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RESUMEN

En los Ultimos afios se ha observado que existe una mayor incidencia de la
enfermedad de Parkinson en hombres que en mujeres (3:2) proponiéndose que
esta diferencia es debida a la accién de las hormonas sexuales, ya que un sitio de
accién de los estrégenos dentro del SNC es el sistema nigroestriatal. Sin embargo
la mayoria de los estudios referentes a estas diferencias han sido llevados a cabo
en ratas ovarioctomizadas con la administracion exégena de estrégenos, siendo
pocos los estudios realizados en ratas intactas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar las diferencias genéricas en ratas
mediante el andlisis citoldgico y ultraestructural del estriado y sustancia nigra
después de la lesidon con 6-OHDA.

Se lesionaron unilateraimente 20 ratas Wistar (10 machos y 10 hembras) en el haz
medial del cerebro anterior con vehiculo (n=5) y con 6-OHDA (n= 5) para cada
sexo. El andlisis se llevd a cabo mediante inmunocitoquimica para tiroxina
hidroxilasa, cuantificando el nimero de neuronas dopaminérgicas sobrevivientes
en la substancia nigra; el método de Golgi para la cuantificacién de las espinas
dendriticas, y mediante MET para el andlisis ultraestructural del estriado.

De acuerdo con los resultados obtenidos observamos que la lesién con 6-OHDA
provocd alteraciones citoldgicas y ultraestructurales, como edema de los botones
presindpticos, pérdida de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas,
disminucion de contactos con espinas, aumento en el numero de sinapsis
perforadas y pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc, slendo afectado
también el lado contralateral aunque en menor grado. Dichas alteraciones fueron
sexo-dependientes, es decir, el dafio fue menor y estadisticamente diferente en las
hembras con respecto a los machos, siendo esta diferencia probable a la presencia
de los estrégenos.



ABSTRACT

In the last years, it has been observed a greater incidence of Parkinson ‘s disease
in mens than in women (3:2) seting out that this difference is due to the action of
sexual hormones, since one site of action of estrogens in the SNC is the
nigrostriatal system. Nevertheless most of the studies have been carried out in
ovariectomized rats with exogenous estrogen administration, being few the studies
which include intact rats.

The objective of the present work was to determine the generic differences in rats
by means of the cytological and ultrastructural analysis of the striatum and the
substance nigra after dopamine depletion with 6-OHDA. The experiments were
carried out in 10 Wistar rats (190+ g) at the benning of the study. The rats were
injected unilaterally in the medial forebrain bundle with vehicle (saline solution)
(n=5) and 6-OHDA (n = 5) for each sex. The analysis was carried out by
immunocytochemestry for tyrosine hydroxilase, quantifying the number of
surviving dopaminergic neurons in the substance nigra; the Goligi method for the
quantification of the dendritic spines in the striatum, and by electron mycroscopy
for the ultrastructural analysis of the striatum.

Our results demonstrate that the dopamine depletion caused cytological and
ultrastructural alterations, like edema of the presinaptic endings, loss of dendritic
spines, decrease of axospinous synaptic contacts, increase in the number of
perforated synapses and loss of dopaminergic neurons In the SNc, being also
affected the contralateral side although In smaller degree. These alterations were
sex-dependent since the damage was smaller and statistically different in the
females than in males. Our results suggest that female hormones may function as
an important modulatory factor capable of attenuating degeneration within the
corpus striatum, and in this way serve as a neuroprotectant of the nigrostriatal
dopaminergic system.



INTRODUCCION

Las alteraciones de los ganglios basales producen principalmente movimientos
involuntarios. Estos son: temblor (con movimientos ritmicos y oscilatorios), atetosis
(movimientos lentos de los dedos y manos, y en ocasiones de los pies), corea
(movimientos abruptos de los miembros y de los musculos de la cara), balismo
(movimientos violentos) y distonia (postura persistente de alguna parte del cuerpo
que puede resultar en movimientos grotescos y posturas distorsionadas del cuerpo

(Velasco, 1986; Joyce, 1993).

Dentro de estas alteraciones, se encuentra la enfermedad de Parkinson (EP), la
cual es uno de los desérdenes neurodegenerativos mas comunes que ocurren en la
edad adulta. James Parkinson la describié en 1817, basandose en seis casos en su

ensayo “An Essay on the Shaking Palsy” (Ensayo sobre la paralisis agitante).

Esta enfermedad se caracteriza por cuatro rasgos clinicos principales: a) temblor
en reposo, que se ha descrito como movimiento de rodar pildora entre los dedos
pulgar e findice alternadamente, con una frecuencla de 4-7 segundos; b)
bradicinesla (menor amplitud y velocidad en el movimiento voluntario); c) rigidez
muscular (resistencia al movimiento pasivo) y d) alteracion de la postura como
inclinacién de la cabeza en posicidn erecta, tronco dirigido hacia delante, hombros
caidos, brazos flexionados, manos delante del cuerpo y rodillas en flexidn

(Jiménez-Jiménez, 2000; Dauer y Przedborski, 2003).



Ademas de los sintomas motores, solo en algunas ocasiones se acompafia de
(especialmente en la fase tardia de la enfermedad) pérdida de las capacidades
mentales, alteraciones conductuales, tornandose dependientes, temerosos,

indecisos y pasivos (Rafal, et al.1884 citado por Garcia-Hernandez y Massieu-Trigo,

1993; Sanchez-Rodriguez, 2002).

Este padecimiento es progresivo, la incapacidad total ocurre entre los 10 y 20 afios
de iniciada la enfermedad si es que no se ha utilizado ningtin tratamiento y por lo
general la muerte es prematura debido a complicaciones secundarias,
generalmente del sistema respiratorio (embolia pulmonar, infecciones respiratorias,

neumonia y broncoaspiracién) (Otero-Siliceo, et al. 1996).

La enfermedad se ha clasificado en dos grandes grupos: el Parkinson Idiopatico,
cuya causa es desconocida y a la que se le conoce propiamente como enfermedad
de Parkinson; y el sindrome parkinsénico cuya etiologia es conocida, refiriéndose a
cualquier desorden que involucre mdltiples sistemas 0 que muestre lesiones en el
estriado, tales como: la pardlisis supranuclear progresiva, la atrofia
olivopontocerebelosa, el sindrome de Shy-Drager, la atrofia multisistémica y la

degeneracién estrionigral (Otero-Siliceo, et al. 1996; Jiménez-Jiménez, et al.

2000).



ANTECEDENTES

A principios del siglo pasado se demostré que en los pacientes con EP existia una

pérdida neuronal y despigmentacién en la sustancia nigra pars compacta (SNc)

(Tretiakoff, 1919).

En 1966 Hornykiewicz analizo cerebros de pacientes parkinsdnicos y encontré una
disminucién considerable (>50%) de dopamina (DA) y su metabolito el acido
homovanilico (HVA), asi como de serotonina y noradrenalina en el niicleo caudado,
en el putamen, en la SNc y en un area menos extensa del globo palido (GP); y de
las tres aminas biogénicas, la dopamina fue la que més drasticamente estaba
reducida. Ademas de la reduccién de dopamina, el cerebro de los pacientes
parkinsdnicos mostraba pérdida de las células nerviosas y despigmentacién en el
Jocus coeruleus, observandose también que las neuronas del cuerpo estriado, las
cuales reciben las aferencias de las neuronas dopaminérgicas localizadas en la SNc
se encontraban atrofiadas, es decir, las dendritas de las neuronas del cuerpo
estriado estaban edematosas y con una notable pérdida de espinas dendriticas

(McNeill, et al. 1988).

Otra caracteristica de dicha enfermedad, es que el citoplasma y algunos procesos
celulares de las neuronas sobrevivientes de la sustancla nigra (SN), del rafé dorsal

y del locus coeruleus presentaban agregados celulares hoy llamados cuerpos de



Lewy (CL) (Lewy, 1912; Forno, 1982; Price , et al 1986). Se han clasificado en dos
tipos en base a su morfologia: Los clasicos que son intraneuronales, redondeados,
siendo inclusiones eosindfilas con nicleo hialino y un halo periférico palido y los de
tipo cortical los cuales son estructuras pobremente definidas en su forma y casi

siempre aparecen con un halo o nucleo prominente (Takahashi y Wakabayashi,

2001).

Con base en estudios postmortem, se ha asumido que al menos 60-70% de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc debe perderse antes de la aparicién clinica de
los primeros sintomas clinicos de la enfermedad (Gerlach y Reiderer, 1999a), ya
que al inicio de la enfermedad las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes
incrementan su actividad ocasionando una mayor liberacidn y recambio de
dopamina, observandose un incremento en la actividad de la tiroxina hidroxilasa;
mientras que las neuronas postsinapticas en el estriado incrementan sus
receptores  postsindpticos, siendo esto probablemente un mecanismo
compensatorio a la pérdida progresiva de la inervacién dopaminérgica (Seeman y

Niznik, 1990; Zigmond, et al. 1990; Anglade, et al. 1995; Araki et al. 1998; Zhang,

et al. 2001).

La pérdida neuronal asociada a la EP es distinta a la pérdida neuronal vista en el
envejecimlento y ha sido caracterlzada topoldgicamente, observando que en la EP

la pérdida neuronal se concentra en la porcién ventrolateral y caudal del la SNc,



mientras que en el proceso de envejecimiento la porcidn dorsomedial es la que se

encuentra afectada (Fearnley y Lees, 1991),

ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Aunqgue aln no se conocen las causas de la destruccidn de las neuronas en la EP,
ni se tiene una explicacién satisfactoria de la relativa selectividad por las neuronas
dopaminérgicas de la SNc se han postulado varias hipétesis tanto de la muerte
celular como de la selectividad (Schapira, 1999; 2001; Shastry, B. 2001; Reiderer,

et al. 2001; Dauer y Przedborski, 2003; Kolesnikova y Serebrovskaya, 2003).

1. Factores Genéticos: Se ha estimado que el 90% de los casos de la EP es
esporadico y cerca del 10% es familiar (Goldman y Tanner, 1998). A la fecha se
han identificado 10 loci que se han relacionado con la EP hereditario (Le y Appel,
2004); de los cuales, solo cinco mutaciones en 5 genes han sido identificados
(Paisan-Ruiz, et al. 2005). Entre los que se encuentran: a) La a-sinucleina
(comprende el mayor componente fibrilar de los CL). Se han identificando dos
mutaclones, la primera es una sustitucién de una alanina por una treonina en la
posicién 53 y la segunda es el resultado de una sustitucién de una alanina por una
prolina en la posicién 30. Estos pacientes se caracterizan por tener un inicio
temprano (46 afios) de la enfermedad, asi como la presencia de CL (Mouradian,

2001). b) El UCHL1 es una enzima que pertenece a la familia de las ubiquitinas



hidrolasas-carboxi terminal; presenta una mutacién en la posicién 93 (cambio de
una isoleucina por una metionina) lo cual disminuye su actividad, resultando en
una deficiencia del sistema de ubiquitinas, por lo que las proteinas no funcionales
no pueden ser eliminadas y de alguna formar agregados que llevarian a la
degeneracion celular por un mecanismo desconocido (Mouradian, 2001). c) El
Parkin que codifica una proteina formada por.465 aminoacidos que en los casos
observados incluye deleciones o mutaciones puntuales, clinicamente los pacientes
presentan una edad de inicio de la enfermedad cercena a los 20 afos, y hay una
severa pérdida de neuronas de la SNc y el /ocus coeroleus, pero no hay presencia
de CL (Mouradian, 2001; Shastry, 2001; Le y Appel, 2004). d) DJ-1 que se ha
involucrado como un monitor celular del stress oxidativo (Mitsumoto y Nagagawa,
2001) presentdé mutaciones (deleciones o inserciones) con EP hereditario
autondémico recesivo (Bonofati, et al. 2002) y e) PINK1 (PTEN protein-cinasa), el
cual se observd en pacientes que presentaron EP hereditario (autondmico

recesivo) (Valente, et al. 2004).
2. Factores ambientales:

Diversos estudios eplidemiolégicos han sugerido una relacién entre la
industrializacién y el uso de agroquimicos como factores en la Incidencia de la EP
(Tanner, 1989; Shastry, 2001), entre los que tenemos al paracuat (herbicida), la

rotenona (plaguicida), entre otros (Collins y Neafsey, 2002).



3. Disfuncion Mitocondrial:

Se ha observado principalmente que los niveles de NADH citocromo ¢ reductasa
que es un marcador del complejo I de la cadena mitocondrial, se encuentra
reducido en la sustancia nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson
(Schapira, et al. 1989; Schapira, 1999). Se ha atribuido que las fallas en los
diversos complejos de la cadena respiratoria pueden ser resultado de defectos
genéticos, ya que 17 subunidades de los complejos de la cadena respitaroria son
codificados por el DNA mitocondrial, siendo relativamente mas “vulnerables” que el
genoma nuclear ya que el mtDNA estd sujeto a procesos oxidativos por
encontrarse localizado en la vecindad de los sitios donde se forman especies
reactivas de oxigeno (ERO). Por lo que el nivel de mutacion en el mtDNA muestra
un orden de magnitud mas alto que el DNA cromosomal (16 veces mas alto)

(Kolesnikova y Serebrovskaya, 2003).

4, Estrés oxidativo:

Las reacciones de oxido-reduccién son procesos bioldgicos esenciales que
conducen a la formacién de diferentes compuestos en los procesos metabdlicos
celulares. Estas reacclones conllevan la transferencla de electrones generando
productos conocidos como radicales libres (RL) o especles reactivas de oxigeno

(ERO) (Facchinetti, et al. 1998).



La hipétesis del estrés oxidativo se refiere a un desbalance entre la formacién de
ROS, como el radical superdxido (O;*), el peréxido de hidrégeno (H,0;) vy el radical
hidroxilo (OH®), con los procesos de defensa antioxidante, contribuyendo de
manera directa o sinérgica a la patogenia de algunas enfermedades
neurogenerativas entre ellas la EP (Fahn y Cohen, 1992; Olanow, 1993; Coyle y

Puttfarcken, 1993; Rose, et al. 1999; Gerlach, et al. 1999b; Reiderer, et al. 2001).

Existen diversas razones por las cuales el estrés oxidativo ha sido una de las bases
del mecanismo propuesto para explicar la muerte progresiva y selectiva de las

neuronas dopaminérgicas en pacientes que presentan EP.

Entre ellas tenemos que el cerebro es extremadamente vulnerable al dafio por
ERO, ya que consume aproximadamente 20% del requerimiento total de O;; ala
alta concentracién de acidos grasos poliinsaturados, y a que hay gran cantidad de
hierro particularmente en la SN (Finotti, et al. 2000; Friedman y Galazka-Fiedman,
2001), por lo que un desbalance entre la producciéon de ERO con los sistemas
antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GSH-Px) ocasionaria la oxidacién de proteinas, con la consiguiente
desconfiguracion estructural de las mismas; a nivel de los lipidos, provocaria

peroxidaclén lipldica modificando la permeabilidad de la membrana celular, con la

consecuente pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y de los

10



organelos celulares con el correspondiente dafio y muerte celular (Gotz, et al.
1994; Gonzalez-Torres, et al. 2000; Segura, et al. 2003).

Asimismo, la dopamina que se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro,
particularmente en el estriado, en condiciones fisioldgicas es oxidada en una
reaccién no enzimatica para formar H,0; y o-quinona (oQ) (Fahn y Cohen, 1992),
a su vez oQ sufre una ciclacion intramolecular que es seguida de una serie de
reacciones de oxidacion que resulta en la formacion de la neuromelanina (Zecca,
et al. 2003). El mecanismo molecular generalmente aceptado para la produccién
de OH* por la autooxidacion de la dopamina se describe a continuacién (Hermida-

Ameijeiras, et al. 2004):

QH2 + 0p———»sQH + Oy + H*

*sQH + O; » 0Q+ 0y +H*
02' + ZH+ > HzOz
H.0; + Fe?* » OH + OH* + Fe™*

Donde: QH,: Forma reducida de la dopamina
oQ: 0-Quinona
*sQH: Radical semiquinona de la dopamina
0O, Anlén superdxido
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La dopamina también puede ser desaminada por la monoamino oxidasa (77% por
MAO-B y 23% por MAO-A), formando en este proceso H,0, y 3,4-
Dihidroxifenilacetaldehido (DOPAC), el cual es subsecuentemente metilado por la
catecol-O-metil transferasa (COMT) para formar acido homovanilico (HVA). Por lo
tanto, ya sea por la autooxidacidn o por la accién de la MAO el metabolismo de la
dopamina esta involucrado en la formacién de H,0,, el cual es un compuesto que
puede ser facilmente reducido en presencia del i6n hierro (Fe;), para formar a
través de la reaccién de Fenton, el radical OH¢, el cual es considerado como el mas
dafino dentro de los seres vivos

Dopamina + H;0 + 0; —A9 , 3 4.bihidroxifenilacetaldehido + NH; + H,0;

Como ya se menciond anteriormente, la EP es reflejo de alteraciones de los
ganglios basales. Los cuales son considerados el mayor eslabon subcortical entre
las &reas sensoriales y motoras de la corteza cerebral y, al igual que el cerebelo
son un sitlo de convergencia e integracion de diversas aferencias. La importancia
de los ganglios basales es la Integracién sensorlomotora, que se hace evidente al
observar el déficit de movimiento, postura y tono muscular que presentan los

pacientes con desdrdenes de estos nticleos (DeLong, 1974).
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GANGLIOS BASALES.

Los Ganglios Basales hacen referencia a un conjunto de nucleos subcorticales
localizados en el telencéfalo, diencéfalo y el mesencéfalo. Este grupo de nucleos
incluye: Nucleo estriado (el cual en primates esta dividido por la capsula interna en
el nucleo caudado y el putamen); el globo pélido (GP) que a su vez esta
subdividido en un segmento externo (GPe) y uno interno (GPi); el nicleo
subtaldamico (NST) que surge de la regién lateral hipotalémica del diencéfalo; La
sustancia nigra que es una estructura mesensefalica que se extiende de entre la
region subtaldmica, localizada justamente por debajo del NST, comprende 2
partes: una regién ventral denomina pars reticulata (SNr) y una dorsal denominada
pars compacta (SNc) la cual esta formada por células dopaminérgicas (Blandini, et

al. 2000; Yelnik, 2002) (Fig. 1).

Estudios anatomo-funcionales reportan que los ganglios basales son un sitio de
convergencia e integracion de multiples areas sensoriales, motoras y de
asociacién; de manera que su modulacién junto con la del cerebelo sirve para
lograr la planificacién, iniciacién, coordinacién, guia y terminacién apropiada de los
movimientos voluntarios (Albin, et al. 1989; Joel y Weiner, 1994, Juepther y

Weiller, 1998; Alvarez, et al. 2001; Purves, et al. 2001).
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Fig. 1. Anatomia de los Ganglios Basales. Tomado de Purves, et al. 2001

ORGANIZACION FUNCIONAL.

Las complejas conexiones de los ganglios basales se pueden simplificar con base
en sus circuitos intrinsecos, los cuales estan organizados funcional vy

estructuralmente. En la actualidad se conocen cinco circuitos principales
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(Alexander y Crutcher, 1990; Hoover y Strick 1993; Parent y Hazrati, 1995; Smith,

et al. 1998; Alvarez, et al. 2001; Detong, 2001):

1. Circuito motor (es esencial en la programacion, iniciacién y ejecucion del
movimiento), se origina en las areas motoras precentrales e incluye ademas: el
putamen, las porciones posterolateral y ventral de los segmentos palidales lateral y
medial, el nucleo subtaldmico y los nicleos talamicos ventral anterior y ventral
lateral. Algunos estudios han demostrado que al menos cinco dreas corticales

precentrales proyectan sobre el estriado.

2. Circuito oculomotor: Esta implicado en el control de los movimientos
intermitentes del ojo. Se origina en los campos oculares motores frontal y
suplementario, y se proyecta al estriado. Este a su vez envia prolongaciones por
las vias directa e indirecta a las zonas laterales de la SNr, que se proyecta de

nuevo a los campos oculares frontales, asi como al tubérculo cuadrigémino

superior.

3. Circuito prefrontal dorsolateral: (Es un circuito vinculado al procesamiento de la
memoria espacial). Se origina de las areas de Brodmann 9 y 10, y se proyeta a la
cabeza del estriado, que a su vez lo hace por las vias directa e indirecta a la parte

dorsomedial del GPi y a la SNr.
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4. Circuito orbitofrontal lateral (es un sistema cognitivo implicado en los procesos
de la adaptacion conductual). Se origina en la corteza prefrontal lateral y se
proyecta hacia la parte ventromedial del estriado. La via procedente del estriado
sigue la del circuito dorsolateral (a través del GPi y SNr, y desde alli al talamo) y

vuelve a la corteza orbitofrontal.

5. Circuito limbico (une el comportamiento motor a las influencias motivacionales,
emocionales y afectivas). Se origina en la circunvolucién ventral del estriado. Esta
también recibe aferencias del hipocampo, el nlcleo amigdalino y la corteza
entorrinal. Las proyecciones de la parte ventral del cuerpo estriado van dirigidas a

la parte ventral y rostromedial del GPi y la SNr.

CIRCUITO MOTOR

El estriado constituye la entrada al circuito de los ganglios basales y recibe muchas
aferencias, la mayoria de ellas glutamatérgicas (y posiblemente aspartérgicas)
excitatorias de las areas sensoriomotoras de la corteza precentral y postcentral
(drea motora suplementaria, corteza promotora, corteza motora y corteza
somatosensorial). Por otra parte, el GPl y la SNr representan los principales
nicleos de salida del circuito. Estas dos Ultimas estructuras ejercen influencia
inhibitoria mediada por GABA sobre las neuronas localizadas en el tédlamo (Albin, et

al. 1989; Alexander y Crutcher 1990; Graybel 1990; McGeer y McGeer, 1993;
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White, et al. 1994). Entre el nicleo de entrada y las estructuras de salida existen

dos sistemas paralelos denominados “via directa” y “via indirecta” (Fig. 2A Y 2B).

CORTEZA

MOTORA LIMBICA SENSORIAL

+ | ] |
FUNCION of
MOTORA Glu (-3| Glu / /1/
EXTREMIDADE + ] GPe ESTRIADO
VAVL GABA GPig GABA -
Y= - DIR Bl
FUNCION e GABA
MoTora | TALAMO A4 e——-
POSTURA - IND
GABA - Glu 1GABA
Glu =
NST
Glu
CEREBRAL SNe
A Dopamina

Figura 2A.- Modelo esquematico que ilustra el circuito motor normal (Corteza-ganglios basales-télamo-
corteza). El estriado el cual es considerado el nicleo de entrada a los ganglios basales, modula la actividad de
GPi/SNr  (nucleos de salida) mediante dos vias paralelas, directa (DIR) e indirecta (IND). La via directa
proyecta del estriado al Gpi/SNr, mientras que la via indirecta proyecta del estriado al GPe y este al NST antes
de alcanzar al GPi/SNr. Debido, al hecho de que los receptores D, y D, actlan diferencialmente sobre la via
directa e indirecta, el resultado de una entrada dopaminérgica aproplada al estriado, produce la inhibicién de

GPi/SNr y asi facilita la actividad del sistema motor talamo-cortical. Las conexiones excitatorias estAn marcadas
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por (+) y las inhibitorias por (-) (Modificado de Bjarkam, et al. 2001).
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Figura 2B.- Modelo esquematico que ilustra el circuito motor en la Enfermedad de Parkinson, asi como la
lesién de la via nigroestriatal. La deplecién de Dopamina a el estriado, provoca la reduccidn de la actividad de
la via directa, y la hiperactividad glutamatérgica del NST, que se traduce en un aumento de la accién
inhibitoria de los niceos de sallda GPi/SNr causando la depresion del sistema talamo-cortical; lo cual es la
posible causa de los sintomas parkinsdnicos. El resultado de las alteraciones que se presentan después de la

pérdida dopaminérgica en todo el circuito, esta indicado por el grosor de las flechas (Modificado de Bjarkam,
et al. 2001).

La via directa se origina de neuronas gabaérgicas y peptidérgicas (sustancia P)
estriatales que proyectan_monoslnépticamente sobre el complejo GPi/SNr (Hong,
et al. 1977; Brauth, et al. 1983; Christensson-Nylander, et al. 1986; Reiner y
Anderson, 1990; Alexander y Crutcher, 1990). La via indirecta se forma de

poblaciones gabaérgicas y encefalinérgicas estriatales que proyectan
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polisindpticamente sobre el complejo GPe/NST. Esta secuencia indirecta se da
inicialmente por eferencias inhibitorias gabaérgicas del estriado sobre el GPe, de
este dltimo sobre el NST cuyas conexiones glutamatérgicas excitatorias conectan

con los nucleos de salida (Nakanishi y Kita, 1987).

La integracion dentro del estriado se realiza a través de dos subpoblaciones de
neuronas espinosas de proyeccion (Graybiel, 1990; Smith y Bolam, 1990). Ambas
subpoblaciones se caracterizan por presentar receptores a neurotransmisores y
neuropéptidos. De acuerdo a esto, las células de la via directa expresan receptores
a GABA como su principal neurotransmisor, ademas de receptores a dopamina del
subtipo D, y los neuropéptidos sustancia P y dinorfinas, mientras que en la via
indirecta expresan GABA, receptores a dopamina del subtipo D; y los
neuropéptidos encefalinas (Germen y Young, 1988; Albin, et al. 1989; Germen, et
al. 1990; LeMoine, et al. 1990; LeMoine, et al. 1991; Gerfen, 1992; Missale, et al.

1988; Smith, et al. 1998).

Funcionalmente la activacién de ambas vias produce efectos opuestos, es decir, al
incrementar la actividad de las neuronas de la via directa, se inhiben ténicamente
las neuronas de los n(cleos de salida, disminuyendo la inhibiclén o bien
presentdndose la llamada “desinhibicién” de las neuronas del tdlamo. Mientras que
al incrementar la actividad de las neuronas de la vfa indirecta, se inhibe

ténicamente la actividad del GPe, este decremento conlleva a la desinhibicidn de
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las neuronas NST y éstas a su vez incrementan la actividad de las neuronas de los
nucleos de salida, inhibiéndose las neuronas del talamo (Alexander y Crutcher,

1990; DelLong, 1990; Smith, et al. 1998).

En el nucleo estriado, la DA aparecerfa como una sustancia facilitadora de la
transmisiéon de la via directa e inhibitoria en la via indirecta. Esta actividad
diferencial de la DA esta posiblemente regulada por los diferentes tipos de
receptores que hay, los cuales se han dividido en dos familias: Dy (D, Ds) y D;
(D3, D4, Dic ¥y D1p) (Schwarts, et al. 1992; Sidhu, 1998; Missale, et al. 1998), en
donde los receptores D; se han encontrado en las neuronas que proyectan al GPe
y los receptores D; en las neuronas que proyectan al GPi (Gerfen, 1992) bajo
condiciones normales, la actividad de la via directa incrementa las eferencias a los
GB hacia las neuronas talamo-corticales, las cuales, a su vez, modulan la actividad
de las areas motoras precentrales (Wichmann y Delong, 1993). La influencia de la
inhibicién ténica de las eferencias de los GB sobre la actividad de las neuronas
talamo-corticales, podrian ayudar a suprimir el movimiento, mientras que la

reduccién fasica de las eferencias de los GB, permitiria la actividad motora

voluntaria.

ORGANIZACION CELULAR.

Utilizando la técnica de Nissl se ha reportado que el estriado de los humanos esta

integrado por 111 millones de neuronas (Fox, et al. 1975) de diversos tipos
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(DiFiglia, et al. 1976; DiMova, et al. 1980; Chang y Katai, 1982; Graveland, et al.
1985) (Fig. 3). La mayor poblacién neuronal (95%) en el estriado esta
representado por las llamadas “neuronas espinosas medianas de proyeccion”
(Kemp y Powell, 1971) y utilizan el acido y-amino-butirico (GABA) como
neurotransmisor (Kita y Kitai, 1988), las cuales tienen como caracteristica principal
la de presentar una gran densidad de espinas que cubren a las dendritas. El 5%
restante de la poblacidn total del estriado esta conformado por varios tipos de
neuronas (llamadas inter neuronas), en donde su principal caracteristica es la de
carecer de espinas dendriticas. Se han identificado entre 7-8 tipos de inter
neuronas con base en su morfologia, sin embargo, sélo tres tipos se conocen con
detalle de acuerdo al tipo de neurotransmisor y neuromodulador que expresan,

caracterizandose estructuralmente y funcionalmente como:

1. Interneuronas gigantes colinérgicas: que representan el 2% de la poblacion
total en el estriado (Fox, et al. 1971; Braak y Braak, 1982; Chang y Kitai, 1982;

DiFiglia, et al. 1982; Bolam, et al. 1984; Wison, 1998).

2. Interneuronas en forma de canasta: contienen GABA/ parvoalbimina que son
entre el 3-5% del nimero total de células, ademds se Incluyen también, otro grupo
de interneuronas que contienen GABA/calretinina, sin embargo este tipo de

neurona no esta caracterizada en detalle.
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3. Interneuronas que contienen somatostatina/oxido nitrico sintasa: que
representan el 1-2% de la poblacién total (DiFiglia, et al. 1982; Kawaguchi, et al.

1995; Wilson, 1998).

En especies como la rata, el ratén y los gatos las neuronas espinosas medianas
de proyeccién representan el 95% de toda la poblacién neuronal del estriado,
aunque en otras especies este porcentaje varia, como en el mono, en donde estas
neuronas representan el 77% de la poblacién y el resto se considera que esta

constituido por interneuronas (Wilson, 1998).
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Fig. 3. Flbras aferentes y neuronas de proyeccién del estriado. Tamado de Wilson (1998).
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Ahora bien, como se menciond anteriormente el estriado recibe aferencias
excitatorias de la corteza cerebral con la excepcién de la corteza visual y auditiva
primaria. Las aferencias corticales utilizan glutamato como neurotransmisor
haciendo sinapsis en la cabeza de las espinas dendriticas de las neuronas

espinosas medianas.

Las espinas dendriticas son blancos postsindpticos primarios de las sinapsis
glutamatérgicas excitatorias en el cerebro maduro. Las espinas presentan diversas
formas y tamafios. Hay espinas desde menos de 0.01 mm? hasta 0.8 mm?. Las
espinas y las sinapsis de diferentes tamafios ocurren en una misma dendrita
(Spacek y Harris, 1997; Harris, 1999; Segal, et al. 2000; Hering 2001; Hering y

Sheng, 2001; Fiala, et al. 2002; Kasai, et al. 2003; Yuste y Bonhoeffer, 2004).

Existen diversas teorias acerca de la funcién de las espinas:

1. Las espinas dendriticas son sitios de conexion sindptica. Esta inferencia
original surgi® de las observaciones de Cajal en 1890, las cuales fueron
confirmadas por Gray en 1959, en donde muestra que las espinas son el sitio en
donde se llevan a cabo las sinapsis tipo I (Gray tipo I), es decir, sinapsis
asimétricas asocladas con vesiculas sinapticas esféricas. Posteriormente se realizd
la correlacidn entre la morfologfa de las sinapsis tipo I con la acclén excitatoria de

las sinapsis glutamatérgicas. Ademas se demostré otro tipo de sinapsis, las tipos
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II, las cuales son inhibitorias y se establecen en el cuello de la espina o dendrita
(Sheperd, 1990 y 1998). La simple demostracién de que las sinapsis tipo I se
establecen con la cabeza de las espina y de que las sinapsis tipo II se establecen
con el cuello y con las dendritas se ha sugerido que las espinas podrian funcionar

como compuertas de entrada hacia las dendritas (Sheperd, 1996).

2. La espina como sitio de dafio cerebral: Se ha demostrado que las espinas
son sensibles a una gran variedad de condiciones patoldgicas. Esto es, la
deaferentacion produce degeneracion de las espinas. La naturaleza de los cambios
de las espinas en diversos desdrdenes aun no es entendida, pero podria ser el
resultado de los desérdenes primarios de estas neuronas, no-utilizacion o
sobreutilizacion de esas espinas con sinapsis, 0 efectos téxicos del influjo del Ca**,

o de otros factores bioquimicos (Sheperd, 1996).

3. Las espinas promueven la sumacidn de los potenciales postsinapticos
excitatorios (Horwitz, 1981). Se ha pensado que la linearizacion promueve la

asociacién de las sinapsis coactivadas que subyacen a la potenciacién a largo plazo

(LTP) (Harris y Kater, 1994).
4. Las espinas son compartimentos que controlan las concentraciones de Ca?*.

Los experimentos de Muller y Connor (1991) acerca de lo anterior fueron con base

a técnicas de microfluorometria en neuronas de CA3; estos autores demostraron
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que con una estimulacién presinaptica débil de las fibras comisurales, el Ca®* se
acumula en las espinas postsindpticas pero no en sus dendritas. Un antagonista
del receptor NMDA bloquea dichos cambios en las espinas. La
compartamentalizacion observada permite la especificidad, cooperacién vy
asociacion que se observa en los modelos de memoria tales como la LTP (Muller y
Connor, 1991; Segal, 1995 b; Sheperd, 1996; Harris, 1999; van Rossum y Hanish;

Yuste, et al. 1999).

5. Las espinas constituyen el sustrato morfologico de la memoria (Segal y
Murphy, 2001). Existen varios estudios que indican que los cambios en la
morfologia de las espinas producen variaciones en la potencia sindptica, por
ejemplo en la LTP, dichos cambios en la forma y nimero de espinas han sido
también observados en presencia de procesos de aprendizaje y memoria (Burgess
y Coss, 1983; Moser, et al. 1994: Hosokawa, et al. 1995; Segev y Rall, 1998;

Engert y Bonhoeffer, 1999; Goldin, et al. 2001).

6. Las espinas como neuroprotectores: Los posibles efectos que producen las
altas concentraciones de Ca** provocados por la actividad sinéptica, ha sugerido la
hipétesis de que el principal papel de las espinas es prevenir a su dendrita de los
incrementos del Ca?*, niveles que en ocasiones pueden ser txicos para la célula

(Segal, 1995b). El principal mecanismo de la espina al parecer, es atrapar Ca®* en
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el reticulo endoplasmico liso, particularmente en el aparato espinoso (Segal,

1995a; Yuste y Denk, 1995; Sheperd, 1996).

GENERO Y ENFERMEDAD DE PARKINSON

Como se menciond anteriormente la EP esta asociada con la edad avanzada
(aunque el inicio puede ocurrir también en etapas tempranas). En la gran mayoria
de los pacientes ésta inicia entre los 50 y los 79 afos, y la frecuencia del
padecimiento muestra un pico muy pronunciado entre los 65 y los 75 afios, con
una incidencia de 2 a 3 casos por cada 1000 habitantes (Jenner, 1992; Tolosa, et
al. 1998), observéandose una mayor incidencia de la enfermedad en hombres que
en mujeres (3:2) (Kurtzke, et al. 1988; Diamond, et al. 1990; Maher, et al. 2002).

Por otra parte, en estudios clinicos se ha observado una mayor incidencia de
ciertas enfermedades que estdn directamente relacionadas con el género,
proponiéndose que esta diferencia es debida a la accion de las hormonas sexuales,

principalmente los estrogenos (Garcia-Segura, et al. 2001; Azcoitia, et al. 2002).

Por muchos afios se considerd que el papel de las hormonas esteroides estaba solo
relacionado con la reproduccidn, sin embargo, a finales de la década de los 70 y
principios de los ‘80 el papel de las hormonas esteroldeas dejé de ser restringido a
estas funciones, haciéndose mas evidente que las hormonas ejercen un amplio

espectro de acciones en diversas dreas del organismo en procesos que no estan
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involucradas en la regulacién neuroendécrina y/o en el control del comportamiento
sexual, como se ha observado en el sistema dseo (Mano, et al. 2001; Hewitt y
Korach, 2002), el pancreas (Andrén-Sanberg, et al. 1999), el sistema
cardiovascular (Griffin, et al. 2000; Hewitt y Korach, 2002), y el sistema nervioso

(Garcia-Segura, et al. 2001; Azcoitia, et al. 2002).

En las Ultimas décadas, el conocimiento que se ha obtenido acerca de como los
estrogenos afectan diversas funciones dentro del SNC, asi como en el desarrollo
del mismo se ha incrementado sustancialmente.

En diversas regiones del cerebro, la exposicidon a los estrdgenos durante el
desarrollo del SNC causa diferencias en la organizacion neuronal entre machos y
hembras (Kawata, 1995). Durante el desarrollo, los estrdgenos intervienen en
diferentes etapas de la neurogénesis (Dodson, et al. 1988; Beyer, 1999); es decir,
promueven el crecimiento de diversas regiones como el hipotalamo (Torand-
Allerand, 1976), el hipocampo (Gould, et al. 1990), cerebro medio (Reisert, et al.
1987; Beyer y Karolczak, 2000), y la corteza (Garcia-Segura, et al. 1989), modulan
la apoptosis (Arai, et al. 1996), afectan la migracion de neuroblastos y por

consecuencia su agregacion en la formacién de los nucleos (Gorski, 1988).
Asimismo Interactian con células de la glia (Ivanova, et al. 2001; Dhandapani y

Brann, 2002); participan en el crecimiento y proliferacidn de espinas dendriticas,

crecimiento de neuritas resultando en una organizacion sexo-especifico de los
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circuitos neuronales (Matsumoto y Arai, 1976; Arnold y Gorski, 1984; Lustig, 1994;

Pilgrim y Hutchison, 1994; McEwen y Alves, 1999; Toran-Allerand, et al. 1999).

Un sitio de accién de los estrégenos dentro del sistema nervioso es el sistema
nigroestriatal tanto durante el desarrollo del cerebro, como en el estado adulto.
Mas especificamente, los estrégenos estan involucrados con el desarrollo de las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, ya sea en la neurogénesis, plasticidad,
asi como en la sintesis, liberacién y metabolismo de la dopamina. Observandose
que la expresion de la tiroxina hidroxilasa es regulada por los estrégenos, lo que
soporta la observacion de que la funcién de las neuronas dopaminérgicas durante
el desarrollo es dependiente del género y especifica con respecto a la sintesis de
dopamina y su recaptura (Beyer, et al. 1991; Sibug, et al. 1996). En el estado
adulto los estrogenos aparecen principalmente afectando la actividad
dopaminérgica en varios pasos de la transmision en el complejo estriatal, asi como
la relacion en la actividad motora en el estriado (Kiippers, et al. 2000), este hecho
tlene consecuencias significativas, una de estas es la existencia de las diferencias
entre géneros en la actividad del sistema nigroestriatal (McDermott, et al. 1994a;

McDermott, et al. 1994b).

En estudios mas reclentes, se reflere que ademas de las acciones anterlormente
menclonadas, los estrégenos pueden otorgar clerta neuroproteccién en modelos

experimentales de neurodegeneracién causados por neurotoxinas. Behl y col
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(1995) reportaron que células HT22 fueron protegidas por el 17 B-estradiol en un
modelo de estrés oxidativo inducido por la proteina p-amiloide, H,0;, y glutamato,
proponiendo que el estradiol posee capacidad antioxidante. Shy y col (2000)
observan en un modelo experimental citotoxico provocado por glutamato en
células C6 del glioma, clonas 2B (mezcla de astrocitos y oligodendrocitos) un
efecto neuroprotector del 17 p-estradiol. Sawada y col (1998) mencionan un efecto
antineurodegenerativo por parte del 17 «-estradiol (esteroisomero biolégicamente
inactivo) y el 17 B-estradiol en un modelo experimental con glutamato, O, y H,0,,
proponiendo un efecto neuroprotector de ambas moléculas. Callier y col (2002) de
igual forma encontraron un efecto neuroprotector del 17 B-estradiol y su isdmero
el 17 a-estradiol contra la toxicidad inducida por el MPTP y la 6-OHDA en cultivos
de células mesencefdlicas. Granbois y col. (2000) en un modelo de toxicidad
inducido por MPTP en ratones C57BL/6 reportan que el 17 B-estradiol previno la
deplecién de las concentraciones de dopamina, acido dihridroxifenilacético
(DOPAC) y acido homovanilico (HVA) estriatal. Sin embargo, ni los tratamientos
con testosterona y dihidrotestosterona mostraron reduccion en la toxicidad
inducida por el MPTP en el sistema nigroestriatal en ratones machos (Dluzen,
1996; Granbois, et al. 1999). Dluzen (1997) observdo que ratas hembras
ovariectomizadas lesionadas con 6-OHDA con un tratamiento de estrégenos

disminufan el grado de deplecién de dopamina en comparacién con el grupo

control.
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Estos hallazgos probablemente estan relacionados de alguna manera con la
diferencia en la incidencia de la enfermedad de Parkinson, donde, como ya se
menciond, parece ser mayor en hombres que en mujeres (Diamond, et al. 1990;

Kurtzke y Goldberg, 1998; Maher, et al. 2002).

MODELOS EXPRIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Diversos quimicos neurotdxicos han sido utilizados como herramienta para estudiar
los mecanismos basicos que regulan la funcién neural tanto a nivel celular,
molecular y conductual de diferentes organismos (ratas, ratones, monos entre
otros). La finalidad de generar estos modelos, es recrear algunos de los eventos
que suceden en las enfermedades neurodegenerativas que se presentan y afectan
a los humanos (Anaya, 1997). Entre las neurotoxinas que habitualmente se utilizan
en animales y que afectan a las neuronas productoras de dopamina se encuentran
la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y el 1-metil-4, fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina
(MPTP). Con el descubrimiento de estos agentes quimicos se logré contar con un
modelo experimental de la EP, siendo el estudio en animales el que tiene un papel
importante en proveer las bases patofisioldgicas de esta enfermedad (Kaakkola y
Terdvéinen, 1990). Por ejemplo, la observacién clinica del decremento de la
dopamina estriatal en los paclentes con EP fue sustentada en animales de
laboratorio, a los cuales se les aplicé reserpina lo que provocé acinesia por efecto

de la deplecién de las aminas biogénicas (Morrison y Webster, 1973; Colpaert,
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1987), la administracién de L-DOPA (farmaco que es utilizado para mejorar los
sintomas parkinsénicos) revertié el déficit conductual provocado por la reserpina

(Duvoisin, 1976).

MODELO CON 6-HIDROXIDOPAMINA (6- OHDA).

La 6-OHDA es una de las neurotoxinas mas utilizadas en el desarrolio de modelos
experimentales de la EP en roedores (Ungerstedt, 1968). Bajo condiciones
fisioldgicas normales la 6-OHDA es oxidada por el oxigeno molecular formando
peroxido de hidrégeno y p-quinona, esta Ultima experimenta un proceso de
ciclacién seguida de una serie de reacciones oxidativas resultando en la formacién
de un pigmento insoluble relacionado a la neuromelanina (Graham, et al. 1978;
Gee y Davison, 1989). Cuando es administrada por via sistémica destruye las
neuronas adrenérgicas de los ganglios simpaticos, pero carece de accion tdxica a
nivel del sistema nervioso central (Luquin, 2000). Sin embargo, la inyeccién
intracerebral de la neurotoxina 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior o
bien sobre la parte compacta de la sustancia nigra provoca la muerte de las

neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas (Ungerstedt, 1968; Przedborski, et al.

1995).

La especificidad neurotéxica de la 6-OHDA se ha asoclado con su recaptura y

acumulacién en las neuronas catecolaminérgicas mediante el sistema de alta
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afinidad de las catecolaminas (Jonsson y Sachs, 1970; Ljungdahl, et al. 1971),
provocando la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas de las sustancia
nigra que proyectan al estriado y de las del area ventral tegmental que forman
parte del sistema dopaminérgico mesolimbico. Se ha propuesto que la accién
toxica de la 6-OHDA es debida a la formacién de H,0,, el cual puede ser reducido
por la presencia del i6n Fe?* por la reaccién de Fenton generando radicales
hidroxilo (OH*), los cuales son considerados los mas dafiinos en los organismos
vivos, asi como quinonas que se producen en su metabolismo (Soto-Otero, et al.
2000). Ademas de su accién toxica se ha propuesto que pueden actuar
directamente a nivel del complejo I en la cadena respiratoria mitocondrial (Glinka y
Youdim, 1995; Glinka, et al. 1996, 1997, 1998), con la consecuente disminucién de
ATP y por lo tanto la muerte celular. La muerte de las células dopaminérgicas inicia
en las primeras 12 horas de la inyeccion de la neurotoxina y la maéxima

degeneracién aparece entre los 4-6 dias de la lesion (Jeon, 1995; Alexi, 2000).

En ratas, la lesion unilateral causa asimetria de la postura, negligencia sensorial
contralateral a la lesion, viéndose afectadas sus respuestas olfatorias, tactiles,
visuales y auditivas (Ungerstedt, 1971a) y conducta de giro esponténeo o inducida

por agonistas dopaminérgicos (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Ungerstedt 1971a;
1971b).
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Se han utilizado la anfetamina y la apomorfina para inducir la conducta de giro. La
anfetamina actla sobre las terminales presinapticas, provocando la liberacién de
grandes concentraciones de dopamina en el lado no lesionado (contralateral)
induciendo hiperactividad, provocando que el organismo gire hacia el lado de la
lesién (ipsilateral). La apomorfina actla sobre las terminales postsindpticas,
produciéndose una mayor actividad en el lado ipsilateral de la lesién debido a que
la denervacion induce una supersensibilidad en los receptores, por lo tanto el
animal gira hacia el lado que tiene menos dopamina (Ungerstedt, 1971a, 1971b;
Miller y Beninger, 1991; Hudson, et al. 1993; Alexi, et al. 2000). El nimero de
giros que presenta el animal después del tratamiento, se puede registrar sin
dificultad y provee una estimacién confiable del grado de deplecién de neuronas
dopaminérgias (Hudson, et al. 1993). De acuerdo a esto, si un animal lesionado
unilateralmente se le administra apomorfina y se registran 200 giros 0 mas en 30
minutos, se puede afirmar que la denervacion de dopamina estriatal es de un 95%
o mas (Ungerstedt, 1971c; Hefti, et al. 1980; Dravid, et al. 1984; Hudson, et al.
1993). La lesion bilateral con 6-OHDA provoca marcada acinesia, afagia y completa
falta de atencién sensorial, por lo que no es recomendable debido a que los

sujetos mueren (Ungerstedt, 1971d).
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CONSECUENCIAS DE LA DEPLECION DOPAMINERGICA.

La deplecién de dopamina, ademas de inducir alteraciones fisioldgicas (Voorn, et
al. 1987; Alexander y Crutcher, 1990; Joyce, 1991; Radja, et al. 1993; Qin, et al.
1994; Calabresi, et al. 1993), bioquimicas (Descarries, et al. 1992; Smith, et al.
1993; Ichitani, et al . 1994), produce alteraciones ultraestructurales en el estriado
tales como disminucidn en el porcentaje de botones sindpticos que contienen
vesiculas granulares pequefias (Hokfelt y Ungerstedt, 1969), pérdida de espinas
dendriticas (Hattori y Fibiger, 1982; Ingham, et al. 1993), alteraciones en el
tamano de los botones sinapticos (Ingham, et al. 1991; Pickel, et al. 1992;,1‘
Ingham, et al. 1993; Avila-Costa, et al. 1996), presencia de cuerpos
multivesiculares, mitocondrias hinchadas y células obscuras (Jedrzejewska, et al.
1990) y cambios en el tipo de contacto sinaptico (Forno y NoWiIIe, 1979; Ingham

et al. 1993), ademas de la proliferacion astrocitica, degeneracién axdnica y

neuritas hiperdensas (Forno y Norville, 1979; Machado-Salas, et al. 1990).

Ahora bien, en estudios realizados en nuestro laboratorio se observd que muestras
del nucleo caudado de pacientes con EP (Colin-Barenque, 1994), asi como de ratas
con deplecién dopaminérgica a diferentes tlempos de postlesiéon por medio la
neurotoxina 6-OHDA (Avila-Costa, 1996; Avila-Costa, et al. 1998), presentan
alteraciones ultraestructurales muy evidentes en el estriado. Dichas alteraciones

consistieron en un incremento del tamafio de los botones presinapticos, cambio en
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los blancos postsinapticos, mayor nimero de sinapsis perforadas, degeneracién
neuronal caracterizada por la presencia de nicleos distorsionados y citoplasma
denso con cisternas dilatadas de reticulo endoplasmatico liso, reaccion glial y
axones degenerados, asi como un menor nimero de contactos sinapticos
establecidos con espinas dendriticas, observando un patrén de neurodegeneracion

similar al encontrado en los animales lesionados con 6-OHDA.
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JUSTIFICACION.

Por lo anteriormente expuesto, se observa que por un lado los estrogenos tienen
un efecto neuroprotector importante, y por otro, que la deplecién dopaminérgica
unilateral produce alteraciones ultraestructurales en ambos estriados. Dichas
alteraciones estan relacionadas con las deficiencias motoras, y hasta el momento
se desconoce si las hormonas femeninas marcan alguna diferencia a este nivel,
aspecto que podria llevarnos a dilucidar alguna estrategia terapéutica diferencial

para el tratamiento de la EP.
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OBJETIVO GENERAL.

Identificar las diferencias citoldgicas en un modelo de enfermedad de Parkinson

producido con 6-OHDA por sexo.

OBJETIVOS PARTICULARES.

A. Cuantificar mediante la técnica de Inmunocitoquimica para Tiroxina

Hidroxilasa el nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNc sobrevivientes

después de la lesion con 6-OHDA.

B. Cuantificar el nimero de espinas dendriticas de las neuronas espinosas

estriatales mediante el método rapido de Golgi.

C. Analizar la ultraestructura del estriado después de la lesion con 6-OHDA.
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METODOLOGIA.

Los experimentos se llevaron a cabo en 20 ratas Wistar (10 machos y 10 hembras)
de la cepa Wistar, con un peso de entre 190+10 g (3 meses) al inicio del
experimento, y se mantuvieron en un ciclo luz-oscuridad 12:12 con libre acceso al

agua y al alimento.

Las ratas fueron lesionadas quirtrgicamente de la siguiente manera: Los animales
fueron anestesiados con una dosis de 35 mg/kg de pentobarbital sédico por via
intraperitoneal (i.p.). Una vez anestesiadas, se montaron en un aparato
estereotaxico. Las coordenadas estereotéxicas a emplear fueron las siguientes: a
partir de Bregma: AP= -3.14 mm; L= 1.8 mm; V= -8.3 mm a partir de la
duramadre (de acuerdo Paxinos y Watson, 1986). El grupo experimental fue de 10
ratas (5 machos y 5 hembras), las cuales fueron lesionadas unilateralmente en el
haz medial del cerebro anterior (lado izquierdo) con 4 ul de solucién salina que
contenia 8 pg de 6-OHDA y 0.2 mg de acido ascérbico. El grupo control consistié
en igual nimero de organismo que fueron lesionados en el mismo sitio con 4 pl de
vehiculo (solucién sallna y acido ascérbico). Ambas soluclones fueron Inyectadas

con una jeringa Hamilton acoplada a una micropipeta de vidrio con un didmetro de

entre 50 y 100 pm.
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Con el proposito de evaluar la conducta de giro de los animales de ambos grupos,
se les administré apomorfina a una dosis de 0.25 mg/kg i.p. a los dos dias después
de la lesidn. Se utilizaron sélo aquellos animales lesionados con 6-OHDA que
mostraron mas de 200 giros en un periodo de 30 minutos asi como las ratas

inyectadas con vehiculo (que no mostraron conducta de giro).

Los animales de los dos grupos fueron entonces sacrificados bajo anestesia
profunda con Pentobarbital sédico dosis letal i.p. a los 30 dias de la lesién, via
perfusion intracardiaca por via adrtica inicialmente con solucién salina isoténica
para posteriormente aplicar el fijador, que contenia glutaraldehido al 0.2% vy
paraformaldehido al 2% en buffer de fosfatos con solucién salina (PBS) al 0.1 M.
Una vez prefundidos, se extrajeron los cerebros y se colocaron en el mismo fijador
por dos horas. Posteriormente se tomaron fragmentos del cuadrante dorsomedial
de la cabeza del nlcleo caudado ipsi y contralateral a la lesidén. Después de lavar
los fragmentos en PBS, se realizé el procesamiento habitual para microscopia
electrénica de transmision (Apéndice 1). El andlisis ultraestructural consistié en la
medicién de 50 botones presinapticos de ambos caudados considerandose los
siguientes parametros:
e Dldmetro del botén presindptico (eje mayor y del eje menor), medido
directamente de Ia_ pantalla del microscopio electrénico con una cuadricula
puesta en el ocular.

e Estructura postsindptica (espina o dendrita).
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o Numero de sinapsis perforadas en 50 contactos.

Las pruebas estadisticas que se utilizaron para el analisis de resultados fueron:
Para el diametro de los botones sindpticos, tipo de contacto sindptico y estructura

postsinaptica se utilizé la prueba de ANOVA con nivel de significancia de p<0.05.

Asimismo se realizaron cortes histolégicos del mesencéfalo ventral (esta regién
contiene la SNc) de los animales de los 2 grupos para determinar el nimero de
neuronas dopaminérgicas sobrevivientes a través de un conteo en un cuadrante de
1540 um en 7 cortes a partir del inicio del nicleo terminal medial del tracto dptico
accesorio, mediante inmunocitoquimica para tiroxina hidroxilasa (Apéndice 2). El
analisis estadistico que se utilizé fue la prueba de ANOVA con nivel se significancia

de p<0.05.

Por tltimo se tomaron muestras del estriado ipsilateral y contralateral a la lesién
para procesarse con el método de tincién rapida de Golgi, para el conteo del
nimero de espinas dendriticas secundarias de las neuronas espinosas medianas.
Se contaron 5 dendritas secundarias de 10 neuronas con una reglilla colocada en
el ocular, en una longitud de 10 um. Para su analisis estadistico se utiliz6 ANOVA

con nivel se significancia de p<0.05.
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RESULTADOS.

Como ya se describié anteriormente, la lesién con 6-OHDA produce diversas
alteraciones histoldgicas y ultraestructurales en el neuropilo del nicleo caudado y
la SNc. Ahora bien, en el presente trabajo se describe por primera vez que dichas

alteraciones son de menor magnitud en las hembras al ser comparadas con los

machos.

CITOLOGIA.

NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH*,

Respecto de las neuronas inmunorreactivas a TH* se observd, que entre los
grupos control (solucién salina) (Tabla 1)( Fig. 4), tanto machos como hembras,
no hubo diferencia significativa; presentando una medla de 94 £ 1.9 neuronas
dopaminérgicas para el grupo control hembras y una media de 87 £+ 1.7 neuronas

para el grupo control machos (Gréfica 1).

Con relacldn a los animales leslonados, en ambos grupos (2 y &), con respecto al
lado psilateral se puede observar una gran pérdida de neuronas dopaminérgicas
como consecuencia de la Inyeccién de la 6-OHDA, presentando las hembras

ligeramente un mayor nimero de neuronas (x=9.5 * 1.8) con respecto a los
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machos (x=5 £ 1.6) no existiendo diferencia significativa entre ambos (Tabla 1)

(Fig. 5).

Ahora bien, con respecto al lado contralateral a la lesién, Unicamente en el grupo

d se observé pérdida significativa de neuronas inmunorreactivas a TH* (x=73 +

1.7) como consecuencia de la lesion en comparacién con el grupo control, siendo

ademas estadisticamente diferente con el lado contralateral lesionado @ (x= 92.15

= 2.0).

MEDIA DEL NUMERO DE NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH*.

Control Control Lesién Lesioén Lesidn Lesion
Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
(1) (n () (C)
87.0 1.7 94+1.9 50*+1.6 9.5*+1.8 73" +£1.99 | 92,15+ 2.0

Tabla. 1. £n esta tabla se muestra la media del nimero de neuronas inmunorreactivas a tirosina

hidroxilasa de 1a SN Ips! (I) y contralateral (C) a la lesidn de los cuatro grupos analizados.

£n donde * = P < 0.001 vs control.

#=P<0.001vs Q
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MEDIA DEL NUMERO DE NEURONAS + ERST

INMUNORREACTIVAS A TIROSINA HIDROXILASA

NUMERO DE NEURONAS

110

1 Control
100 1 1 6-OHDAG
T B 6-OHDA 9
90 ~
80 - *
¥
70 4
60
50 -
40
30
20 -
10 - *
0 |
M H C |

GRAFICA 1. En esta gréfica se muestra |la medla del ndmero de neuronas inmunorreactivas a

tirosina hidroxilasa de! lado Ipsi (I) y contralateral (C) a la lesién de los cuatro grupos analizados

(M=machos y H=hembras).

En donde * = P < 0.001 vs control.
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NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH*

Fig. 4. Fotomicrografias que muestran dos cortes de mesencéfalo de un animal del grupo control
(A) (10x), donde se observan las neuronas inmunorreactivas a TH* (B) (100x).



NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH*

Fig. 5. Fotomicrografias que muestran dos cortes de mesencéfalo de un animal del grupo @
lesionado (A) (10x), donde se observa la pérdida de neuronas inmunorreactivas a TH* (B) (100x).
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ESPINAS DENDRITICAS.

Respecto al numero de espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas
del estriado, nuestros resultados muestran que el grupo control @, tanto para el
lado ipsi como contralateral presenté un mayor numero de espinas dendriticas con

respecto al grupo control & (Tabla 2).

Ahora bien, dentro del grupo control hembras no se observé diferencia significativa
entre los lados ipsi (x= 9.86 + 2.82) y contralateral (x=9.86 * 2.79) a la inyeccién
de la solucion salina, mientras que el grupo control 3 presenté en el lado
ipsilateral una media de 9.08 + 2.79 y en el lado contralateral con una media de

9.23 + 2.86, siendo ambos lados estadisticamente diferentes (Gréfica 2) (Fig. 6).

En la Fig. 7 y 8, se aprecian neuronas espinosas medianas del estriado
impregnadas con la técnica de Golgi, donde se observa gue el estriado (ipsilateral
y contralateral) de ambos grupos (@ y &) existe pérdida de espinas dendriticas con

respecto al control como consecuencia de la inyeccion con 6-OHDA.

Con relacién al lado ipsliateral a la lesién, los & presentaron mayor pérdida de
espinas en las dendritas secundarias (x= 6.04 £ 2,87) con respecto a las hembras
(x=8.16 £ 2.77) slendo éstadistlcamente diferentes entre ambos grupos (Tabla 2)

(Fig. 7).
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En el lado contralateral encontramos que los & de igual forma tienen una pérdida
mayor de espinas que el grupo @, con una media de 8.13 + 2.91 y de 8.90 £ 2.56
respectivamente. Cabe resaltar que el lado ipsilateral de las hembras (lado
lesionado) es muy semejante al lado contralateral (lado no lesionado) del grupo &

con 6-OHDA (Fig. 8), no presentado diferencias significativas (Grafica 2).

De igual forma, en los grupos lesionados tanto en el lado ipsilateral como en el
contralateral las espinas dendriticas fueron mas abundantes en las hembras que
en los machos, conservando en la mayorfa de los casos una forma en la que se
distinguen su cuello y cabeza; a diferencia de los machos que presentan una forma
un poco mas filiforme, encontrandose también que las dendritas de las hembras

estaban menos dafiadas, de manera semejante al grupo control .(-Fig. 7y 8).
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MEDIA DEL NUMERO DE ESPINAS DENDRITICAS SECUNDARIAS

CONTROL CONTROL LESION LESION
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
LADO 9.86 + 2,79 9.23%+286 | 890*+256 |8.13°%+291
CONTRALATERAL
LADO IPSILATERAL 9.86+282 | 9.08°*+2.79 | 8.16*+2.77 | 6.04"*+ 2,87

Tabla. 2. En esta tabla se muestra la media del nimero de espinas dendriticas del estriado ipsi y

contralateral a la lesién de los cuatro grupos analizados.

En donde

* = P < 0,001 vs control
#¥=P<0.001vs Q
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MEDIA DEL NUMERO DE ESPINAS DENDRITICAS + ERST

NUMERO DE ESPINAS DENDRITICAS
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GRAFICA 2. En esta gréfica se muestra la media del nimero de espinas dendriticas

secundarlas del estriado de los caudados ipsi (I) y contralateral (C) a la lesién de los cuatro

grupos analizados.
En donde: * = P < 0.001 vs control.

#=P<000lvs Q
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GRUPO CONTROL

MACHO HEMBRA

MACHO HEMBRA

Fig. 6. Fotomicrografias de neuronas espinosas medianas del estriado del grupo control 3, (A)
400x, (¢) 1000x y del grupo control @ (B) 400x (D) 1000x.



LESION IPSILATERAL

Fig. 7. Fotomicrografias de neuronas espinosas medianas del estriado ipsilateral a l2 lesién con 6-
OHDA, del grupo lesionado & (A) 400x, (c) 1000x y del grupo lesionado @ (B) 400x (D) 1000x.
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LESION CONTRALATERAL

Fig. 8. Fotomicrografias de neuronas espinosas medianas del estriado contralateral a la lesion con
6-OHDA, del grupo lesionado 3 (A) 400x, (C) 1000x y del grupo lesionado Q (B) 400x (D) 1000x.
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ULTRAESTRUCTURA

ANALISIS DEL DIAMETRO DE LOS BOTONES SINAPTICOS

Respecto del didmetro de los botones sinapticos y la integridad del neuropilo,
nuestros datos no mostraron ningun cambio aparente en el estriado de los grupos

control macho y hembra.

Como se observa en la tabla 3 y 4, los botones sinapticos de las ratas & del grupo
control tuvieron una media de 696.8 £ 9.4 en e! lado contralateral y de 700 + 9.6
en el lado ipsilateral para el eje mayor y 474.9 + 9.6 en el lado contralateral y en
el lado ipsilateral la media fue de 477.0 £ 9.6 en el eje menor. Mientras que en el
grupo control @ la media del tamafio de los botones sinapticos en el eje mayor fue
para el lado contralateral de 747 + 12.4 y el lado ipsilateral fue de 781 + 13.2.
Mientras que para el eje menor fue de 532 *+ 11.27 para el lado contralateral y
566 £ 12.1, slendo estos valores mayores que los & pero sin presentar diferencias

significativas (Gréfica 3) (Fig. 9).
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MEDIA DEL DIAMETRO DE LOS BOTONES SINAPTICOS

EJE MAYOR
CONTROL CONTROL LESION LESION
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
LADO 747.0 £ 12.4 696.8 + 9.4 843.0 "+ 833 "+ 14.6
CONTRALATERAL 10.0
LADO IPSILATERAL | 781.0 £ 13.2 700.0 £+ 9.6 1040.0 " + 1433 " *+
11.0 18.0
EJE MENOR
CONTROL CONTROL LESION LESION
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
LADO 532.0 + 11.2?7 474.9 = 9.6 626.0 " % 581 '+ 12.7
CONTRALATERAL 13.10
LADO IPSILATERAL 566.0 £ 12.1 477.0 £ 9.6 768.0 * £ 11.0 980 ‘"% 16.13

Tabla 3 y 4. En estas tablas se muestra la media del tamafio (um) de los botones sindpticos, tanto
del eje mayor (Tabla 3), como del eje menor (Tabla 4) del estrlado ipsl y contralateral a fa lesién
de los cuatro grupos anallzados.

En donde * = P < 0.001 vs control

#=P <0.001vsQ
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DIAMETRO DEL BOTON SINAPTICO
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GRAFICA 3. En esta gréfica se muestra fa media del tamafio de los botones sindpticos, tanto de!

MEDIA DEL DIAMETRO (nm) + ERST

eje mayor como del eje menor de los caudados Ipsi (I) y contralateral (C) a la lesién de los cuatro

grupos anallzados.

En donde:* = P < 0.001 vs control.
# =P <0.001vs Q.
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Fig. 9. Fotomicrografia del neuropilo del estriado de una rata del grupo control; el cual se observa
en buenas condiclones y se pueden apreciar algunos contactos sindpticos ( * ), mitocodria (m),
axon (ax), mielina (—» ), dendrita (d). Magnificacién 14000 X.
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En el estriado ipsilateral a la lesién con 6-OHDA tanto en el grupo de las @ como
en el de los 4 el edema de los botones sinapticos fue evidente y estadisticamente
significativo con respecto a su control. Sin embargo, se puede observar que el
edema fue menor en 2, tanto para el eje mayor (x=1040 £ 11.0), como para el
eje menor (x=768 = 11.0), con respecto a los &, que presentaron en el eje mayor
(x=1433 £ 18.0) y el eje menor (x=980 + 16.13) (Fig. 10 y 11) (Tabla 3 y 4),

siendo estadisticamente diferente.

De igual forma observamos que en el estriado contralateral a la lesién en ambos
grupos existe incremento en el tamafio de los botones sinapticos, siendo para
ambos grupos estadlsticamente diferentes con relaciéon al grupo control. Se
observa que a diferencia del lado Ipsilateral, este edema fue mayor en las @, ya
que para el eje mayor presentd una media de 843 + 10.0 y para el eje menor fue
de 626 + 13.0 nm, mientras que en los § la media para el eje mayor fue de 833
+ 14.6 y en el eje menor fue de 581 + 12.7 (Tabla 3 y 4), no encontrdndose

diferencias signiflcativas entre ambos grupos.
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Fig. 10. Fotomicrografia de una parte de una neurona del estriado de un animal del grupo
lesionado Q@ con signos evidentes de neurodegeneracién, caracterizado por presencia de vacuolas
(*) rodeando al ndcleo (N), mitocondria (m), reticulo endopldsmico ( — ), degeneracién
de mitocondrias (dm), cuerpo multivesicular (CV). Magnificacion 20000 X.



Fig. 11. Fotomicrografia del neuropllo de! estriado de un grupo lesionado & con signos evidentes

de neurodegeneracion, caracterizados por presencia de vacuolas (*), mitocondrias edematizadas
(m), dendritas (d), boton sindptico (s). Magnificacion 14000 X.
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ESTRUCTURA POSTSINAPTICA.

En la tabla 5 se muestra la media del nimero total de botones sinapticos que
establecieron contacto con las espinas dendrfticas. Se puede observar que en el
estriado contra e ipsilateral de los grupos control y de las @ lesionadas, asf como,
el lado contralateral del grupo lesionado 3 presentaron valores semejantes y
constantes en el nimero de contactos establecidos con espinas dendriticas, no
existiendo diferencias significativas (Gréfica 5) (Fig. 12, 13). Sin embargo, el
caudado ipsilateral de los 3 lesionados presentd una pérdida significativa de este
tipo de contactos (x=21 + 1.6) siendo estadisticamente diferente con respecto al

control y a las hembras lesionadas.

ESTRUCTURA POSTSINAPTICA

CONTROL CONTROL LESION LESION

HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
LADO 34 £ 2.0 33+1.7 34+ 1.0 34 + 1.99
CONTRALATERAL
LADO IPSILATERAL 34+1.8 35+ 1.9 32 = 2.0 21 °"+1.6

Tabla 5. En esta tabla se muestra la media del nimero total de botones sinapticos que
establecleron contacto con espina dendritica del estriado Ipsi y contralateral a la lesién de fos cuatro
grupos anallzados. En donde * = P < 0.001 vs control,

#=P<0.001lvs ?
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CONTACTOS CON ESPINA DENDRITICA
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GRAFICA 4. En esta grafica se muestra la media dei nlimero de contactos con espina dendritica de
los caudados Ipsi (X) y contralateral (C) a la lesion de los cuatro grupos analizados.
En donde:* = P < 0.001 vs control.
#=P<0.001vs Q
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Fig. 12. Fotomicrografia del estriado de una rata grupo lesionado 3 en el cual se obsesva un botdn

con edema y vacuolas (*), asi como algunos botones sindpticos, mitocondrias (m), veskulas
sindpticas(—» ), espina (sp). Magnificacién 27000 X.
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Fig. 13. Fotomicrografia del estriado de un grupo lesionado (3, donde se observa un botdn

sindptico con edema (¢ ), vesiculas sindpticas (v), espina dendrica (sp). Magnificacién 40000 X.
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TIPO DE CONTACTO SINAPTICO.

Otro de los parametros evaluados en este estudio fue el tipo de contacto
establecido entre el botén presinaptico y la estructura postsinaptica (Tabla 6). La
grafica 6 representa el nimero de contactos perforados encontrados en los
diferentes grupos. Se puede apreclar que existe un aumento de sinapsis
perforadas (Fig. 14) en los caudados ipsilateral y contralateral de ambos grupos en
las ratas lesionadas con 6-OHDA con respecto al grupo control siendo
estadisticamente diferentes, y en el caso de las hembras lesionadas son

ligeramente superiores en ambos caudados que los machos lesionados, aunque no

son diferentes estadisticamente.

Como observamos anteriormente la deplecién de dopamina por la accién de la 6-
OHDA ocasiona alteraciones ultraestructurales muy evidentes en el estriado en
ambos grupos. Dichas alteraclones consistieron en un incremento en el tamano de
los botones presinapticos, cambio en los blancos postsindpticos, mayor nimero de
sinapsis perforadas, disminucién en el nimero de contactos sindpticos establecidos

con espinas dendriticas (Fig. 12, 13), presencia de vacuolas, neuritas hiperdensas,

y degeneracién axénica.

Sin embargo dichas alteraciones fueron menores en @ con respecto a J.
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TIPO DE CONTACTO (SIMPLE O PERFORADO)

CONTROL CONTROL LESION LESION
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
LADO 3.0 £ 0.79 24+1.1 5.0°+0.8 48" +0.88
CONTRALATERAL
LADO IPSILATERAL 26+1.2 26+1.3 6.0 * + 0.93 6.0 +1.6

Tabla 6. En esta tabla se muestra la media del nimero total de botones sinapticos que

establecieron contactos perforados en el estriado ipsi y contralateral a la lesién de los cuatro grupos

analizados.

En donde * = P < 0.001 vs control.
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MEDIA DEL NUMERO DE CONTACTOS + ERST
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GRAFICA 5. En esta grafica se muestra la media del nimero de botones sindpticos que

establecieron contactos perforados en los caudados ipsi (I) y contralateral (C) a la lesién de

los cuatro grupos analizados.
En donde:* = P < 0.001 vs control.
#=P<0.001vs Q
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Fig. 14. Fotomicrografia del estriado de un grupo lesionado @ donde se observa una sinapsls
perforada. Mitocondria (m), espina dendritica ( sp ), botdn sinaptico ( ~-» ), dendrita (d).
Magnfficacion 40000 X.
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DISCUSION

Nuestros datos no mostraron diferencias significativas en el estriado de los grupos
control en la mayoria de los parametros evaluados (exceptuando el grupo control
machos en el nimero de espinas dendriticas). Esto sugiere que no existe efecto de

lesién por la sola introduccion de la micropipeta e inyeccidn de la solucién salina.

INMUNOCITOQUIMICA.

El anadlisis inmunocitoquimico revelé que efectivamente la 6-OHDA indujo la
muerte de las neuronas dopaminérgicas nigroestratiales en mas de un 95% en el
lado ipsilateral a la inyeccién de la neurotoxina en ambos grupos experimentales, y
en el lado contralateral (aunque_la extension de la degeneraciéon fue mucho
menor). Como se ha reportado anteriormente, esta neurotoxina ocasiona la
muerte selectiva de estas neuronas dopaminérgicas asi como las del drea
tegmental ventral (VTA) (Ungerstedt, 1968; Zigmond, et al. 1990; Jeon, et al.

1995; Batarbet, et al. 2002; Deumens, et al. 2002; Dauer y Przedborski, 2003).

Como se menciond anteriormente, aunque el mecanismo molecular preciso de la
citotoxicidad de la 6-OHDA permanece todavia en discusidn, se han propuesto
varias hipétesis. Una de ellas se relaciona con la formacién de radicales libres por

reacciones de autooxidacién de la 6-OHDA formando en ultimo término radicales
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OH* (Soto-Otero, et al. 2000), ademas de su accién sobre la cadena respiratoria
mitocondrial, con la consecuente disminucién de ATP y por lo tanto la muerte

celular (Glinka and Youdim, 1995; Glinka, et al. 1996, 1997, 1998).

Como observamos en nuestros resultados, no existe diferencia significativa en el
lado ipsilateral a la lesién entre Q y &, lo cual puede deberse a que la inyeccién de
la neurotoxina es sumamente agresiva y local, lo que de alguna manera no
permite la sobrevivencia mayor de neuronas dopaminérgicas en ambos grupos.
Ferrez y col. (2003) tampoco encontraron diferencias significativas entre machos y
hembras en cuanto al nimero de neuronas dopaminérgicas sobrevivientes a la
lesién con 6-OHDA, sin embargo, cabe mencionar que ellos utilizaron dosis mucho

mayores (6 pg) y realizaron la lesién bilateral en ratas ovariectomizadas.

Ahora bien, nuestros resultados difieren con lo encontrado por Murray y col.
(2003), quienes observaron que hay un patréon de muerte celular sexualmente
dimérfica (machos-dominante), dosis-dependiente hacia la lesién con 6-OHDA, a
nivel de la SNc y el estriado. Sin embargo, estos resultados contradictorios pueden
deberse a diferencias metodoldgicas, ya que ellos utilizan varias dosis (1 pg, 3 ugy
6 ng) de 6-OHDA, mientras que nosotros utilizamos una dosis de 4 ug, superior al
rango donde encontraron neuroproteccién. Asimismo utilizan el lado contralateral
como control, el cual por las diversas observaciones hechas en nuestro laboratorio

(Avila-Costa, 1996) y en el presente trabajo no es recomendable utilizarlo ya que
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observamos que este lado también es afectado por la inyeccién con la 6-OHDA. Sin
embargo, la diferencia mas importante es que Murray y col. sacrifican a sus
animales de 7-10 dias después de la lesién, siendo posible que los estrégenos
protejan de alguna manera las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes bor un
corto periodo, pero finalmente es probable que estas células mueran
posteriormente (Ferrez, et al. 2003) como consecuencia de la accién de la

neurotoxina la cual es sumamente agresiva.

Con respecto al lado contralateral a la lesion, como se refirid solo el grupo &
lesionado presentd diferencias con respecto al control y a las hembras
(posteriormente analizaremos las diferencias entre lados ipsi y contralateral). Esto
probablemente se debe a que una de las caracteristicas de los estrégenos
(estradiol) presente en las Q, ejerce efectos antioxidantes que le confiere el grupo
hidroxilo en el C3 del anillo A de la molécula esteroide y es independiente de la
activacion de receptores especificos para estradiol (Behl, et al. 1997; Moosmann y
Behl, 1999), disminuyendo probablemente la accién de los ROS por efecto de la

inyeccion de la neurotoxina.

Otra posibilidad es que el Sistema Transportador de Dopamina (DAT), que
representa el mayor mecanismo por el cual la dopamina es eliminada de las
sinapsis (el cual es un elemento crucial involucrado en la regulacién de la

transmisién dopaminérgica) (Jaber, et al. 1997), tiene también la capacidad de
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transportar ciertas neurotoxinas como el MPP* (Heikkila, et al. 1985) y la 6-OHDA
(Schwarting y Huston, 1996) en las neuronas; por lo que se ha establecido que
juega un papel importante en procesos neurodegenerativos, observandose que
inhibidores de este transportador disminuyen la neurotoxicidad producida por estas
substancias (Ricaurte, et al. 1985; Clark y Reuben, 1995). Ahora bien, se ha
propuesto que los estrégenos pueden regular la actividad del DAT. Bossé, et al.
1997 analizaron la densidad de DAT en el estriado y en el nlcleo acumbens y
observaron que en ratas ovariectomizadas la densidad del DAT con respecto a sus
controles (ratas intactas) disminuyé. Disshon, et al. 1998 proponen que los
estrogenos modifican la Am, pero no la Wnax del transportador sugiriendo un
decremento en la afinidad por parte del receptor hacia la dopamina; en ambos
casos estos cambios mantendrian parcialmente los niveles de DA y de alguna
manera se mantendria la actividad nigrosestriatal; asimismo, esto disminuiria la
captura de la 6-OHDA, disminuyendo por lo tanto la posibilidad de
neurodegeneracién y de esta manera influyendo en la mayor sobrevivencia

encontrada en el lado contralateral del grupo lesionado <.
ALTERACIONES EN EL NOMERO DE ESPINAS DENDRITICAS.
La mayor composicion celular (aprox. 95%) en el estriado estd dada por las

llamadas “neuronas espinosas medianas de proyeccién”, las cuales reciben

aferencias excitatorias (glutamatérgicas) de la corteza, tdlamo y amigdala (DiFiglia,
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et al. 1980; Groves, 1980; Somogyi, et al. 1981; Gerfen, 1988; Blandini, et al.
2000), asi como aferencias dopaminérgicas provenientes de la SNc y el area
tegmental ventral (Blandini, et al. 2000). Nuestros resultados mostraron que la
deaferentacion causada por la inyeccién de la 6-OHDA, provocd tanto en el
estriado ipsilateral a la lesién como en lado contralateral de ambos grupos pérdida
de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas, lo cual se ha
observado en modelos animales lesionados con 6-OHDA, asi como en pacientes
que cursaron con la EP (McNeill, et al. 1988; Ingham, et al. 1989; Ingham, et al.
1993) corroborando que ante cualquier agresion del sistema nervioso, uno de los
primeros datos morfolégicos que se tienen es la pérdida de espinas dendriticas
(Colin-Barenque, et al. 1999; Avila-Costa, et al. 1999 2001; Fiala, et al. 2002;

Gonzalez-Burgos, 2004; Gutiérrez-Valdez, 2004; entre otros).

Ahora bien, la pérdida de espinas podria ser un mecanismo compensatorio como
consecuencia de la deaferentacion ocasionada por la lesion con 6-OHDA, ya que
como se ha observado la liberacién de glutamato en el estriado al estar modulada
en parte por las aferencias nigroestriatales (Calabresi, et al. 1997; Grenhoff y
Jonson, 1997; Cepeda y Levine, 1998), al perderse esta regulacion (disminucion de
dopamina estriatal) se provocaria un incremento en los niveles extracelulares del
glutamato extracelular (Calebresi, et al. 1993; Meshul, et al. 1999), este
incremento en los niveles de glutamato podria deberse como se ha observado a

partir de estudios de electrofisiologla a que la inhibicién de los receptores D, causa
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un incremento en los niveles basales extracelulares de glutamato y potasio
(Yamato y Cooperman, 1994), asimismo, aunque se ha sugerido que la inhibicién
modulatoria estd mediada por la activacién de los receptores Dy Kiyatkin y Rebec
en 1999 mostraron que la administracion de un antagonista especifico de
receptores D; (SCH-23390) pero no de los receptores D, incrementaba de igual
forma la liberacidn de glutamato, el cual es el aminoadcido excitatorio mas
importante del sistema nervioso central que podria llevar a procesos de muerte
celular por excitotoxicidad (Trump y Berezesky, 1995; Kucukkaya, et al. 1996;

Oyama, et al. 1996; Shepherd, 1996; Dykens, 1999; Leist y Nicotera, 1999).

Se ha propuesto que la “sobreactivacién” de los receptores NMDA como
consecuencia del incremento en los niveles de Ca®* originaria la activacién de la
calcineurina ocasionando una reorganizacion de los filamentos de actina (F-actina)
con la subsecuente contraccion o colapso de las espinas dendriticas (Segal, 1995b;
Halpain, et al. 1998; van Rossum y Hanish, 1999), esta disminucién o pérdida de
espinas como se menciond anteriormente podria ser un mecanismo
compensatorio, ya que de esta manera disminuiria el numero de contactos
sinapticos excitatorios con la consecuente disminucién del influjo de Ca®*
intracelular (Furukawa, et al. 1995; Segal, 1995a; Trump y Berezesky, 1995;

Kucukkaya, et al. 1996; Oyama, et al. 1996; Dykens, 1999; Leist y Nicotera, 1999).

73



Con respecto a las diferencias entre géneros encontradas en los grupos control y
lesionados tenemos como antecedentes que Woolley, et al. (1990) observaron que
la densidad de espinas dendriticas en el hipocampo (un area del cerebro que no es
particularmente asociada con la conducta sexual), variaba marcadamente a través
del ciclo estral mostrando un pico durante el proestro (los niveles de estrégenos
son mas elevados) y disminuyendo durante el estro. Varios autores han observado
que los estrégenos regulan la formacion de espinas (McEwen, et al. 2001; Segal y
Murphy, 2001; Gazzaley, et al. 2002) a través de alguno de los siguientes

mecanismos:

a. Los estrégenos incrementan la fosforilacion de CREB (proteina ligada a la-
respuesta del AMPc), es indispensable para la formacién de nuevas espinas

dendriticas.

b. La exposicién de cultivos neuronales a estrégenos produce una disminucién
(cerca del 80 %) en el contenido de GAD de las interneuronas, mas aun, las
corrientes miniatura inhibitorias postsinapticas (IPSCs) fueron reducidas en tamaiio
y frecuencia, mientras que las EPSCs incrementaron en frecuencia, lo que llevaria a

un incremento excitatorio en las neuronas piramidales del hipocampo y por lo

tanto un mecanismo para formar nuevas espinas.
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c. El BDNF (Factor Neurotrofico Derivado de Cerebro) es inhibido por el estradiol,
lo cual resulta en un decremento en GAD65 (una isoforma de GAD) llevando a una

disminucién de IPSCs y como se vio anteriormente llevaria a la formacién de

nuevas espinas.

Ahora bien si tomamos en cuenta que el 95% de las neuronas estriatales son las
neuronas espinosas medianas GABAérgicas, podriamos pensar que mecanismos
semejantes a los encontrados en el hipocampo estén ocurriendo en este modelo y

por lo tanto seria la consecuencia de las diferencias encontradas entre machos y

hembras.

EDEMA DE LOS BOTONES SINAPTICOS.

Nuestros resultados demostraron que la deplecién unilateral de la via nigroestriatal
provoca un incremento en el tamafio de los botones sindpticos del estriado tanto
en el lado ipsilateral como contralateral de los dos grupos experimentales, siendo

estadisticamente menor en las hembras.

El edema presente en los botones sinapticos tanto en machos como en hembras
puede ser debldo a que la lesién unilateral con 6-OHDA en el haz medial del
cerebro anterior, causa una completa o casi completa destruccién de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales y sus terminales en el estriado; ya que las
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terminales nerviosas dopaminérgicas y glutamatérgicas establecen contacto
sindptico con las neuronas espinosas medianas gabaérgicas, la deplecién de la
dopamina como consecuencia de la lesién afecta la funcién de estas Ultimas
(Meshul, et al. 1999) ya que se ha sugerido que la dopamina mantiene de alguna
manera la integridad estructural de las membranas del sistema (Arbuthnott e
Ingham, 1993) y ante la pérdida de ésta como consecuencia de la lesidn, los

botones sinapticos restantes degeneren y ocupen mayor espacio.

Ingham y cols. 1991 reportaron que al eliminar unilateralmente la via
nigroestriatal, el didmetro de los botones encefalinérgicos aumentd
significativamente y proponen que este hinchamiento puede ser un mecanismo
compensatorio, ya que como se ha observado el efecto de la encefalina es
inhibitoria, el aumento de las “zonas activas” puede llevar a una mayor liberacién
de este neurotransmisor teniendo por lo tanto efecto inhibitorios sobre sus blancos
postsinapticos, compensando de alguna manera la excitabilidad que se ve

incrementada como consecuencia de la lesién con la 6-OHDA.

Ahora bien, en cuanto al menor tamafio de los botones sinapticos en hembras
(edema), se ha visto que los estrégenos presentes en las células gliales
(astrocitos) estimulan la actividad de la glutamina sintetasa, por medio de la
activacién de los receptores especificos al estradiol, lo que llevaria a la conversion

de glutamato a glutamina que es considerada como no téxica (Shy, et al. 2000), lo
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que de alguna manera podria permitir al estriado regresar a un balance, evitando
mayor dafio sobre las neuronas estriatales restantes como consecuencia de las

alteraciones provocadas por el exceso de Ca** como se menciond anteriormente.

TIPO DE CONTACTO.

Nuestros resultados mostraron que el estriado ipsilateral a la lesidén en el grupo de
las ratas macho presentd una disminucion en el nimero de contactos con espina,
lo cual ha sido reportado por Ingham vy cols. (1989, 1991, 1993) y Avila-Costa
(1996). Esto podria corresponder a la pérdida de espinas dendriticas en las

neuronas espinosas medianas que observamos por medio de la tincién de Golgi.

Sin embargo, la pérdida de contactos con espinas en el grupo lesionado de las
ratas hembras se mantuvo parecida al control, aun cuando el nimero de espinas
dendriticas observadas por la técnica de Golgi disminuyé significativamente con
respecto al control. Esto podria deberse a que el analisis a nivel histoldgico es
individual (es decir, existen ciertas neuronas que presentaron gran pérdida de
espinas, pero no todas), probablemente estas neuronas con pérdida de espinas
estaban entrando en procesos necréticos, perdiendo en primer término sus espinas
dendriticas, teniendo el resto de las neuronas el suficiente numero de espinas para
que los botones aferentes establecieran contactos en ellas; o también podria

deberse a que es un mecanismo compensatorio, ya que al disminuir el numero de
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espinas, las neuronas restantes tenderian a conservar el mayor nimero de

contactos con espina para evitar la excitotoxicidad.

SINAPSIS PERFORADAS.

Como observamos en nuestros resultados existe un incremento en el numero de
sinapsis perforadas con respecto al grupo control en ambos grupos (no siendo
estadisticamente diferente entre 3 y @), lo cual concuerda con lo observado en
nuestro laboratorio (Avila-Costa, 1999; Orddfiez-Librado, 2004), asi como en
modelos de lesién unilateral de la corteza entorrinal (Nieto-Sampedro, et al. 1982)

entre otros (Carlin y Siekewitz, 1983; Geinisman, et al. 1992).

Este tipo de sinapsis han sido consideradas como estados intermediarios durante el
proceso de divisiébn sindptica (aunque este punto se encuentra todavia en
especulacion (Carlin y Siekevitz, 1983), también se han propuesto como posibles
indicadores de una remodelacion sinaptica (Anglade, 1996) observandose en la
neocorteza a partir del dia 19 (Itarat y Jones, 1992), y en el 7° dia postnatal de
ciertos animales (Harris, et al. 1999), asimismo se ha sugerido que las sinapsis
perforadas pueden funcionar para incrementar la superficie de la densidad

postsindptica (PSD) y por lo tanto hacer mas eficiente el proceso de

neurotransmislién por lo que probablemente su incremento en los grupos
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analizados puede ser debido a que es un mecanismo de plasticidad cerebral ante la

lesidn provocada por la 6-OHDA.

ALTERACIONES EN EL ESTRIADO CONTRALATERAL.

Las alteraciones del estriado contralateral en ambos grupos consistieron en
disminucion en el nimero de neuronas inmunorreactivas @ TH* como consecuencia
de la 6-OHDA, disminucion en el nimero de espinas dendriticas de las neuronas
espinosas medianas, incremento en el tamafio de los botones sinapticos,
disminucién en el nimero de contactos con espinas dendriticas e incremento en el
numero de sinapsis perforadas. Sin embargo, las alteraciones en el grupo hembras
en todos los parametros observados fueron de menor magnitud. La explicacién de
lo anterior, podria deberse a las evidencias de que la via dopaminérgica
nigroestriatal proyecta ipsi y contralateralmente, siendo la proyeccién contralateral
aproximadamente del 5% al 10% del numero total de neuronas que proyectan al
estriado ipsilateral (Fass y Butcher, 1981; Loughlin y Fallon, 1982). Entonces, la
lesién unilateral podria provocar alteraciones en el estriado contralateral a través

de la pequeiia porcidn de células que proyectan al estriado no lesionado.

En este sentido, Avila-Costa (1996) reportd que existe una lateralizacion del

estriado contralateral como consecuencia de la denervacidn ocasionada por la 6-

OHDA.
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos observamos que la lesién con 6-OHDA
provocd alteraciones citoldgicas y ultraestructurales, como edema de los botones
presindpticos, pérdida de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas,
disminucién de contactos con espinas, aumento en el numero de sinapsis

perforadas y pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNc.

El lado contralateral también sufre alteraciones, esto probablemente a la existencia

de la via cruzada, por lo que no es recomendable utilizarlo como control.

Existe una diferencia entre sexos cuando se lesiona con 6-OHDA, siendo el dafo
menor y estadisticamente diferente en las hembras con respecto a los machos,

pudiéndose atribuir esta diferencia a la presencia de los estrégenos.

Cabe mencionar que en los ultimos afios se ha relacionado la menopausia y
algunas enfermedades degenerativas que cursan con deterioro en los procesos
mnésicos, con alteraciones en la plasticidad cerebral. (Olanow, 1993; Villa-Pastor,
2001; Alberca, et al. 2002). Mas aun, la terapia sustltutiva hormonal (TSH) parece
disminuir el riesgo y/o la severidad de estas enfermedades, ademas de mejorar la
memorla y la cognicién (Wise, 2001). En los dos Gltimos siglos el promedio de vida

en las mujeres se ha incrementado, mientras que la edad de inicio de la
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menopausia se mantiene constante. Consecuentemente, un gran nimero de
mujeres pasa la mayor parte de su vida en un estado hipoestrogénico por lo que
es necesario realizar mas estudios referentes a la accidén de los estrégenos dentro
del sistema nervioso central y en particular su relaciéon con las enfermedades

neurodegenerativas.
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APENDICE 1

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

1. Una vez fijado el cerebro se toman fragmentos del estriado dorsolateral.

2. Se colocan durante una hora en tetradxido de Osmio al 1% preparado con PBS
‘para la postfijacion.

3. Posteriormente los fragmentos se lavan con PBS en tres cambios de 10 minutos
cada uno.

4. DESHIDRATACION: Se coloca el tejido en alcoholes en concentraciones
crecientes (del 50% al 96%) durante lapsos de 10 minutos cada uno

5. Posteriormente, el tejido se coloca en alcohol al 100% por tres ocasiones de 10
minutos cada una.

6. El tejido se coloca en tolueno durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Los
fragmentos se infiltraran en una mezcla de resina 1:1 araldita-tolueno a 60° C. Se
mantienen por 12 horas en una mezcla 3:1 de araldita-tolueno a temperatura
ambiente y los fragmentos ya infiltrados se incluiran en araldita pura a 60° C
durante 24 horas.

7. Una vez que se polimerice la resina, se procedera a realizar los cortes finos de
900 A en un ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de diamante.

8. Se montan los cortes en rejillas de cobre y se contrastan con acetato de uranilo
al 5% durante 20 minutos y con citrato del plomo al 0.4% por 5 minutos.

9. Los cortes seran observados en un microscopio electronico Jeol Jem 100 CX II y

se llevara a cabo el andlisis ultraestructural, realizando las mediciones
directamente en la pantalla.
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APENDICE 2

INMUNOCITOQUIMICA PARA TIROXINA HIDROXILASA PARA
MICROSCOPIA DE LUZ

1. Una vez fijado el cerebro se toma el mesencéfalo ventral y se hacen cortes de
50 micras en el vibratomo y se colocan en buffer PBS.

2. Se lavan los cortes 3 veces en buffer PBS durante 10 minutos cada vez, con
agitacion.

3. Se lavan los cortes 3 veces en buffer TRIS durante 10 minutos cada vez, con
agitacion.

4. Se preparan 5 ml de buffer TRIS con 3% de suero normal de cabra y 0.3% de
Tritdn y se sumergen los cortes 1 hora con agitacién.

5. Se incuba el tejido en una alicuota (1:1) de anticuerpo primario ANTI-TH en
buffer TRIS (1:1000) y 1% de suero normal de cabra por tres dias a 4° C.

6. Se lavan los cortes tres veces en buffer TRIS con 1% de suero normal de cabra
durante 10 minutos con agitacion.

7. Se incuba el tejido por una hora a temperatura ambiente en el anticuerpo
secundario ANTI-IgG de conejo (1:1000), en buffer TRIS con 1% de suero normal
de cabra durante 10 minutos con agitacion.

8. Se lavan los cortes 3 veces en buffer TRIS con 1% de suero normal de cabra
durante 10 minutos con agitacion.

9. Se incuba el tejido en ABIDITINA-BIOTINA (1:200) por una hora a temperatura

ambiente en buffer TRIS con agitacién. En 5 ml de TRIS se agrega una gota de Ay
una gota de B.

10. Se lavan los cortes 3 veces en buffer TRIS durante 10 minutos con agitacién.

11. Se incuba el tejido en 3-3 DIAMINOBENZIDINA (DAB) al 0.05% y 0.003% de
H,0..

Preparacién: 5 mg de DAB se disuelven en 10 ml de buffer TRIS, cuando
este disuelta la DAB se agregaran 100 ul de H,0,. Incubar los cortes hasta
que se tornen un poco obscuros (aprox. 5 minutos).
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12, Se lavan los cortes 3 veces en buffer TRIS durante 10 minutos con agitacion.

13. Montar los cortes en portaobjetos previamente gelatinizados y se dejar secar
un dia.

DESHIDRATACION:

14. Se prepara una bateria y se pasan los portaobjetos con el tejido durante un
minuto en cada vaso de Coplin.

Alcohol 70% 2 recipientes
Alcohol 96% 2 recipientes
Alcohol 100% 2 recipientes
Xilol 2 recipientes

15. Se pone la resina y se coloca el cubreobjetos sin dejar burbujas.

102



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Justificación
	Objetivo General
	Metodología
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Referencias Bibliográficas
	Apéndice 1. Microscopía Electrónica de Transmisión

