Chiara,
1985).

La expresion de mRNA de TH se vio incrementada (19%) a los 15 dias
de deficiencia dietetica de selenio, y este aumento fue mas importante y
estadisticamente mas significativo al prolongar esta deficiencia hast 30 dias
(47%), lo cual sugiere que los cambios producidos por la deficiencia de Se

estan implicados en la induccion de TH.
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Los cambios del contenido y la actividad de la enzima TH estan
retrasado con respecto a los cambios del mensajero, incluso parece haber un
ligero descenso en la actividad de la enzima en SN en el grupo de 15 dias,
esto podria ser una consecuencia de un dafo sufrido por la enzima debido al
estress oxidativo generado como consecuencia de la disminucion en GPx, se
ha probado ademas que las quinonas fromadas por oxidacion de DA en
circunstancias de un elevada generacion de radicales libres, son capaces de
unirse a la TH e inactivarla (xu et al 1998 CITA DE BUSQUEDA).

De cualquier forma cambios en mRNA son mas rapidos que los cambios
en el contenido proteico, Baruchin y col., mostraron un desacoplamiento entre
mRNA y contenido de TH en ratas expuestas a estrés de frio, estando el
mRNA 3- veces elevado a las 3 horas, mientras que los cambios en proteinas
no son visibles hast 2 o 3 dias despues (Baruchin y col., 1990). Tambien con
reserpina se encontro un rapido aumento de mRNA de la TH en el locus
coeruleus y la medula adrenal que precedio cambios equivalentes de la
cantidad de TH a las 12 o0 72 horas (Faucon-Biguet y col., 1986; Tank y col.,
1985). Ademas este desacoplamiento entre mRNA y proteina TH podria ser
debido a una rapida degradacion de proteina inducida por un dafio acelerado
debido al estress oxidativo generado en nuestros animales.

La enzima TH mostro perfiles de cambio diferente en SN y en estriado:
asi en la region de los cuerpos neuronales, es decir en la SN, la actividad y
cantidad no se ve elvada hasta el dia 030 pudoiéndose ver incluso una ligera
disminucion en la actividad de la enzima a los 15 dias. En estriado en cambio
los cambios a la alza se observan desde el dia 15, aunque el aumneto en
actividad y cantidad de la enzima no son significativos hasta que la dieta no
se prolonga hasta un mes. Este aumento en el mensajero y la proteina de TH
puede ser la causa de la elevacion en los niveles de DA observados en
ambas estructuras. Ademas esto esta en consonancia con los resultados
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encontrados por el grupo de Marmol que han publicado que una falta de
cysteina (la sintesis de GSH es directamente dependiente de este
aminoacido) aumento la actividad de TH en células de melanoma humano,
esto también ocurrié cuando los que se retiraba del medio era el GSH
directamente (de Marmol y col., 1996; de Marmol y col., 1993).

La DA esta elevada en los dos grupos 15 y 30 dias, al igual que en la
SN esto podria deberse al aumento en la cantidad y actividad de la enzima
TH aunque este aumento no fue significativo hasta el mes de dieta. Aunque la
tendencia a la alza es clara desde el dia 15. Ademas al igual que en la SN el
aumento de la recaptacion podria contribuir al aumento en el contenido de
DA.
_ Drucker y col (1996) probaron que el GSH esta implicado en el
almacenamiento vesicular de DA en celulas de feocromocitoma PC12. La
deficiencia de GSH por inhibicion de la sintesis mediante la L-buthionine-S,R-
sulfoximine (BSO) condujo a una disminucion en el almacenamiento y a un
aumento significativo del metabolismo de DA con un aumento de la tasa de
recambio de la DA, lo cual esta en concordancia con nuestros resultados
(Drukarch y col., 1996). La reduccion del almacenamiento vesicular de DA
inducido por reserpina o alfa-meti-para-tirosina, podria conducir a un aumento
en la cantidad de GSH , por lo tanto de manera opuesta una baja
concentracion de GSH o una disminucion en la disponibilidad enzimatica del
mismo, podria dejar el transporte vesicular de DA relativamente desprotegido
frente al estress oxidativo, resultando esto en una disminucion del
almacenamiento de DA. Estos cambios podrian conducir a la elvacion de la
actividad y del mRNA transportador de DA como mecanismo desarrollado por
la neurona para mantener el poll intracelullar de DA. Todo ello supondria un
aumento en la tasa de recambio de Da debido a la deficiencia de Se,
contribuyendo de una manera muy importante al estress oxidativo. En este
contexto creo importante destacar que se ha probado la generacion de estrés
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oxidativo en neuronas dopaminergicas tiene sobre tras interferir sobre el
gradiente vesicular electroquimico (Cubells y col., 1994).

Por otra parte, se ha demostrado que la reserpina, que como hemos
dicho afecta a la vesiculacion de DA junto con los niveles de GSH, no es
capaz solo de aumentar el recambio de DA sino que tambien es capaz de
aumentar la expresion del mRNA de TH en las celulas dopaminergicas del
cerebro medio (Spina y Cohen, 1989; Passineti y col.,, 1990). Este efecto
inductor de la expresion de mRNA TH que encontramos en nuestros
animales podria ser la respuesta del sistema dopaminérgico a la disminucion
de la disponibilidad de DA, la cual esta sufriendo un elevado metabolismo y
probablemente oxidaciones, asi como al posible descenso del pool de DA
debido a la probable alteracion del proceso de vesiculacion de la DA como
consecuenci de la alteracion del sistema GSH.

Spencer y col. mostraron que en casos de estrés oxidativo, por ejemplo
cuando alguna enzima antioxidante esta comprometida, L-DOPA y DA estan
expuestos a un sitema generador de O2--, provocando una disminucion de los
niveles de GSH asi como la formacion de compuestos tioles DOPA (Spencer
y col., 1998). Los inones de hierro y cobre podrian tambien promover la
formacion de conjugados entre GSH y DA y/o L-DOPA, especialmente si
H202 esta presente, como ocurre en nuestro animales donde el recambio
dopaminérgico esta aumentado y el GSH no es utilizado normalmente por su
via habitual (GPx-GR).

En la EP se han encontrado estos compuestos cisteinicos de L-DOPA,
DA, DOPAC en SN, sugiriendo asi una aceleracion de los procesos de
oxidacion de L-DOPA/DA. Es tambien bien conocida la disminucion de los
niveles de GSH en la EP, lo cual podria ser consecuencia de la formacion de
estos productos o quizas la causa de esta aceleracion en los procesos
oxidativos. La importancia de estos subproductos de oxidacion se ve muy
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apoyada por los trabajpos recientes de Li y col. que probaron que la 5-S-
cysteinil-DA es capaz de sufrir reacciones quimicas que include conjugacion
con GSH, formando finalmente acido 7-(2-aminoetil)-3,4-dihidro-5-hidroxi-2H-
1,4-benzotiazine-3-carboxilico, el cual provoca la inhibicion del complejo |,
esto supondria la perdida irreversible del GSH y la disminucion de la actividad
del complejo | mitocondrial, ambos fenomenos caracteristicos de la EP (Liy
col., 1998). Por lo tanto la formacion de complejos GSH podria contribuir al
desequilibrio en el sistema GSH/GPx, disminuyendo aun mas los niveles de
GSH.

La incubacion de GSH con un sistema generador de O2:-- and H202,
como modelo de estrés oxidativo concerniente al SNC (Spencer y col., 1995;
Halliwell, 1992), y a la EP en particular (Gotz y col., 1994; Jenner, 1994)
produce solo un lento descenso de los niveles de GSH. Esto es esperable si
tenemos en cuenta que el grupo tiol reacciona solo lentamente con los
radicales libres como el 02.- (Winterbourn y Metodiewa, 1988) y H202
(Auroma y Halliwell, 1989). Pero esta reaccion esta enormemente acelerada
con niveles elevados de DA, tal como ocurre en nuestros animales, y todo

esto produce una disminucion de GSH y cisteina.

Podriamos decir que en nuestro modelo el desequilibrio del sistema
GSH generado por la falta del selenio en la dieta, promueve una sistuacion de
estrés oxidativo alterando el metabolismo dopaminérgico, esta alteracion
provoca a su vez mas estrés oxidativo. En una segunda linea, el estrés
oxidativo y la elvacion del recambio dopaminérgico inducirria la formacion de
complejos GSH los cuales intensificarian el desequilibrio del sistema GSH
disminuyendo los niveles de GSH. Ademas la inhibicion de GPx provocaria
una acumulacion de GSH no utilizable que podria conducir a la inhibicion de
sintesis de GSH, por retroalimentacion negativa sobre la the gammam-
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glutamylcysteine synthetase debido a la acumulacion de GSH (para revision
ver Cooper and Kristal 1997)(Cooper y Kristal, 1997).

Por otro parte se ha mostrado que disminuciones en los niveles de GSH
debido a tratamientos con BSO tiene profundos consecuencias morfologicas
pero no cambios bioquimicos en los niveles de DA y sus metabolitos
(Andersen y col., 1996) pero debemos destacar que estos estudios son
estudios agudos les cuales inducen una disminucion de GSH solos por 72
horas como el periodo mas largo. Por el contrario 28 dias de tratamiento con
BSO intraventricular no causo degeneracion nigroestriatal (Toffa y col.,
1997).. Sin embargo en nuestros animales la acumulacion de GSH no usado
junto con el alto metabolismo dopaminérgico promoveria la formacion de
complejos lo cual intensificario las alteraciones del sistema por o que podria

justificarse el encontrar cambios neuroquimicos.

Asi que pordriamos decir que hay una retroalimentacion positiva sobre
el proceso de estrés oxidativo donde la inhibicion inicial de GPX generaria un
estres oxidativo el cual intensificaria la produccion de radicales libres los
cuales a su vez inhiben aun mas la enzima. La regulacion del sistema GSH y
la produccion de complejos cisteinicos disminuyen los niveles de GSH, todos
estos procesos afectan la actividad de GR intensificando la inhibicion de
ambas enzimas. Esta alteracion en la disponibilidad de los niveles utiles de
GSH afecta al sistema dopaminérgico, probablemente afectando la
vesiculacion de DA, elevando su disponibilidad para sufrir procesos de
oxidacion y aumentando el recambio dopaminérgico. Todo ello promoveria e
induciria cambios en el TDA dirigidos a mantener el pool intracelular de DA ,
pero contribuyendo de manera indirecta al estrés oxidativo. El sistema
reacciona para preservar la transmision dopaminergica en la terminal,
induciendo el mRNA de TH y reduciendo el mRNA del TDA de nuevo a los
niveles controles. Esta disminucion podria ser debida a la importancia del TDA
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en la regulacion y el mantenimiento de la transmision dopaminergica como se
deduce de los estudios de los ratones knock-out del transportador (Giros y
col., 1992; Giros y col., 1996). Esta regulacion tardia a la baja del TDA y la
posible afeccion del transportador vesicular de DA esta a poyada por los
estudios de Harrington et al., los cuales encontraron una disminucion en la
abundancia celular de ambos transportadores en las celulas supervivientes
del la SN de parkinsonianos lo cual podria reflejar cambios en la senal
catecolaminergica, probablemente por una disfuncion neuronal, la cual podria
ser consecuencia del deficit prolongado de GSH. (Harrington y col., 1996).
Ademas la correlacion inversa entre Th y transportador de monoaminas
tambien ha sido descrita anteriormente por Shores y col, que encontraron un
adisminucion en el mRNA del transportador de norepinephrine en el locus
ceruleus en ratas de mediana edad, como primera respuesta a una perdida
celular y un aumento del mensajero de TH cuando el envejecimiento esta mas
avanzado y la perdida neuronal es mas importante (Shores y col., 1999).
Tomando todos estos resuitados, nuestro estudio sugiere que la alteracion del
sistema GSH/GPx genera un desequilbrio en la homeostasia
antioxidantes/prooxidantes lo cual pormueve diferentes cambios en el sitema
dopaminérgico incluyendo un primera respuesta rapida aumentando el mRNA
y la actividad del TDA y una respuesta tardia aumentando la expresion de TH,
todos estos cambios contribuyen al estress oxidativo en la SN, lo cual que

podria conducir finalmente a neurotoxicidad y neurodegeneracion.

D.2. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA GLUTATION REDUCTASA
MEDIANTE TRATAMIENTO CON BCNU SOBRE EL SITEMA
DOPAMINERGICO.

El efecto del tratamiento de BCNU sobre el status antioxidante del
sistema nigro-estriatal se evaluo midiendo la actividad de la enzima GR,
comprobamos pues que esta se vio disminuida un —89% en el estriado y un -
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75% en la Sn. Por lo tanto el efecto del BCNu corrobora su ya descrito efecto
farmacologico, disminuyendo consecuentemente la capacidad antioxidante
del sistema GPx/GR (Buckman y col., 1993), provocando asi un desequilibrio
de la homeostasis de GSH

Al igual que en la dieta pobre en Se, el tratamiento de BCNU dio lugar a
un aumento de los niveles de DA en el estriado, aunque en este caso el
DOPAC disminuye significativamente en este area, mostrando en general una
disminucion del funcionamiento del sistema dopaminérgico en la terminal, con
una disminucion en la libercion y el metabolismo de DA.

En cambio en la SN ocurre lo contrario, con niveles menores de DA y
razones elevadas de 3MT/DA y HVA/DA que ponen de manifiesto un
aumento en la tasa de recambio de DA como ocurre en la SN de los animales
alimentados con una dieta deficiente en selenio. Este oposicion en el
funcionamiento de estas dos areas ya hasido descrito anteriormente por
Cheramy y col (Cheramy y col., 1981). La disminucion de DA y DOPAC en SN
es el perfil caracteristico de dafio en el sitema dopaminérgico que aparece
con modelos animales de la EP como MPP+, 6-OHDA y metanphetamina, los
cuales estan directamente relacionados con estrés oxidativo (Cassarino y col.,
1997; Kumar y col., 1995; Cubelis y col., 1994).

Esta disminucion en la transmision dopaminergica en la terminal junto
con la hiperactividad en el cuerpo sugiere de nuevo, un mecanismo
desarrollado por el sistema dopaminérgico en respuesta a un dafo o al
menos a un alteracion en el funcionamineto en la terminal. Con el fin de
profundizar en este posible respuesta en el cuerpo neuronal quisimos estudiar
si la expresion genica de las dos proteina dopaminergicas principales estaban
afectadas. Medimos asi la expresion cellular de DAT mRNA y TH mRNA en
SNy la actividad in vitro del TDA y la cantidad y actividad de la TH.
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Asi encontramos un aumento de un 40% del mensajero mRNA de TH,
mientras que la expression del mensajero de la proteina del TDA no presento
ninguna alteracion. Este aumento de la expression de mRNA de TH se vio
corroborado por el aumento de la enzima en la terminal nerviosa tanto en
cantidad como en actividad, sin que se observasen cambio alguno en el
cuerpo dopaminérgico de la SN. Un aumento en ia expresion del mRNA de
TH en SN sin que haya un aumento correspondiente en Th en esta area pero
si en la terminal, ya ha sido anteriormente descrito en ratas con
neurodegeneracion dopaminergica debido a inyecciones de 6-OHDA, lo que
sugiere que la proteina recien sintetizada es probablemente rapidamente
transportada a la terminal nerviosa en el estriado como mecanismo para
compensar el dafio neuronal (Hantraye y col., 1994).

La inhibicion de GR promueve la acumulacion de GSSG, como esta
enzima es la via principal de regenerarlo, esto promueve una disminucion de
GSH (Calberg y Mannervik, 1985). Ademas, como el aumento de GSSG
resulta téxico para la celula, cuando la concentracion de GSSG, alcanza
limites peligrosos este es liberado al espacio sinaptico, lo cual podria
contribuir aun mas a la disminucion intracelular de GSH. Como ya hemos
dicho la disponibilidad de GSh esta directamente relacionada con la
vesiculacion de DA, lo que conduciia a una disminucion en el
almacenamiento y a un aumento significativo del metabolismo de DA con un
aumento de la tasa de recambio de la DA, lo cual esta en concordancia con
nuestros resultados (Drukarch y col., 1996). La reserpina como ya hemos
apuntado, afecta a la vesiculacion de Da y los niveles de GSH, lo cual
provoca una disminucion de los niveles intracelulares de DA y DOPAC, como
ocurre en la SN de los animales tratados con BCNU (Drukarch y col., 1996)
asi como un aumento en la tasa de recambio de DA (HVA/DA) (Spina y
Cohen, 1989). Por otra parte tambien se ha provado que una alteracion en el

" almacenamiento de DA (como la que provoca la anfetamina) supone una
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liberacion de la misma mediante el funcionamiento reverso del transportador
de DA (3MT/DA) (Sulzer y col., 1993). La disminucion de la cantidad de DA
parece ser la responsable de que esta afeccion de la vesiculacion de DA
promueva un aumeto en los niveles de expresion del mensajero mRNA de TH
en las celulas dopaminergicas del cerebro medio (Passineti y col., 1990).

Por el contrario en el estriado solo observamos una disminucion de los
niveles de DOPAC, pero la DA esta significativamente elevada al igual que
ocurre en la dieta deficiente en selenio, provablemente porque en este area la
enzima TH esta elevada. Nuestros estudios de deficiencia en Se durante un
mes, que como hemos dicho afecta, aunque de manera diferente al sistema
GPx/GR, mostro aumento de los niveles de DA en el estriado al igual que en
el estriado de los animales tratados con BCNU. Asi como una disminucion de
la razén DOPAC/DA en ambos casos sin _cambibs en el funcionamiento in
vitro del transportador ni cambio en la expresion del mensajero del TDA. En
ambos caso esto sugiere una regulacion in vivo del funcionamiento del
trasportador de DA para mantener la transmision dopaminergica de una
manera mas efectiva. En este sentido debemos recordar que la liberacion
dendritica de DA controla la liberacion de DA a traves de los receptores D2
(Cheramy y col., 1981). Asi un aumneto en la liberacion de DA en SN
(BMT/DA) disminuye la liberacion en la terminal como en nuestros animales.
Ademas esto disminuiria la activacion de los autorreceptores D2 en la terminal
lo cual aumenta la sintesis de DA (Santiago y Westerink, 1991). Ademas
trabajos muy recientes muestran que existe relacion directa entre D2 y TDA,
asi en los ratones deficientes en D2 hay una dismininucion en el
funcionamiento del TDA sin cambios de expresion, lo que sugiere que los
receptores desocupados en la terminal podrian inducir la disminucion en la
recaptacion de Da y por tanto en la razon DOPAC/DA (Dickinson y col., 1999).
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Otra alternativa es que la el estres oxidativo generado por la inhibicion
de GR, y el aumento de radicales libres, provoque la oxidacion de DA con el
consiguiente descenso del catabolismo dopaminérgico en la terminal (Chiueh
et al., 1993), ya que esta reaccion no es enzimatica (Graham y col., 1978).
Ademas esta contribucion de la DA al estress oxidativo, se ve exacerbada
cuando el sistema GSH esta comprometido. (Rabinovic y Hastings, 1998). La
autoxidacion excesiva de DA conduce no solo a la acumulacion de guinonas
citotoxicas, si no tambien a la formacion de EROs, que podrian superar la
capacidad antioxidante del estriado, suponiendo un aumento en el numero de
carbonilos y un descenso en las razones de la tasa de recambio
dopaminergica.

Numerosos estudios relacionan tanto al sistema glutation como a los
sistemas antioxidantes relacionados directamente con al homeostais del
calcio. Disminucion de los niveles de GSH resultan en una muerte neuronal
mediada por calcio en celulas PC12 (Jurma y col., 1997) y oxidacion de DAy
los radicales libres pueden modificar el transporte de glutamato, el calcio
intracelular asi como los niveles de GSH (Berman y Hastings, 1997) (Hoyt y
col., 1997).

Trabajos recientes han demostrado que GSH Y GSSG son capaces de
inhibir la actividad de la Protein-quinasa (PKC) dependiente de Calcio y
fosfotaidilserina, lo que sugiere que el glutation ejercen una regulacion
negativa sobre la isoenzima celular de PKC la cual se puede ver afectada
cuando durante un stress oxidativo se altera el pool de GSH (Ward y col,,
1998). Ademas la generacion de radicales libres producida por 6-OHDA es
capaz de disminuir la fluidez de membrana mientras que hay un aumentro del
[Ca] intracelular (Kumar y col., 1995).

Tambien se han encontrado que el aumento en la concentracion de
calcio, ya sea debido a un aumento de la entrada de Ca desde el espacio
extracelular o a la liberacion de la reserva intracelular de calcio en la
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presencia o ausencia de calcio extracelular, ambos casos son suficientes para
aumentar la expresion del mRNA de TH (Menezes y col., 1999) lo cual podria
contribuir a la induccion genica de la TH encontrada en nuestro tratamiento.

El GSH posse la capacidad de secuestrar Zn2+ (Yoneda y Ogita, 1991)
(Li y col., 1954; Li y Manning, 1955; Sato y col., 1984). Y por el contrario
GSSG es capaz de liberara dicho ion desde las metallothioneinas (MT), al
igual que otros compuestos disulfuros, por lo tanto una alteracion como la
nuestra sobre la homeostasis GSH/GSSG supone una aceleracion de la
liberacion de Zn2+ desde las MT (Maret, 1995; Maret, 1994). Si el Zn2+ entra
en la celula es capaz de producir necrosis en celulas corticales de cultivos, lo
cual fue reducido por antioxidantes (Kim y col., 1999) .

Todo lo expuesto sugiere que la disfuncion del sitema glutatiéon puede
provocar dafio neuronal. Para comprobar si dicho desequilibrio fue suficiente
para provocar un dafio oxidativo medimos los grupos carbonilos, encontrando
un aumento significativo en el estriado de las ratas tratadas con BCNU. El
hecho de que este aumento se encuentre solo en una de ias regiones sugiere
que en el estriado el sistema GPX/GR es mas importante que en la SN. Esto
se ve apoyado por estudios anteriores que demuestran que es el estriado
junto con la corteza las dos areas de mayor actividad de GR, mientras que la
SN muestra la actividad menor (Brannan y col., 1980). Por otra parte, este
aumento del numero de proteinas modificadas en el estriado apunta a que en
este area el sistema de regeneracion/reparacion de dichas proteinas es
menos efectivo. Como hemos dicho, cuando la GPx usa GSH para degradar
el peroxido de hidrogeno se genera GSSG. Este GSSG es capaz de
reaccionar con proteinas para formar compuestos disulfuros proteina-glutation
(PrSSG). Estos compuestos a su vez pudeden conducir a la formacion de
otros puentes disulfuro, con el fin de regenerar el GSH (esencial por otra parte
para le neurona) formando complejos de proteinas unidas por puentes
disuifuros (PrSSPr). (Cohen, 1999). La enzima tioltransferasa (Ttasa) es la
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que especificamente este implicada en la reduccion de PrSSG, a proteinas
tioles, en presencia de GSH, usando NADPH. Trabajos muy recientes han
provado que el cerebro medio es una de las areas con mayor actividad de
Ttasa, mientras que el estriado mostro la menor actividad (Balijepalli y col.,
1999). Todo esto contribuiria en gran medida a que los dafios provocados por
la deficiencia en la regeneracion de GSSG den lugar a un dafio oxidativo en el
estriado y no en la SN.

Todo esto sugiere que la inhibicion del funcionamiento de la GR
acumula GSSG afectando la homeostasia del GSH. Esto provoca la alteracion
de la vesiculacion de Da lo cual provocaria disminucion de la DA y posterior
induccion del mRNA de TH. Por otra parte ya sea por su actuacion sobre el la
liberacion de zinc o por la alteracion de la homeostasia de calcio por el dafo
oxidativo, provoca una perdida de viabilidad celular con posterior muerte.
Todo esto se ve corroborado por los efectos de otros compuestos que afectan
a la homeostasia de los grupos tioles en las celulas como el disulfiram y el
acido ethacrinico. El disulfiram, una droga que en humanos es capaz de
provocar sintomas Parkinsonianos, en ratas es capaz de disminuir la actividad
de GR, provocando la liberacion de DA desde el pool vesicular y
citoplasmatico, ademas es capr:tz de inhibir la recaptacion de DA al igual que
en nuestros animales (Loplane y col., 1992; Nagendra y col., 1994). Por otra
parte el acido etacrinico, reactivo tiol capaz de entrar en la mitocondria,
provoca una disminucion del pool citosolico y mitocondrial de GSH, asi como
un aumneto en las EROs. Todo esto fue seguido por una disminucion del GR,
tras esto hay una disminucion del potencial transmembrana mitocondrial y de
la produccion celular de ATP, previo a una perdida de la viabilidad celular
(Huang y Philbert, 1996; Martinez y col., 1995).

En conclusion y tomando en cuenta todos los cambios observados
hemos probado que la inhibicion de la GR y el consiguiente desequilibrio del
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sistems GPX/GR es capaz de generar un estress oxidativo especifico en el
estriado. Esto se acompafo por un regulacion a la baja del sistema
dopaminérgico. El analisis de los niveles neuroquimicos de | SN revelé un
aumento en la razon HVA/DA junto con una disminucién DA, perfil tipico de
neurodegeneracion dopaminergica que tambien aparece en otros modelos de
Parkinson usando toxinas especificas para las neuronas dopaminergicas.
Otra vez el cuerpo celular muestra una capacidad esencial para desarrollar
mecanismos compensatorios y reguladores de la neurotransmision en la
terminal cuando exixte estress oxidativo. Esto es corroborado por la induccion
del ARNm de la TH y que la TH reciensintetizada es reapidamente

transportada hacia la terminal.
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D.3. ESTUDIO DE LA DISMINUCION DE LA CAPACIDAD
PROTECTORA FRENTE A PEROXIDACION LIPIDICA MEDIANTE EL USO
DE UNA DIETA DEFICIENTE EN VITAMINA E.

Hemos evaluado el efecto de una deficiencia en vitamina E en el
funcionamiento del sitema dopaminérgico negro-estriatal. El periodo mas
corto de deficiencia 15 dias aumento la actividad y cantidad de TH en estriado
y en SN. Esto correlaciona con los estudios anteriormente realizados en
nuestro laboratorio que pusieron de manifiesto elvaciones de la tasa de
recambio de DA en ambas estructuras, lo cual es un indicativo de
hiperactividad neuroguimica dopaminergica (Castafio y col., 1993b). Ademas
el aumento del uptake de DA tambien corrobora los resultados anteriormente
obtenidos en los que observamos un aumento de los niveles de DOPAC
(Castano y col., 1993b). Pero contrariamente a lo obtenido encontramos una
disminucion moderada pero significativa de los niveles de mMRNA de TH y TDA
tras 15 dias de deficiencia en vitamina E. Estos resulatdos muestran
claramente una falta de correlacion entre transcripcion y sintesis de proteina.

Con el fin de encontrar una explicacion a estos resulatdos extendimos
nuestro estudio hasta 30 dias. En estas condiciones la mayoria de los
marcadores neuroquimicos examinados no eran diferentes a los de los
controles en SN y estriado. Estos marcadores incluyeron DA y sus
metabolitos y actividad y cantidad de TH. La cantidad y la actividad de enzima
permanecio elevada pero en contraste el mMRNA de TH y TDA a los 30 dias se
encontro aun mas disminuido que en los animales de 15 dias de dieta (35-
40%). Ademas aunque la medida del transportador in vitro de DA no mostro
cambios tras 30 dias de dieta, los niveles basales de DA medidas in vivo
mostraron un aumento tanto de DA como de sus metabolitos. Como ya hemos
dicho el transportador y su funcionamiento suponene el sistema principal de
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“limpieza de espacio sinaptico (Cass y col., 1993). Por lo tanto una alteracion
de ios niveles extracelulares son reveladores de una disminucion in vivo de la
recaptacion de Da especialmente considerando que los niveles totales de Da
y sus metabolitos no mostraron cambios, por lo que las variaciones
extracelulares no se deben a cambios del metabolismo. Cumming y col. han
demostrado que la liberacion al espacio extracelular de DOPAC es
probablemente una funcion dependiente de la exposicon de DA a un espacio
intracelular, donde la MAO actuaria sobre ella (Cumming y col., 1992).
Encontramos una disminucion de los niveles de DOPAC lo cual revelaria una
disminucion en el funcionamiento in vivo del transportador. Esto ademas se
ve corroborado por los niveles de HVA. Sin embargo cuando medimos la
actividad del TDA estudiando la acumulacion extracelular de DA tras aplicar
nomifensina en el espacio sinaptico, inhibidor de la recaptacion de DA. La
liberacion de DA tras aplicar 60 mM KCI fue menor en los animales deficientes
en vitamina E expresado en porcentaje de liberacion con respecto a los
niveles basales de DA. Estos datos parecen indicar pequenas pero
significativas diferencias entra ambos grupos de animales aunque las
variaciones de niveles basales son muy reveladoras. Aumentos en los niveles
basales de Da con una disminucion en la liberacion de DA y un aumento en el
turnover no han sido nunca descritos. Pero estudios de dafo con 6-OHDA
resultaron en niveles extracelulares de DA normales a pesar de una extensa
perdida de terminales dopaminergicas (Abercrombie y col., 1990) (Robinson y
Whishaw, 1988) y de la disminucion en la concentracion de DA liberada
(Garris y col., 1995) asi como al aumento de turnover de DA (Zigmond y col.,
1984).

La observaciones mas importante en nuestro estudio es la correlacion
inversa entre la transcripcion del gen de TH, es decir la medida de mRNA y la
traduccion de este mensajero, la medida de la cantidad de enzima TH. La

pregunta inmediata es el emcanismo que conduce a la disminucion notable de
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los mRNa de TH y TDA. Hay que indicar que disminuciones del mensajero
mRNA de Th sin cambios en la cantidad ni en la actividad de la proteina de
TH han sido ya descritos en casos de neurodegeneracion en el sistema
dopaminérgico negro-estriatal. Pasinetti y col. han mostrado que tras nueve
meses de lesion parcial del sistema dopaminérgico con 6-OHDA, las
neuronas superviventes mostraron una importante perdida del mMRNA de TH y
encogimiento celular mientras que en la terminla nerviosa la cantidad y la
actividad de TH asi como la cantidad de DA se mantuvieron en los niveles
normales (Passineti y col., 1989a; Passineti y col., 1990; Passineti y col.,
1992). Esto se ve apoyado tambien por los estudios de la lesion producida por
la axotomia del haz mesoencefalico medial, el cual conduce a la
neurodegeneracion retrograda de los cuerpos celulares dopaminérgicos. La
transeccion unilateral del haz resulta en un aumento temprano de la cantidad
y la actividad de TH, mientras que los niveles celulares de mRNA de TH en
substancia nigra estan muy disminuidos (Weiser y col., 1993) (Venero y col.,
1997; Weiser y col., 1994). La SNc dainada por 6-OHDA produjo un aumento
de sintesis de DA acompafado de unaumento de actividad de TH, tras 2 0 4
semanas la cantidad de TH tambien aumento (Zigmond y col., 1984; Zigmond
y col., 1993; Acheson y Zigmond, 1981). Ademas todos estos cambios se
acompanan de una disminucion del mMRNA de TH (Sherman y Moody, 1994).
Como ya expusimos en la Introduccion, el papel mas importante del la
vitamina E en la fisiologia del sistema dopaminérgico esta relacionado
directamente con su capacidad antioxidante, la cual pude ser critica para el
mantenimiento de la integridad del sitema redox. Esta bien establecido que
que el equilibrio existente entre la generacion de RL y las defensas
antioxidantes lo cual mantiene el control de la homeostasia del estado
oxidativo celular (Bains y Shaw, 1997). La diana de accion de los RL y EROs
en tejido son las proteinas. En este contexto es intersante recordar la cascada

de eventos que llevan desde la generacion de RL hasta la produccion de
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darfio celular. Uno de los efctos mas devastantes de los RL es la formacion de
peroxidos de hidrogeno. Un rasgo de los radicales peroxidos es su accion en
los lipidos de membrana, con la formacion subsiguiente de radicales
peroxidos (Halliwell, 1992). Estos radicales son a su vez capaces de atacar
las proteinas de membrana, dafiando asi receptores de membrana y enzimas.
Distintos antioxidantes inhiben esta reaccion en cadena de peroxidacion
lipidica captando los radicales libres, la vitamina E es el mas efectivo
inhibiendo esta cadena de reacciones (Burton y Ingold, 1989).

Para comprobar si realmente en la deficiencia de vitamina E tiene lugar
dafios de este tipo, medimos los carbonilos derivados de reacciones de
oxidacion en la substancia nigra y en el estriado, este indice se acepta como
parametro de medida de dafno oxidativo y el metodo definitivo para la
valoracion de las oxidaciones catalizadas por metales (Ahn y col., 1987;
Stadtman, 1986; Stadtman, 1990; Levine y col., 1990; Bowling y col., 1993;
Ayala y Cutler, 1996). Restringimos esta medida a los 30 dias ya que es en
este periodo donde los tienen lugar los cambios mas relevantes. El numero de
proteinas modificadas por oxidacion fue significativamente mayor tras una
deficencia en vitamina E de 30 dias, lo cual constituye un indicativo de dafio
oxidativo en el sistema dopaminérgico. La relacion entre especies reactivas de
oxigeno y muerte celular por necrosis (Kane y col., 1993) o por apoptosis
(Hockenbery y col., 1993; Zaman y Ratan, 1997) y su implicacion en procesos
neurodegenerativos como Parkinson Disease (Jenner y Olanow, 1996) y
Alzheimer (Benzi y Moretti, 1995b) es bien conocida. Estos datos se ven
apoyados por el efecto a largo plazo de la deficiencia en vitamina E sobre la
poblacion dopaminergica, la cual ha sido demostrada producir un aperdida de
un 19-33% de las neuronas inmunopositivas a la enzima TH en la substancia
nigra asi como una disminucion del binding de (3H) mazindol en el estriado
(Dexter y col., 1994a; Dexter y col., 1994). Pacientes con una deficiencia en
vitamina E mostraron una disminucion en la recaptacion de (**F)dopa uptake en
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caudado, en unos niveles semejantes a los vistos en pacientes parkinsonianos
(Dexter y col., 1994). Todo esto sugiere una neurodegeneracion en el sistema
dopaminérgico, probablemente debido a procesos de peroxidacion lipidica por

estrés oxidativo a causa de la deficienci en vitamina E.

En conclusion, hemos acracterizado el efecto de la deficiencia de
vitamina E en el funcionamiento del sistema dopaminérgico. Hemos
demostrado el papel critico de la vitamina E como captador y neutralizador de
radicales libres en substancia nigra y estriado. La apariencia de proteinas
modificadas en respuesta a la deficiencia de vitamina E es consistente con el
dafno oxidativo en las dos areas. Este dafio oxidativo podria causar esta
correlacion inversa entre mRNA y proteinas, con la consiguiente disfuncion
del sistema dopaminérgico.

El sistema es capaz de desarrollar cambios compensatorios,
probablemente debido a cambios postranscripcionales que afectan a TH y TDA.
Todos estos cambios son capaces de mantener los niveles normales de DA y
sus metabolitos en estriado tras 30 dias de dieta, alterandose solamente los
niveles extracelulares. Mientras en la SN hay un aumento de ambos, cantidad y
actividad de TH asi como una disminucion en los mRNA de TDA 'y TH.
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D.4. ESTUDIO DE LA DISMINUCION DE LA CONCETRACION DE
ACIDO ASCORBICO EN EL CEREBRO MEDIANTE EL USO DE UNA
DIETA DEFICIENTE EN VITAMINA C. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD DEL
MPP+ EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO.

Quisimos extender nuestro estudio a otro conocido antioxidante,
dependiente también de la dieta, la vitamina C (Fornstedt y Carlsson, 1991).
La vitamina C ha sido implicada en el sistema de regeneracién no enzimatica
de la vitamina E en la que el radical alfa-tocoferil pasa a tocoferol mientras
que el acido ascérbico se transforma primero en el radical
semidehidroascorbico y después en acido dehidroascérbico (Niki, 1987).

En este caso el animal de experimentacién elegido fueron cobayas, ya
que al igual que los humanos y a diferencia de las ratas no son capaces de
sintetizar vitamina C por lo que necesitan de un aporte diario de esta vitamina
en la dieta.

Cuando sometimos a las cobayas a un mes con esta dieta pobre en
vitamina C estas presentaron los primero sintomas tipicos del escorbuto como
pérdida de peso y laxitud. Para comprobar la efectividad de nuestra dieta
deficiente en vitamina C (30 dias) medimos los niveles de AA y su forma
oxidada DHAA, en estriado y SN. Dichos andlisis neuroquimicos pusieron de
manifiesto y marcado descenso en los niveles de ambos compuestos, asi
como una disminucion de la razon AA/DHAA, demostrando las condiciones
escorbuticas de nuestros animales.

Los andlisis neuroguimicos mostraron cambios mas profundos a nivel
de la SN que del estriado, como ya viene a ser un hecho frecuente en todos
nuestros estudios con un aumento de estrés oxidativo probablemente es un
mecanismo desarrollado por el cuerpo celular para mantener el
funcionamiento de la terminal. Asi en la SN aunque no hay cambios en los
niveles de DA si los hay a nivel de sus metabolitos, por lo que hay una
alteracion del recambio dopaminérgico, con una disminucién del DOPAC y
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HVA y un aumento del 3-MT. Esto supuso un aumento de la razon de 3-
MT/DA lo que indica un aumento del metabolismo extraneuronal de la Da
mientras que la razén DOPAC/DA disminuyé revelando una disminucion del
metabolismo intraneuronal. Todo esto se acompafia de la disminucion de
HVA/DA lo que sugiere que hay una disminucién del metabolismo de la DA.

En el estriado en cambio, el Unico cambio que se observo fue una
disminucién de los niveles de DOPAC, lo cual disminuy6 la razén DOPAC/DA
lo cual sugiere una disminuciéon del metabolismo intraneuronal. También la
razon 3MT/DA disminuye ligeramente en este area del cerebro.

Estudiamos entonces la actividad de la enzima TH para ver si las
alteraciones del metabolismo de Da incluian cambios en su sintesis. No
encontramos diferencia entre los animales sometidos a la dieta y los animales
controles. Luego las alteraciones neuroquimicas no se deben a un cambio en
la velocidad de sintesis. Decidimos medir entonces las actividades de dos de
las enzimas implicadas en el catabolismo de la DA: las MAO Ay B.

Como ya dijimos en la introduccion, en las cobayas al igual que en los
humanos, la enzima principal en el metabolismo dopaminérgico es la enzima
MAO A que se considera de localizacién neuronal. Pero también existe un
porcentaje de metabolismo via MAO B, localizada preferentemente en la glia.
La dieta pobre en vitamina C produjo una disminucién de la actividad de la
MAO A en ambas areas lo cual esta de acuerdo con la disminucion en los
niveles de DOPAC que se acepta como metabolito intraneuronal. En cambio
la MAO B esta aumentada en ambas &reas, la cual es responsable del
metabolismo de la DA liberada y no recaptada por la neurona, si no recogida
por la glia y metabolizada.

El &cido ascorbico parece estar preferentemente localizado en las
neuronas (Rice y col., 1995) (Rice y Russo-Menna, 1998), por lo que parece
ser que su accién como antioxidante y como neuromodulador se ejerce dentro
de la neurona o al ser liberado a la vez que la dopamina y el glutamato.
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Apoyando esta hipétesis hay numerosos estudios de neuroproteccion frente a
danos por el AA, tanto in vitro, como in vivo (Sciamanna y Lee, 1993; Ranjan
y col., 1993; Rice y col., 1994). Esto podria explicar la disminucién de la
actividad de la MAO intraneuronal, debido probablemente a un dafio
oxidativo. Por otra parte puede que el aumento de la MAO B sea un
mecanismo compensatorio como ocurre en ratas cuando se inhibe la MAO A
mediante drogas, en estos casos la MAO B se activa (Butcher y col., 1990).
La disminucion de las actividades de la

Esta alteracién de los niveles neuroquimicos dopaminérgicos y en las
actividades de las MAOs sugieren una disminucién del metabolismo
intraneuronal y un aumento del extraneuronal, lo cual se podria traducir en un
aumento de la liberacion y una disminucion de la recaptacion de DA.

En nuestro estudio del efecto della vitamina C sobre el sistema
dopaminérgico quisimos extender nuestros experimentos a la accion del
MPP+, el metabolito activo de la droga aceptada como modelo de la EP,
incubando tejido procedente de las cobayas alimentadas con una dieta pobre
en vitamina C con esta toxina. Dicha incubacién produjo una disminucién
significativa de los niveles de DA y de su metabolito el DOPAC en todas los
grupos experimentales usados para el estudio. Sin embargo
inesperadamente, la falta de vitamina C en las cobayas no produjo un daino
mayor que el observado en el grupo control ni en el grupo de cobayas
alimentadas con un suplemento en vitamina C. Como el MPP+ no se acumula
significativamente en los cuerpos dopaminérgicos de la SN, si no en las
terminales dopaminérgicas del estriado, nuestras medidas se llevaron a cabo
en tejido estriatal (Santiago y col., 1996; Herkenham y col., 1991). Esta
disminucién en la toxicidad inducida por el MPP+ es sorprendente si tenemos
en cuenta estudios previos de toxicidad de esta toxina en animales con dietas
pobre en antioxidantes exdgenos, como vitamina E y selenio, ambos
conocidos captadores de radicales libres. (Vizuete y col., 1994) Este estudio
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mostré6 una mayor neurotoxicidad del MPP+ sobre tejidos de ratas
alimentadas con dietas pobres en selenio y vitamina E. La mayor resistencia
de los animales deficientes en vitamina C frente a la toxicidad del MPP+ no
esta pues relacionada con el sistema regenerador del tocoferol. Esta
conclusiéon se basa en el hecho de que el sistema regenerador de tocoferol
consiste en AA, el cual se convierte en el radical acido semidehidroascorbico,
y entonces a DHAA (Bast y Goris, 1989; Niki, 1987).

Tomando todo esto en cuenta podriamos atribuir la mayor resistencia
de los animales escorbuticos frente al MPP+ a acciones especificas del AA
en el SNC y no a sus propiedades como vitamina antioxidante. Un efecto
protector similar ha sido descrito por el grupo de Perry et al., que encontraron
una menor toxicidad del MPTP en condiciones de deficiencia en Vitamina C,
mostrando que en cobayas escorbuticas el MPTP no destruia las neuronas
nigroestriatales.

Entre las otras acciones desarrolladas por el AA en el SNC debemos de
apuntar como una de las primeras y que mas importancia esta tomando hoy
en dia, la accién prooxidante de la vitamina C. El AA ademas de su conocido
efecto antioxidante, tiene capacidad prooxidante en ciertas circunstancias
(Heikkila y Cabbat, 1983; Heikkila y col., 1982); (Pileblad y col., 1988). Asi en
presencia de Fe2+, el ascorbato se transforma en un radical ascorbato
altamente téxico, el cual podria conducir a un aumente en el dafio oxidativo.
Bajo estas condiciones, la deficiencia en vitamina C deberia aumentar la
toxicidad del MPP+.

Por otra parte el AA tiene un papel como neuromodulador del sistema
dopaminérgico (Rebec y col., 1985; Desole y col., 1991a; Desole y col.,
1991b). Este aspecto pondria ser importante ya que el AA altera la liberacion
de DA, por ejemplo la producida por antagonistas y agonistas no selectivos
del receptor de DA, aumenta la afinidad de DA por sus receptores D1y D2, y
aumenta la liberacién de DA inducida por potasio (Crespi y col., 1984; Girbe y
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col., 1994; Kimura y Sidhu, 1994; Zetterstrém y col., 1985). Ademas hay
evidencias que sugieren interacciones entre AA y glutamato en el
neoestriado. A nivel presinaptico , el ascorbato parece estar colocalizado con
el glu en las neuronas corticoneoestriatales, y la liberacion de estas dos
sustancias es mediada por un complejo proceso de intercambio en el axén
terminal (Grunewald, 1993). La neurotoxicidad del MPP+ esta también
asociada con el aumento de aminodcidos excitatorios , especialmente
aquellos del subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Asi tras la perfusiéon de
MPP+ en el estriado de la rata se observa una liberacién masiva de glu y
aspartato . Ademas , los receptores terminales NMDA y no-NMDA de
glutamato facilitan la liberacion de glu e incrementan la excitabilidad del glu
terminal (Ferkany y Coyle, 1983; Ferkany y col., 1982) (Garcia-Mufioz y
Groves, 1992; Garcia-Mufioz y col., 1991). Se ha sugerido que este proceso
de retroalimentacion positiva contribuye a la toxicidad inducida por glu, asi
como asi como a la induccién de una potenciacién de largo tiempo ((Garcia-
Mufioz y Groves, 1992). Este sinergismo entra MPP+ y los aminoécidos
excitatorios esta apoyada por estudios que mostraron que la dizolcipina
maleato, un antagonista de NMDA, protege parcialmente a las neuronas
dopaminergicas de la neurodegeneracién inducida por MPP+ (Santiago y col.,
1992; Turski y col., 1991). Con estas observaciones parece ser posible que la

liberacién de glu y aspartato inducida por el MPP+, podria contribuir a la
. neurotoxicidad del MPP+ sobre la células dopaminergicas.. Para clarificar el
posible papel de estos aminoacidos en nuestro modelo de toxicidad, medimos
los aminodcidos en el estriado. Los andlisis neuroquimicos mostraron un
aumento del los niveles de Glu, arginina y GABA en los animales alimentados
durante 30 dias con una dieta deficiente en vitamina C, que no explica la baja
toxicidad del MPP+ en dicha condiciones. Por otra parte, como la liberacién
del ascorbato neoestriatal esta ligada a los sitios de recaptacion de glu, y este
proceso se ve influenciado por los receptores NMDA neostriatales, se ha
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sugerido que el bloqueo de los receptores presinapticos de NMDA con
antagonistas NMDA deberia suponer una disminucién en la liberacion de glu
y de ascorbato (Pierce y Rebec, 1993) Si embargo, ninguno de estos cambios
explican la baja toxicidad del MPP+ en las condiciones escorbuticas de
nuestro grupo experimental. Ademas sorprendentemente, el aumento de glu
en nuestros animales coincide con el aumento encontrado en la dieta
deficiente en vitamina E, que al contrario que la nuestra supone un aumento
en la toxicidad inducida por MPP+ (Steffen y col., 1993).

Finalmente otra posibilidad es que el ascorbato pudiese regular la
recaptacién de DA, es decir el transportador de DA, ya que el MPP+ ejerce su
efecto al actuar sobre el complejo | mitocondrial tras ser activamente
transportado al interior neuronal a través del DAT (Javitch y col., 1985). Los
sinaptosomas estriatales preparados a partir de los tejidos de cobayas
alimentados con la dieta pobre en vitamina C durante un ,mes, mostraron una
disminucion significativa del funcionamiento del TDA. Est podria explicar la
disminuciéon en la neurotoxicidad inducida por MPP+ en los animales
deficientes en AA, asi como los cambios neuroquimicos observados en los
tejidos en ausencia de MPP+. Esto supondria disminucion de la recaptacion
de DAy por lo tanto de su metabolismo intraneuronal via MAO A y por lo tanto
aumento del metabolismo glial de la DA via MAO B. La clave de este
fendmeno serie conocer cual es el mecanismo responsable de esta
disminucién en el transporte de DA. El AA es capaz de aumentar la liberacion
de Da de preparaciones synaptosomales inducida por potasio (Girbe y col.,
1994). En este contexto, la disminucién de AA en el medio podria suponer un
a disminucién en la liberacion de DA inducida por MPP+, o que el
transportador de DA se vea inhibido debido al estrés oxidativo generado. Es
interesante destacar que en cobayas escorblticas, disminuciones en los
niveles de AA han resultado en un aumento de la produccion de compuestos
derivados de la autoxidacién de DA, 5-S-cisteinil DA y en un aumento de la
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oxidacién de Da por la MAQ, con la consiguiente formacién de H202, un
precursor de especies altamente reactivas, los radicales hidroxilos. (Fornstedt
y Carlsson, 1991; Halliwell, 1992; Spina y Cohen, 1989). La habilidad de estos
radicales para iniciar procesos de peroxidacion lipidica, generando radicales
peroxido que pueden atacar a las membranas, dafiando asi receptores y
proteinas esta bien establecida (Halliwell, 1992). Seria por lo tanto posible
que un periodo prolongado de dieta pobre en AA, genere un aumento de
estrés oxidativo, el cual conduciria a un dafno del transportador de DA de alta
afinidad, probablemente debido a peroxidaciones lipidicas. La disminucion en
la efectividad del transportador supondria también una disminucion en la
entrada del téxico MPP+ al interior neuronal, no alcanzando asi dicho téxico el
Complejo | de la mitocondria y por lo tanto no ejerciendo su efecto .
neurotoéxico. Esto explicaria pues la relativa resistencia de los animales con
una dieta pobre en vitamina C frente a la accién del MPP+. La figura muestra

el modelo propuesto para este fenédmeno.
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1.- La induccién de un EO mediante la disminucién de la capacidad
antioxidante celular (por la inhibicién de la GR por el BCNU o la disminucion
de la actividad de GPx con una dieta deficiente en Se durante 15 y 30 dias,
por el uso de una dieta deficiente en Vitamina E o una dieta deficiente en
Vitamina C durante 30 dias) muestra que no todos los sistemas antioxidantes

afectan de igual manera al Sistema dopaminérgico.

2.- La dieta deficiente en Se produjo un fuerte aumento de la concentracion
de DA y de sus metabolitos en SN y estriado junto con un aumento de la
cantidad, actividad y transcripcion de la enzima TH. Por el contrario el
transportador de DA mostré un aumento a los 15 dias del tratamiento
volviendo a sus niveles normales a los 30 dias.

3.- Los cambios descritos podrian conducir a un fenémeno de
retroalimentacién positiva en la produccién de radicales libres, mediante la
produccion de peréxido de hidrégeno en el metabolismo de la DA por la MAO,
y provocando consiguientemente un dafio progresivo de estas estructuras.

4.- La administracion de BCNU produjo un marcado aumento de la
concentracion de DA en el estriado, disminuyendo, sin embargo en
substancia negra. Estos cambios se encuentran acompanados del aumento
de la actividad y cantidad de TH en el estriado, probablemente debido al
aumento de la transcripcion de la enzima (mRNA) y al posible aumento de su

velocidad de transporte a las terminales.

5.- Las alteraciones observadas tras el tratamiento con BCNU parecen
conformar un perfil de neurodegeneracién del sistema dopaminérgico debido
probablemente a un dafio oxidativo. Esto se corrobord al comprobar que la
administracién de BCNU produjo un marcado estrés oxidativo, principaimente
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en las terminales dopaminérgicas, como indica el aumento de grupos
carbonilos en el estriado.

6.- La deficiencia en vitamina E provocé un aumento en la cantidad y actividad
de TH a los 15 dias observandose un descenso progresivo hacia los niveles
controles tras 30 dias. Sin embargo, la dieta gener6 una disminucion de los
mensajeros de TH y TDA. Esta discordancia entre cantidad de ARNm y de
proteina sugiere un daifo neuronal que se ve confirmado por el aumento de
los grupos carbonilos en ambas areas, lo que supone que la vitamina E

desarrolla un efecto antioxidante comparable en ambas.

7.- La deficiencia en vitamina C produjo cambios en el metabolismo de DA
debidos fundamentalmente a las modificaciones en sus enzimas catabdlicas
MAO A y B. Todos los cambios parecen indicar una disminucion del
metabolismo dopaminérgico intraneuronal y un aumento del extraneuronal.

9.- Uno de los hechos que puede participar en esta cambio es la disminucion
de la actividad del TDA. Esta disminucion justifica asi mismo el aumento de la
resistencia del sistema dopaminérgico a la accién téxica del MPP+ en las
cobayas sometidas a dieta deficiente en vitamina C, ya que el MPP+ entra en
la neurona dopaminérgica de forma activa a través del TDA.

10.- El suplemento de vitamina C en la dieta no ejerce efecto protector frente
a la neurotoxicidad del MPP+ en el sistema dopaminérgico..

11.- El funcionamiento del sistema dopaminérgico se ve afectado cuando
existe estrés oxidativo debido a la disminucion de la capacidad antioxidante.
Esta susceptibilidad del sistema dopaminérgico es especialmete notoria

cuando se altera el funcionamiento del sistema GSH/GPX/GR o la
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concentracion de la vitamina E sin embargo, la disminucién de Vitamina C

parece ser menos nociva y provoca cambios menores.
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