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TABLA DE ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
O, lon superoxido
6-OHDA 6-hydroxidopamina
ATV Area Tegmental Ventral
CE Cuerpo estriado
DA Dopamina
EP Enfermedad de Parkinson
GB Ganglios basales
H20> Peroxido de hidrégeno
i.p. Intraperitoneal
IMAO-B Monoamino oxidasa tipo B
L-dopa L-3,4-dihidroxifenilalanina
MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina
OH Hidroxilo
SN Sustancia nigra
SNc Sustancia nigra pars
compacta
SNr Sustancia nigra pars

reticulata




RESUMEN

La enfermedad de Parkinson se presenta cuando hay degeneracion del 80% o mas de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. La causa de esta muerte se
desconoce, pero existen diversas teorias. Una teoria sostiene que radicales libres
contribuyen a la muerte de las neuronas. Para estudiar la enfermedad se han
desarrollado modelos animales orientados al estudio de los mecanismos implicados en
la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas. La 6-OHDA es una de las
neurotoxinas utilizadas ya que produce una destruccion selectiva de neuronas
catecolaminérgicas. La Bromocriptina fue el primer agonista aprobado para la practica
clinica, su principal uso es como auxiliar de la levodopa, estudios previos reportan que
este farmaco tiene propiedades neuroprotectoras y de barredor de radicales libres
ademas de reducir la recaptura de dopamina y minimizar el dafo causado por el estrés
oxidativo. Asi en el presente trabajo se estudio el efecto de la bromocriptina en las
neuronas espinosas medianas del estriado en animales lesionados con 6-OHDA. Se
determino el efecto de la bromocriptina en el numero de espinas dendriticas de
animales lesionados con 6-OHDA. Se utilizaron 20 ratas machos Wistar, separados en
4 grupos: 1) Lesién falsa con sol. salina y sin suministro de bromocriptina, 2) lesionado
con 6-OHDA sin suministro de bromocriptina, 3) lesionado con 6-OHDA y tratado con
bromocriptina, 4) sin lesion y tratado con bromocriptina. Se cuantificé el nimero de
espinas en 20 um de 5 dendritas de 20 neuronas espinosas medianas por cada rata.
Los resultados mostraron que existe aumento significativo en el nUmero de espinas
dendriticas del grupo lesionado y tratado con bromocriptina comparado con el grupo
lesionado y sin tratamiento. Este aumento podria explicarse por un efecto antioxidante y
neuroprotector de la bromocriptina el cual atenta el dafio ocasionado por la 6-OHDA.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita originalmente en 1817 por James
Parkinson, un médico britanico que public6 una ponencia sobre lo que él llamé "la
paralisis temblorosa" (Parkinson, 1817). En ese documento, expuso los sintomas
principales de la enfermedad que hoy lleva su nombre. Durante los casi dos siglos que
han seguido, los cientificos han luchado por identificar las causas y tratamientos de la
enfermedad. Se ha definido su gama de sintomas, la distribuciéon en la poblacién y las
posibilidades de cura.

La EP pertenece a un grupo de condiciones llamadas desérdenes del sistema
motor. Los cuatros sintomas principales son el temblor; la rigidez; la bradicinesia y la
inestabilidad de postura o balance o coordinacion afectados. A medida que estos
sintomas se hacen mas pronunciados, los pacientes pueden tener dificultad de caminar,

hablar y realizar otras tareas simples (Lang y Lozano, 1998(a); DeLong, 2000).

1. SINTOMAS PRINCIPALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

1.1. Temblor

El temblor asociado con la EP tiene un aspecto caracteristico. Tipicamente,
adopta la forma de un movimiento del pulgar y el indice hacia atras y hacia adelante,
denominado "rodar de la pildora" por parecer que el enfermo esta jugando con una
pildora entre sus dedos(Lang y Lozano, 1998a).

1.2. Rigidez

La rigidez, o una resistencia al movimiento, afecta a la mayoria de los pacientes
con EP. En esta enfermedad la rigidez sucede si se perturba el equilibrio de los
musculos opuestos. Los musculos permanecen constantemente tensos o contraidos
por lo que la persona siente dolor o se siente inflexible o débil. La rigidez se hace
evidente cuando otra persona trata de mover el brazo del paciente, el cual se mueve

lentamente con movimientos cortos y abruptos, conocidos como rigidez de "engranaje”.



1.3. Bradicinesia

La Bradicinesia, o lentitud de movimiento espontaneo y automatico, es
particularmente frustrante porque es dificil de pronosticar. Durante un momento el
paciente puede moverse con facilidad y al momento siguiente puede necesitar ayuda.
Este es quizas el sintoma mas incapacitante y perturbador de la enfermedad, porque el
paciente no puede realizar con rapidez movimientos habituales, tales como lavarse o

vestirse (Lang y Lozano, 1998b).

1.4. Inestabilidad de la postura.

Las alteraciones provocadas por la EP sobre la postura y la coordinacién, hacen que los
pacientes adquieran una inclinacién hacia adelante o hacia atras y se caigan con
facilidad. Los pacientes pueden detenerse a mitad de su camino y "congelarse", e
incluso caer o pueden caminar con una serie de pasos rapidos y pequefos como Si
estuviesen apresurandose hacia adelante para mantener el equilibrio. Esta forma de
caminar se conoce como festinacion (Lang y Lozano, 1998(b); National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, 2003).



2. Origen de la enfermedad

La EP se presenta cuando hay degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra, (SN) (Lang y Lozano, 1998(a); Dunnett y Bjorklund, 1999; Olanow y
Tatton, 1999, Mizuno et al, 1999; DelLong, 2000). Normalmente, estas neuronas
producen dopamina. La dopamina es el neurotransmisor responsable de transmitir las
senales de la SN al cuerpo estriado (CE). La pérdida de dopamina provoca que las
neuronas del estriado actien sin control, dejando a los pacientes incapaces de dirigir o
controlar sus movimientos de forma normal. Estudios previos han demostrado que los
pacientes con EP tienen una pérdida del 80% o mas, de las células dopaminérgicas en
la SN (Barzilai y Melamed, 2003). La causa de esta muerte o deterioro celular se
desconoce, pero existen diversas teorias sobre la etiologia de la enfermedad.

1) Una teoria sostiene que radicales libres (moléculas o compuestos inestables y
potencialmente perjudiciales, generadas por acciones quimicas normales en el cuerpo)
pueden contribuir a la muerte de las neuronas dopaminérgicas conduciendo asi a la EP
(Chacon et al, 1987, Sinha et al, 1986; Shapira et al, 1990), esto se ha sustentado con
estudios post mortem de pacientes con EP y por estudios en donde se ha demostrado
que el estrés oxidativo y algunas toxinas oxidantes pueden inducir degeneracion de
neuronas de la SN (Olanow et al, 1998). Los radicales libres son inestables debido a
que carecen de uno o mas electrones. En un intento por reemplazar el electrén que
falta, los radicales libres reaccionan con las moléculas circundantes. Por ejemplo el
oxigeno, que presenta dos electrones no pareados, cuando este, acepta un electrén se
convierte en el ion superoxido ‘O, que es poco reactivo, pero si este ion acepta otro
electron y dos hidrégenos, se produce el peroxido de hidrégeno (H-0.) que aunque no
se califica como radical puede ser hidrolizado por radicales provenientes de metales
(como el ion ferroso Fe2+ o el i6n cuprico Cul+), estos metales descomponen el H.O»
en el radical hidroxilo “OH que es altamente reactivo, por lo que una alta concentracion
de hierro en presencia de H>O,, como ocurre durante el metabolismo de la dopamina,
podria resultar en estrés oxidativo, al cual son altamente sensibles las neuronas

(Chacon et al, 1987; Ischirolopoulos y Beckman, 2003; Klein y Ackerman, 2003). lo



anterior explica por que la neuromelanina (presente en la SN) por su alta concentracion
de hierro es un efectivo pro-oxidante, lo que aumenta la posibilidad de que las neuronas
de la SN sufran degeneracion por estrés oxidativo (Faucheux et al, 2003). En
condiciones normales los antioxidantes protegen a las células de este dano
manteniendo bajo control la concentracion de los radicales libres evitando el dafio a las
células, asumiendo que la insuficiencia de enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa son una importante razén de la
neurodegeneracion en la EP (Kolesnikova y Serebrovskaya, 2003). La evidencia de que
los mecanismos oxidativos pueden ocasionar o contribuir a la EP incluyen el hallazgo
de hierro en niveles elevados en el cerebro de pacientes con la EP en especial en la
SN, ademas de observar niveles decrecientes de ferritina, que sirve como mecanismo
protector rodeando o formando un circulo alrededor del hierro y aislandolo (Pavon et al,
1998; Barzilai et al, 2000; Junn y Mouradian, 2001; National Institute of Neurological
Disorders and Stroke. 2003).

2) Se ha sugerido que la EP puede ocurrir cuando una toxina enddgena o
exogéna destruye selectivamente las neuronas dopaminérgicas. Un factor de riesgo
ambiental tal como la exposicion a pesticidas, o a alguna toxina en el suministro de
alimentos, es un ejemplo de la clase de desencadenante externo que pudiera
hipotéticamente ocasionar la EP. La teoria se basa en el hecho de que hay toxinas,
como la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) y medicamentos neurolépticos,
gue se saben inducen sintomas de la EP en los seres humanos, tales como el temblory
la rigidez (Langston et al, 1983, Naoi et al, 1993). Sin embargo, hasta la fecha, ninguna
investigacion ha proporcionado prueba definitiva de que una toxina sea el origen de la
enfermedad.

3) Otra teoria, relativamente nueva, explora el papel de los factores genéticos en
el desarrollo de la EP. De un 15 a un 25 por ciento de los pacientes con EP tienen un
familiar cercano que ha experimentado sintomas de la enfermedad. Los investigadores
se han interesado en la posibilidad de que el deterioro en el ADN de las mitocondrias
pueda ser la causa de la enfermedad de Parkinson (Barzilai y Melamed, 2003). En otro



estudio con 116 pares de gemelos, cinco hermanos desarrollaron la EP, estos valores
son los que se esperarian dentro de la poblacion en general por lo que el autor
concluye que los factores genéticos no juegan un papel esencial en la etiologia de la
EP (Ledn, 1996). Por lo que el papel de la herencia en la EP aun no se tiene bien
precisado pero se propone que los factores genéticos juegan un papel importante en su
desarrollo. Ademas se ha visto que familias japonesas presentan mutaciones en el gen
“parkin”, que fue el primero descubierto en autosomas recesivos en inicios de la EP
(Kitada et al, 1998).

4) Una teoria mas propone que la EP ocurre cuando, por causas desconocidas,
el deterioro de las neuronas dopaminérgicas, relacionado con la edad, se anticipa en
algunas personas. Esta teoria se sustenta en el conocimiento de que la pérdida de
mecanismos protectores antioxidativos esta asociada con la EP y el envejecimiento
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2003).

En resumen, se ha propuesto que los mecanismos de dafno oxidativo, toxinas
ambientales, predisposicién genética y envejecimiento acelerado, son los factores que
podrian contribuir al desarrollo de la enfermedad (Davis et al, 1979; Gorell et al, 1998;
Menegon et al, 1998; Dunnett y Bjorklund, 1999; DelLong, 2000) (Fig. 1).

Produccion de.
sustancias o

Falla energetica
por problemas
en mitocondrias NMEUROMA

genactica

Fig. 1 Esquema de las posibles causas de la Enfermedad de Parkinson.



3. ANATOMIA PATOLOGICA DE LA EP

La EP se caracteriza por la disminucién de dopamina en el cuerpo estriado,
como resultado de la perdida neuronal en la SN. El dano fundamental se localiza en la
pars compacta (SNc), observandose en las neuronas sobrevivientes cuerpos de Lewy;
gue son inclusiones citoplasmaticas eosinoéfilas, esféricas, constituidas principalmente
por neurofilamentos que se acumulan debido a una fragmentacion y fosforilizacion
defectuosas, estan formados por una serie de proteinas entre las que destacan la
ubiquitina, la cristalina, la gelsolina, las quinasas y la a—sinucleina. La palidez de la SN
provocada por esta perdida neuronal es evidente a simple vista si se compara un corte
de mesencéfalo de un individuo con EP con el corte correspondiente a un cerebro de
una persona de la misma edad sin dafo neuronal (De Long, 2000; Grau y Kulisevsky,
2001; Shimohama et al, 2003) (Figura 2).

Pero hablar de la EP implica referirse a los sistemas involucrados en el control
del movimiento lo que nos lleva a remitirnos a los ganglios basales (GB) especialmente
al CE por ser la zona del sistema nervioso central mayormente involucrada en el control

del movimiento (Najera et al, 1996).

Fig.2. Cortes de mesencéfalos de pacientes con EP (izquierda) donde se aprecia la
depigmentacion de la sustancia negra (SN) -debido a la perdida de neuronas dopaminérgicas- y de
una persona sin dafo neurolégico (derecha).



4. GANGLIOS BASALES

Los GB son un grupo de nucleos situados en la base de los hemisferios
cerebrales constituidos por el Estriado (caudado y putamen), el Globo Palido (segmento
interno y segmento externo), el Nucleo subtaldmico, la SNc y la sustancia nigra pars
reticulata (SNr) (Alvarez et al, 2001). La organizacion anatémica y funcional de los GB
ha recibido una notable atencién en las Ultimas dos décadas, por los aspectos
neurofisiolégicos de enfermedades neurodegenerativas como la EP (Blandini et al,
2000).

El ndcleo de aferencias de los GB es el CE. La mayoria de estas vias se originan
en todas las areas de la corteza (sensorial, motora y de asociacién) que proyectan
aferencias excitadoras las cuales utilizan glutamato y aspartato, (Bargas y Galarraga,
2000). La mayor parte de estas vias llegan al caudado y al putamen, especificamente a
las neuronas espinosas, evidenciado por la interaccion funcional entre la dopamina y el
glutamato en estas neuronas (Reynols y Wickens, 2002). Las proyecciones
corticoestriatales representan el primer paso en la transposicion del mapa cortico-
funcional de los GB.

El estriado también recibe aferencias excitadoras de los nucleos intralaminares
del talamo, este tipo de fibras contiene pequefias vesiculas sinapticas que terminan en
las espinas dendriticas de las neuronas espinosas. Sin embargo existe controversia
sobre si este tipo de vias utilizan glutamato, aspartato o acetilcolina (Berendse y
Groeneweger, 1990).

Otras aferencias son las nigroestriadas, estas fibras se originan en las células de
la SNc. Estas fibras atraviesan la capsula interna y parte del globo palido en su
recorrido hacia el caudado y el putamen, algunas de ellas terminan en el globo palido.
Ademas de la dopamina que es el neurotransmisor del 95% del tracto nigroestriado,
existe un neuropeptido, la neurotensina y es probable que la colecistoquinina pueda
también estar involucrada en las fibras nigroestriadas. Ademas se ha sugerido que un
pequeno porcentaje de esta neuronas (5-8%) contienen GABA en lugar de dopamina
(Rodriguez y Gonzalez-Hernandez, 1999). Asi mismo la neuronas dopaminérgicas de la
SN recibe aferencias del estriado de proyecciones GABAérgicas (Smith y Bolam, 1989).



Las fibras rafe estriadas forman parte de los sistemas aferentes noradrenérgico y
serotonérgico. Estas fibras corren rostralmente a los campos de Forel donde se
extienden lateralmente a la zona incerta y entran a la capsula interna y hacen contacto
con el nucleo caudado y el putamen en la porcion caudadolateral (Azmitia y Segal,
1978; Najera et al, 1996). Mediante estudios inmunohistoquimicos y transporte
retrogrado en rata, se establecidé que el 33% de las neuronas serotonérgicas del nucleo

del rafé proyectan al caudado y putamen (Steinbush, et al 1981).

Los dos nucleos de eferencia de los GB son, el segmento interno del globo palido
y la SNr, ambos inhiben tonicamente a sus ndcleos efectores situados en el talamo y en
el tronco encefalico. Se piensa que esta senal inhibidora esta regulada por dos vias
paralelas que discurren desde el cuerpo estriado hasta los dos nucleos de eferencia:
una directa y otra indirecta. La via indirecta pasa primero al segmento externo del globo
palido y de alli al nucleo subtalamico, siguiendo una via puramente GABAérgica y
finalmente desde el nucleo subtalamico a los nucleos de eferencia mediante una
proyeccion excitadora glutamatergica. La proyeccién del nicleo subtalamico es la Unica
conexion excitadora intrinseca de los ganglios basales, las deméas son GABAérgicas e
inhibidoras (Fig. 3)(Kandel et al, 2000).

Cuando sefiales excitadoras fasicas activan transitoriamente la via directa desde
el CE hasta el globo palido, las neuronas tonicamente activas de este ultimo suprimen
su actividad, lo que permiten que sean activados el tadlamo y la corteza. En cambio la
actividad fasica de la via indirecta aumenta transitoriamente la inhibicion del talamo
como puede determinarse si se tiene en cuenta la polaridad de las conexiones entre el
cuerpo estriado y el segmento externo del globo palido, entre el segmento externo y el
nucleo subtaldmico, y entre el ndcleo subtaldmico y el segmento interno del globo
palido (Kandel et al, 2000). Por lo tanto, la via directa puede proporcionar una
retroalimentacion positiva y la via indirecta una negativa en el circuito entre los GB y el

talamo.



Estas vias eferentes tienen efectos opuestos sobre los nucleos de eferencia de
los GB y de esta forma sobre las zonas efectoras de estos nucleos. La activacion de la
via directa activa al talamo y asi aumenta la actividad talamocortical, mientras que la
activacion de la via indirecta inhibe ain mas las neuronas talamocorticales. En resumen
como resultado la activacion de la via directa se facilita el movimiento mientras que la

activacion de la via indirecta lo inhibe (Alvarez et al, 2001).

Como se menciond, las dos vias de eferencia del CE se ven afectadas de forma
diferente por la presencia o ausencia de dopamina en el CE, la raz6n fundamental es el
hecho de que la accion de la dopamina sobre las células blanco depende del tipo de
receptor presente en ellas y las dos vias presentan receptores dopaminérgicos
diferentes (Bahena-Trujillo et al, 2000). Las neuronas del estriado que envian
prolongaciones directas a los dos nucleos de eferencia tienen receptores de dopamina
D1 que facilitan la transmisién, mientras que las de la via indirecta tienen receptores D2
que reducen la transmision (Kandel et al, 2000; Yung y Bolam, 2000). Para entenderlo
mejor veamos el papel de la dopamina en cada una de las vias. En la via directa la
dopamina que proviene de la SNc activa principalmente los receptores D1 haciendo que
aumente la excitacion que ejerce la actividad cortical sobre las neuronas espinosas
(Gonon, 1997); ésto aumenta la activacién (desinhibicién) de las neuronas talamo
corticales que activan a los musculos agonistas y por lo tanto facilita los movimientos
(Alexander, 1995). La dopamina es excitadora de potenciales de membrana
despolarizados, presentes cuando la neurona esta siendo activada y es inhibidora
aumentando el umbral de disparo, a potenciales de membrana hiperpolarizados,
presentes cuando la neurona esta en reposo. El que la dopamina sélo excite a las
neuronas activadas, mientras que ayude a inhibir a las neuronas no activadas, hace
que se separen mejor las neuronas que activan a los musculos agonistas de las
neuronas que activan a los musculos antagonistas. Asi cuando esta separacion es
deficiente, hay activacion de ambos musculos, se provoca rigidez y oposicion de las
extremidades a desplazarse pasivamente, siendo estos signos caracteristicos de la EP.
Las neuronas involucradas en la via indirecta expresan, en su mayoria, receptores

dopaminérgicos D2. Su activacién no favorece la excitacion cortical, si no que la inhibe.



Asi la dopamina inhibe el disparo de las neuronas de la via indirecta que inhibe los
movimientos. Ahora bien los receptores D2 tienen mas afinidad por la dopamina que los
D1, por lo que la via indirecta serviria para regular las neuronas activadas y las no
activadas, pero los mecanismos de control parece estar a varios niveles. Por lo tanto la
deficiencia de dopamina provoca hiperactividad de las via indirecta e hipoactividad de la
via directa, lo que resulta en acinesia y dificultad para realizar movimientos como ocurre

en la EP (Bargas y Galarraga, 2000).

Asi, la perdida de estimulacion por dopamina disminuye la actividad de la via
directa, mientras que la proyeccién al Globo pélido interno se encuentra hiperactiva, lo
que provoca una disminucion en la actividad inhibitoria del Globo palido interno sobre el
Globo palido externo y el nacleo subtalamico. Los cambios de la via directa y en los dos
brazos de la via indirecta resultan en una hiperactividad de los nucleos eferentes, Globo
palido externo, SNr, y sus proyecciones inhibitorias hacia el talamo ventrolateral. De
acuerdo con este modelo la actividad del Globo palido externo en la EP esta aumentada
como consecuencia de la estimulacion glutamatérgica incrementada proveniente del
Nucleo subtalamico hiperactivo, de una disminucién de la actividad inhibitoria que
ejerce sobre él, el Globo palido interno y una disminucion del efecto inhibitorio de la via
directa, proveniente del estriado (Alvarez et al, 2001). Ahora podemos entender como la
disminucion de la dopamina en el cuerpo estriado (como sucede en al EP) puede

inducir alteraciones en el movimiento (Fig. 3).
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Fig. 3 Esquema comparativo de los circuitos entre ganglios basales, talamo y corteza en condiciones
normales y en la enfermedad de Parkinson. Gpe = segmento externo del globo palido; Gpi = segmento
interno del globo palido; SN¢ = parte compacta de la sustancia negra; NST = ndcleo subtalamico; D1 =
receptor dopaminérgico tipo 1; D2 receptor dopaminérgico tipo 2; Flecha roja = via directa; Flecha

negra = via indirecta. Tomada de Kandel et al, 2000.

4.1. El cuerpo estriado

Anatémicamente el CE esta formado por: caudado, y putamen (Figura 4). Como
se ha mencionado anteriormente el estriado es el principal receptor de aferencias de los
GB procedentes de la corteza cerebral, el tdlamo y el tronco encefélico. El estriado esta



en el interior de los hemisferios cerebrales en la base de cada hemisferio y su funcién
esta relacionada con el movimiento corporal. Consta de dos partes separadas
denominadas compartimentos de la matriz y los estriosomas (también conocidos como
parches), estos compartimentos difieren histoquimicamente entre si y sus receptores
son diferentes. Los estriosomas reciben su principal informacién de la corteza limbica y
se relaciona sobretodo con la SNc, se aprecian islas o parches en esta zona motivo por
el que se le dio su nombre, aunque no esta bien establecido el por qué de esté
acomodo (Levesque y Parent, 1998; Kandel et al, 2000; Prensa y Parent, 2001;
Levesque et al, 2003). La matriz es la parte con menos densidad celular en ella se
observan fibras aferentes, principalmente de origen cortical (Graybiel et al, 1981). En
monos Y ratas algunas areas de la corteza tienen preferentemente proyecciones a los
estriosomas aunque no es absoluto, ya que algunas areas corticales envian
proyecciones por la matriz y el estriosoma, con proyecciones de neuronas mas
profundas hacia el estriosoma y de neuronas mas superficiales hacia la matriz (Eblen y
Graybiel, 1995). También se ha reportado que proyecciones talamicas proyectan hacia

los estriosomas.

Se ha observado que las fibras de la SN se localizan en el limite de la matriz y el
estriosoma, aunque en ratas hay dos juegos de neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales, las que inervan la matriz y las que inervan el estriosoma y se ha
observado que neuronas del estriosoma tienen proyecciones hacia la SNc y las
neuronas de la matriz proyectan hacia la parte reticulata (Gerfen, 1985; Langer y
Graybiel, 1989). Citoquimicamente las células del estriosoma y la matriz son muy
diferentes, por ejemplo la concentracion de acetilcoliesterasa es muy facil de encontrar
en células de la matriz a diferencia de las células del estriosoma (Graybiel et al, 1981).
Otro diferencia es que en el neuropilo del estriosoma hay una gran presencia de
receptores opiaceos (Herkenham y Pert, 1981). De igual manera los peptidos,
metaencefalinas y sustancia P, se encuentran en todo el estriado aunque hay regiones
en que hay mas abundancia en el estriosoma que en la matriz y viceversa. El

significado funcional de todas estas diferencias en el estriado aun es desconocido pero



no se deja de lado para investigaciones futuras el poder conocer que relevancia tiene
esta diferencia en el acomodo del cuerpo estriado (Wilson, 1998).

Caudado

Lateral

Fig. 4 Esquema del cuerpo estriado en vista lateral

Por otra parte, del 90 al 95% de las neuronas del estriado son espinosas
medianas GABAergicas de proyeccion (Kemp y Powell, 1971c; Graveland y Difiglia,
1985). Estas células son importantes objetivos de informacién cortical y la Unica fuente
de eferencias. En los primates estas neuronas se subdividen en dos grupos: las que
envian aferencias al segmento externo del globo palido expresan los neuropéptidos
encefalina y neurotensina, y las que lo hacen al segmento interno o a la SNr
expresando sustancia P y dinorfina (Kandel et al, 2000).

4.1.1. Citologia del estriado
Aunque la citologia del CE ha sido bien descrita no hay una clasificacion unica.

Por ejemplo Percheron et al, (1994) clasifican las neuronas del estriado de chimpancés

por medio de una reconstruccién computarizada en tercera dimensién y dividieron al CE



y los diferentes tipos de neuronas, de acuerdo a su morfologia, de la siguiente manera:
1) neuronas leptodendriticas: que ocupan alrededor del 2% de las neuronas del
estriado; son inconfundibles por que son las neuronas mas largas del globo palido,
tienen un promedio de longitud de 196 um y llegan a tener dendritas hasta de 900 um,
presentan formas de disco, esférica, eliptica, cilindrica y aplanadas (Yelnik et al, 1984;
Francois et al, 1987). 2) Las neuronas enmarafnadas: que representan el 1% de todas
las neuronas estriatales, son las grandes interneuronas colinergicas del estriado de
primates, tienen un cuerpo celular voluminoso y globular. Poseen un gran niamero de
dendritas que presentan muchas varicosidades y que se caracterizan por que las
ramificaciones dendriticas retornan hacia el soma, a menudo no tiene su axon visible.
Estas neuronas son especificas de primates ya que las neuronas colinergicas de otros
animales no suelen parecerse a este tipo de neuronas (Percheron et al, 1994). 3) Las
microneuronas: son interneuronas de circuiteria local que abarcan el 1% del estriado,
tienen cuerpo celular pequefio y ramificaciones dendriticas finas. Dentro de las
neuronas pequenas estan las neuronas que contienen somatostatina, neuropeptido y o
sintetasa de 6xido nitrico. Ambas interneuronas tienen numerosas colaterales axénicas
que reducen la actividad de las neuronas eferentes del estriado y aunque escasas en
namero son las responsables de la mayor parte de la actividad ténica del cuerpo
estriado (Francois, et al 1979). 4) Finalmente las neuronas espinosas medianas:
caracterizadas por la gran cantidad de espinas dendriticas que poseen en toda su
arborizacion dendritica, forman mas del 95% de la poblacién neuronal del estriado,
tienen un diametro de 10-20 um en su cuerpo celular, son gabaérgicas y proyectan al
globo pélido y a la SN ademas de ser el blanco de la mayoria de las aferencias
extrinsecas e intrinsecas y que constituyen el centro integrador de la informacién (Kemp
y Powell, 1971a).

En el estriado de ratas se ha hecho una divisiéon de las neuronas presentes en el
estriado quedando clasificadas en tres grupos: Las neuronas grandes (con un soma de
mas de 20 umd dametro , las neuronas medianas (ca somac 0 -20 um de
diametro) y las neuronas pequefias (menos de 10 um de diametro en su soma) (Figura

5). Cada uno de estos grupos a su vez esta dividido en diferentes tipos de neuronas.



Por ejemplo las Neuronas Grandes se dividen en Tipo |: forma fusiforme y sin espinas;

Tipo II: usualmente con pocas espinas somaticas. Las Neuronas Medianas muestran

una amplia ramificacién en sus dendritas ademas también son llamadas neuronas
espinosas medianas por la gran cantidad de espinas dendriticas que muestran cuando
se impregnan por medio de la técnica de Golgi y estan divididas en, Tipo I: son las
neuronas mas comunes y las que mas frecuentemente se impregnan con la técnica de
Golgi, por ser el tipo de neuronas que tienen mayor presencia en el estriado; tiene el
soma esférico y libre de espinas, pero las dendritas distales (a partir de las dendritas
secundarias) presentan una gran densidad de espinas. Tipo Il: presentan algunas
espinas en el soma y en las dendritas proximales y su densidad decrece en las demas
dendritas. Tipo Ill: ocasionalmente tienen arbol dendritico, sus dendritas generalmente
lisas 0 presentan espinas esparcidas en toda la dendrita en corte sagital, este tipo de
neuronas tienen soma en forma de estrella. La mayoria de los axones de estas
neuronas no se impregnan con la técnica de Golgi, excepto el segmento inicial. Tipo IV:
estas neuronas no tienen espinas en el soma. Algunas de estas neuronas presentan
una terminal dendritica ramificada y suelen presentar el soma dentro del rango de
tamafo mas bajo. Tipo V: estas neuronas tienen soma liso. Asi como las dendritas
primarias divididas cerca del soma y las dendritas secundarias infrecuentemente

ramificadas presentan espinas en algunas dendritas. Las Neuronas pequenas no

presentan una subdivision, estas neuronas son raramente impregnadas por la técnica

de Golgi y presenta solo tres dendritas primarias (Chang et al, 1982; Figura 5).

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que las fibras nigroestriatales
dopaminérgicas hacen sinapsis con las neuronas espinosas medianas que a su vez
también reciben axones glutamatérgicos desde la corteza cerebral y aferencias
gabaérgicas colaterales de neuronas espinosas (Bouyer et al, 1984).



Fig. 5 Representacion esquematica de los grupos de neuronas presentes en el estriado. A:
neurona grande. B: neurona espinosa. C: neurona pequena. Escala 50 um. Modificado de
Chang et al, 1982.




Estas sinapsis se realizan principalmente en las espinas de estas neuronas
(Ingham et al, 1993). Por otra parte las interneuronas del estriado, a excepcién de las
interneuronas colinérgicas, contienen GABA vy los diferentes tipos de interneuronas
pueden distinguirse por la presencia o ausencia de diferentes péptidos involucrados en
la neurotransmision como la parvalbumina que esta presente en algunas neuronas
GABAérgicas, mucha de la inhibicion observada en el estriado a causa de una
excitacion por la corteza, probablemente se deba a estas neuronas. Las interneuronas
que contienen somatostatina realizan sinapsis con las neuronas espinosas Yy
secundariamente con otras interneuronas (Kubota y Kawaguchi, 1993) como se
menciond, estas neuronas liberan somatostatina, neuropeptido y y oxido nitrico, los
efectos de la liberacion de estas sustancias aun no estan bien definidos; pero se sabe
que el 6xido nitrico puede difundirse a través de las membranas celulares y tiene efecto
en axones del estriado sobre la liberacién de glutamato, GABA, acetilcolina y dopamina
(Kawaguchi et al, 1995).

Las interneuronas colinergicas tienen una poderosa influencia en la descarga de
las neuronas espinosas y en la salida del estriado, reducen la hiperpolarizacién de las
neuronas espinosas, ademas de que pueden incrementar la insensibilidad de entradas
y especialmente su habilidad para un rapido disparo y despolarizacién sostenida
(Wilson, 1998).

En otro punto, la interaccién entre el sistema dopaminérgico y colinérgico
estriatal es esencial para el funcionamiento equilibrado del estriado, el balance de
ambos sistemas esta centrado en las neuronas espinosas medianas en las cuales la
acetilcolina ejerce un efecto excitatorio mientras que la dopamina ejerce un efecto
inhibitorio (Lehman y Langer 1983).

Para que esta transmisién se realice, las espinas dendriticas juegan un papel
fundamental en las sinapsis existentes (Ramon y Cajal, 1909; Portera y Yuste, 2001) ya
qgue la mayoria de contactos sindpticos se dan en las espinas, debido a que las espinas
dendriticas son la unidad basica funcional de integracion de los circuitos neuronales
(Kemp y Powell, 1971(b); Chen y Hillman, 1990).



Las espinas fueron observadas por primera vez por Ramén y Cajal hace mas de
un siglo (Ramén y Cajal, 1888). Morfolégicamente constan de una cabeza y un cuello
que se une a la dendrita, generalmente miden menos de 2 um. En su membrana se
realiza el acoplamiento para las sinapsis, gracias a que en la espina se encuentran
neurotransmisores, receptores y canales de calcio (Matus, 2000). Las espinas son
bastantes complejas: su citoesqueleto consiste principalmente de actina y miosina
presentes en microfilamentos y en los microtubulos que ocasionalmente presentan;
muestran aparato espinoso (reticulo endoplasmico liso), y polirribosomas. (Spacek y
Harris, 1997; Smart y Halpain, 2000; Zhang y Benson, 2000), presentan cinasas,
fosfatasas, ATPasas, adenil ciclasas y calcio, entre otras moléculas (Zhang, y Benson,
2000) Fig. 6.

' — e F ; Cz
I_,-'--’ -.d-._'_ s
. REL a
oo
I w O ,
1 III' .Il
L] L
\ i ']
A |
\ , ;
"-.hx‘- .II |
|
|
| | +—— FA
| ‘ I
1
C 1) '
" J | &\ PR
f L :
[ i o 4
L\ et
; , 98 .

Figura 6. Esquema de una espina dendritica donde se puede apreciar el cuello (Cu) y la cabeza (Cz) de
la espina y algunos de sus componentes como el aparato espinoso (AE), los filamentos de actina (FA),
los polirribosomas (PR) y el reticulo endoplasmico liso (REL). Tomado de Spacek y Harris, 1997



Se sabe que las espinas son capaces de brotar, perderse y volver a brotar y que
pueden llegar a experimentar cambios morfolégicos (Matus, 1999). En cultivos in vitro
de neuronas de hipocampo las espinas se presentan como estructuras casi
permanentes y que nunca desaparecen por completo en condiciones optimas. (Ziv y
Smith, 1996; Portera y Yuste, 2001) También se ha visto que espinas de la corteza
visual en monos llegan a tener una vida media de hasta 13 meses, sin embargo, se
presenta perdida de espinas en diversas condiciones como en el envejecimiento, estrés

oxidativo, en enfermedades neurodegenerativas, etc. (Grutzandler et al, 2002).

En los modelos de la EP que utilizan 6-hydroxidopamina (6-OHDA) o MPTP, la
denervacién que se provoca a las neuronas dopaminérgicas de la SN (que tienen
aferencia en las neuronas espinosas del estriado), provoca que haya una perdida en la
densidad de espinas dendriticas de dichas neuronas (Ingham et al, 1998).



5. MODELOS EXPERIMENTALES DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

La pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SN en conjunto con la disminucién
de la dopamina estriatal, representan las alteraciones histolégicas y neuroquimicas mas
importantes de la EP (Luquin y Saldisel, 1997; Shimohama et al, 2003). Por ello, el
desarrollo de modelos animales de esta enfermedad se ha orientado al estudio de los
mecanismos implicados en la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas y la
eficacia de posibles tratamientos neuroprotectores, como sustancias antioxidantes,
farmacos de nuevo uso o farmacos que ya se emplean en enfermedades

neurodegenerativas.

5.1. 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

La 6-OHDA es la neurotoxina mas ampliamente utilizada en el desarrollo de
modelos experimentales de EP en roedores. La inyeccion intracerebral de 6-OHDA
produce una destruccidon selectiva de neuronas catecolaminérgicas (Jonsson y Sachs,
1970). Esta especificidad es debida a su alta afinidad por el sistema de transporte de
catecolaminas.

Ungersted (1968) describié por primera vez que la inyeccidn estereotaxica de 6-
OHDA en el haz nigroestriatal inducia una lesiébn selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SN.

Aunque existen estudios que demuestran que la 6-OHDA posee una potente
accion inhibidora de la cadena respiratoria mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995) la
muerte de las neuronas dopaminérgicas inducida por 6-OHDA esta ligada
fundamentalmente a la formacién de OH, H>O. y quinonas (Jonsson, 1976; Shimohama
et al, 2003).

La administracion de 6-OHDA en la SN o en el haz nigroestriado induce una
degeneracion estatica, rapida y casi completa (en el lado ipsilateral a la lesion con la
neurotoxina) de las neuronas dopaminergicas de la SN es decir al menos un 90%
(Ungerstedt; 1971(a); Lee et al, 1996; Luquin, 2000) asemejandose al porcentaje que

presenta un paciente de la EP cuando se le declara la enfermedad. La perdida de las



neuronas inicia dentro de las primeras 12 horas después de la lesién y la maxima
degeneracion se da entre el cuarto y sexto dia post lesidén (Alexi et al, 2000).

Desde el punto de vista conductual, los animales con lesion unilateral de la SN,
inducida por inyeccion directa en el haz nigroestriado o en la SN, presentan
inmediatamente después de la cirugia y de forma espontanea una conducta rotatoria
ipsilateral a la lesion que se mantiene durante las 24 horas siguientes. Esta conducta
rotatoria es debida al desequilibrio que existe entre el contenido de dopamina en el
estriado ipsilateral y contralateral a la lesion dopaminérgica, de tal forma que el animal
tiende a rotar siempre hacia el lado contralateral al estriado dominante (Zigmond et al,
1989).

Los animales con lesion unilateral de la via nigroestriada, presentan una rotacion
ipsilateral a la lesion cuando se les administran sustancias que aumentan la liberacion
de dopamina tal como la anfetamina, y muestran una rotacién contralateral al lado de la
lesidon cuando reciben agonistas dopaminérgicos como apomorfina (Shimohama et al,
2003). La rotacion contralateral inducida por apomorfina u otros agonistas
dopaminérgicos, es debida al incremento en el numero de receptores dopaminérgicos
que existe en el estriado ipsilateral a la lesibn como consecuencia de la denervacion.
Por el contrario, la anfetamina al incrementar la liberacion de dopamina en las
terminales presinapticas incrementa la concentracion de dopamina Unicamente en
estriado contralateral a la lesion, produciéndose un desequilibrio funcional a favor del

estriado contralateral como puede se aprecia en la Fig. 7 (Deumens et al, 2002).
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Fig. 7. Esquema de la evaluacion de ratas lesionadas unilateralmente. Se observa la
rotacidn insi o contralateralmente a la lesidn de aciierdo a la siistancia emnleada

Los giros dados por los animales lesionados son facilmente apreciables y se
pueden cuantificar, ademas de acuerdo al nUmero de giros que de un animal se puede
valorar el grado de denervacién dopaminérgica. Conforme a esto se ha determinado
gue si a una rata lesionada unilateralmente con 6-OHDA se le administra apomorfina y
realiza 200 giros 0 mas en un periodo de 30 minutos se puede afirmar que la
denervaciéon de dopamina estriatal es al menos de un 95% (Ungersted, 1971(a);
Deumens, 2002).

En otros estudios Nutt et al (1984) y Woodward et al (1993) han reportado que
utilizando el modelo de 6-OHDA, el estriado presenta menor cantidad de vesiculas de
dopamina como le sucede a pacientes con EP.

Ademas de lo mencionado anteriormente en el modelo de la EP con 6-OHDA, se
pueden estudiar animales lesionados unilateralmente o bilateralmente. Siendo mas
empleada la lesién unilateral por la ventajas de manejo y conservacion de los animales
(por ejemplo mayor indice de sobrevivencia, menor periodo de recuperacién, una forma
mas préactica para evaluar, menor sufrimiento para el animal), que presenta la lesion

unilateral contra la bilateral. Quiza por todo esto la mayoria de estudios sobre



substancias con propiedades neuroprotectoras o con fines de disminuir los sintomas de
la EP se han realizado en modelos con lesién unilateral en el haz nigroestriado con 6-
OHDA (Deumens et al, 2002).

Resumiendo, la administracion de la 6-OHDA en el haz nigroestriatal ofrece
ventajas como la lesion selectiva y permanente de neuronas dopaminérgicas causando
deterioro neuroldgico similar a la EP provocando acinesia y perdida sensorial
(Ungerstedt, 1971b), ofrece una gran deplecion dopaminérgica como sucede en la EP
(Zigmond et al, 1990; Smith y Zigmond, 2003) y por ultimo las alteraciones
ultraestructurales en el estriado que ofrece el modelo son equiparables a la que se

presentan en la EP (Avila-Costa et al, 1998).

5.2. MPTP

La 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) es un derivado meperidinico.
Su capacidad de inducir un sindrome parkinsoniano fue descubierta de forma accidental
en un grupo de heroindbmanos que de forma accidental se inyectaron esta sustancia
(Langston et al, 1983). Estos sujetos mostraban un sindrome parkinsoniano
indistinguible desde el punto de vista semiolégico de la EP y toda su sintomatologia se
revertia con L-dopa o agonistas dopaminérgicos. Posteriormente se comprob6 que su
administracion a animales de laboratorio y fundamentalmente a primates (Burns et al,
1983; Langston et al, 1984) producia un sindrome parkinsoniano asociado a una
degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Chiueh et al, 1984;
Heikkila et al, 1984(a,b); Kopin y Markey, 1988; Seniuk et al, 1990).

Una gran variedad de primates no humanos desarrollan un sindrome
parkinsoniano cuando se les administra MPTP. Estos animales muestran una reduccién
muy importante de la actividad espontanea, rigidez, bradicinesia y temblor. Muy pocos
desarrollan el temblor en reposo caracteristico de la EP. Los sintomas parkinsonianos
son inicialmente transitorios, pero se hacen permanentes con la administracion cronica

de la toxina. Los mecanismos implicados en la recuperacion espontanea que



experimentan los animales no se conocen, pero se cree que pueden estar relacionados
con una alteracion transitoria de otros sistemas de neurotransmision, diferentes al

nigroestriado (Elsworth et al, 1989).

Estudios realizados en primates han demostrado que la lesion inducida por
MPTP no afecta de forma exclusiva a las neuronas dopaminergicas de la SNc¢ (Forno et
al, 1986). Diversos autores han demostrado que en macacos de edad avanzada la
administracion de MPTP induce ademas una degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas del Area Tegmental Ventral (ATV) y del locus coeruleus, donde se han
descrito cuerpos de inclusidén eosinofilicos que se asemejan a los cuerpos de Lewy que
existen en los cerebros de los pacientes con EP (Forno et al, 1988). La degeneracion
del ATV aunque en menor grado, es evidente también en los primates jévenes. Sin
embargo, la pérdida neuronal es siempre de mayor intensidad en las neuronas

dopaminérgicas de la SNc (German et al, 1988).

Desde un punto de vista neuroquimico existe una gran similitud entre el
parkinsonismo inducido por MPTP y la EP. La accién neurotéxica del MPTP produce
una gran variedad de cambios neuroquimicos, a nivel de la transmisién dopaminergica
y se caracteriza por una reduccién de la concentracion de dopamina y sus metabolitos,
acido 3,4-dihidroxifenilacético y acido homovanilico, disminucién de la actividad del
enzima tirosina hidroxilasa y alteracion en la densidad de receptores dopaminergicos
(Perez-Otano et al, 1992; Perez-Otario et al, 1994). Al contrario de lo que sucede en la
EP donde la deplecion de DA es mas intensa en el putamen que en nucleo caudado,
los primates expuestos en forma cronica a la accion del MPTP muestran una
disminucion homogénea y no selectiva del contenido de dopamina estriatal, siendo de

igual intensidad en ambas estructuras.
5.3. Otros modelos experimentales

Las nuevas técnicas de biologia molecular han permitido obtener cepas de
ratones en los que se ha eliminado la expresion de determinados genes. Para el estudio



de la EP se dispone en la actualidad de ratones que carecen especificamente de un
subtipo de receptor de Dopamina, lo cual ha ayudado a conocer su verdadera funcidn
en las respuestas motoras mediadas por DA, asi como su posible accion moduladora
en el funcionamiento de los ganglios basales (Baik et al, 1995; Luquin, 2000). Por
ejemplo el analisis histolégico de ratones que carecen de receptores dopaminergicos
D1 no muestran diferencias anatémicas significativas en relacion a animales control, sin
embargo la expresion de dinorfina esta enormemente reducida en el estriado. Los
animales muestran de forma espontanea una marcada hiperactividad motora que no se
modifica por la accién de agonistas o antagonistas D1. Estos resultados sugieren que
los receptores D1 modulan la estructura quimica de los ganglios basales (Xu et al
1994).

Ademas de diversos modelos in vitro empleados para el estudio detallado de los
mecanismos de degeneracion de las neuronas dopaminérgicas. Por ejemplo el cultivo
de neuronas de mesencefalo de feto de rata y lineas celulares derivadas de neuronas
dopaminérgicas, es empleado para el estudio detallado de mecanismos de
degeneracion neuronal dopaminergica asi como para el empleo de nuevos agentes
farmacolégicos (Shimohama et al, 2003). Otro ejemplo del empleo de modelos en
cultivos de neuronas es el que se empleo para comprobar la resistencia de neuronas
dopaminérgicas al oxido nitrico comparadas con neuronas no dopaminérgicas (Sawada
et al, 1996).

De esta manera los modelos de la EP tienen gran relevancia para el ser humano
y aunque no hay un modelo ideal de la enfermedad los modelos existentes contribuyen
notablemente en el avance del conocimiento de la misma, en la prueba de posibles
agentes atenuantes de los sintomas y en el conocimiento del modo de accién de los

farmacos empleados para este padecimiento.



6. FARMACOS EMPLEADOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

El hecho de que en la EP se conserven las células del estriado en las que se
encuentran los receptores dopaminérgicos, permite una terapéutica sustitutiva. El

objetivo de la terapia sintomatica es disminuir la incapacidad funcional.

6.1. Selegilina.

También conocida como deprenil, la selegilina se ha convertido en un
medicamento comunmente utilizado para la EP. Es un inhibidor selectivo de la
monoamino oxidasa tipo B (IMAO-B). En algunos ensayos controlados con placebos se
ha demostrado que el medicamento retrasa la necesidad de terapia con levodopa hasta
en un ano o mas. Cuando la selegilina se administra con levodopa, parece realzar y
prolongar la respuesta a la levodopa y por tanto puede reducir las fluctuaciones de
pérdida de efecto. Los efectos colaterales mas frecuentes son la excitacion psicomotriz,
insomno y transtornos psiquiatricos (Goodman et al, 1996).

6.2. Agentes anticolinérgicos.

Estos medicamentos eran el principal tratamiento de la EP hasta la introduccién
de la levodopa. Su beneficio es limitado pero pueden ayudar a controlar el temblor y la
rigidez. Los agentes anticolinérgicos parecen actuar bloqueando la accion de la
acetilcolina, cuyos efectos se hacen mas pronunciados cuando descienden los niveles

de dopamina (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2003).

6.3. Amantadina.

Es un medicamento antiviral, que se emplea en la profilaxis de la Influenza tipo
A2 y que proporciona efectos antiparkinsonianos ya que ayuda a reducir los sintomas
de la EP. Se sabe que el mecanismo de accion de la amantadina es el aumento de la
liberacién de dopamina. /n vitro en dosis altas inhibe la recaptura de dopamina. A
menudo se toma sblo en las etapas iniciales de la enfermedad indicado para retardar el

uso de la L-Dopa, o con un medicamento anticolinérgico o con la levodopa.



Sus efectos tienden a declinar en 8 a 12 semanas de tratamiento continuo, por
ello se emplea solo por 2-3 semanas. Puede producir disminucion de la capacidad de
concentracion, confusion, insomnio, alucinaciones, mareos y letargia entre otros

sintomas (Kulisevsky, 2001).

6.4. Levodopa

Sin duda actualmente el tratamiento mas empleado es el medicamento levodopa
(lamado también L-dopa). L-dopa (de la abreviatura en ingles del nombre completo L-
3,4-dihidroxifenilalanina) es un producto quimico simple presente en las plantas y en los
animales. Levodopa es el nombre genérico utilizado para este producto quimico cuando
se formula para utilizacidn medicamentosa en los pacientes. Las neuronas DA en la EP
utilizan levodopa para formar la dopamina y suplir el suministro decreciente de
dopamina en la EP. La propia dopamina no puede administrarse ya que no cruza la
barrera hematoencefalica. Usualmente, los pacientes reciben levodopa combinada con
carbidopa. Cuando se anade a la levodopa, la carbidopa retrasa la conversion de
levodopa a dopamina hasta que llega al cerebro, evitando o disminuyendo algunos de
los efectos secundarios que acompanan a menudo al tratamiento con levodopa como
nauseas y vomitos (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2003).

En la década de 1960, la levodopa se utilizo en el tratamiento inicial de los
sintomas debilitantes y permite a la mayoria de los pacientes de la EP extender el
periodo de tiempo en el que pueden llevar vidas relativamente normales y productivas.

Aunque la levodopa ayuda al menos a tres cuartas partes de los casos con EP,
no todos los sintomas responden igual al medicamento. La bradicinesia y la rigidez
responden mejor a la levodopa, mientras que el temblor puede reducirse sélo
marginalmente. Los problemas con el equilibrio y otros sintomas pueden no aliviarse en
absoluto (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2003).

Las personas que han utilizado otros medicamentos antes de iniciar el
tratamiento con levodopa pueden tener que reducir o eliminar esos medicamentos a fin
de obtener el beneficio completo de la levodopa. Una vez que comienza a administrarse
la terapia con levodopa, las personas responden a menudo espectacularmente, pero

pueden necesitar incrementar la dosis paulatinamente para obtener un beneficio



maximo y asi evitar los periodos de “on-off” que se dan cuando la dosis de L-dopa ya no
es suficiente, es decir los periodos de on se dan cuando la dosis es efectiva para
disminuir la sintomatologia de la EP y los periodos de off aparecen cuando el farmaco
no disminuye estos sintomas e incluso los agrava (Kulisevsky, 2001).

6.5. Agonistas dopaminérgicos

Son drogas que estimulan directamente los receptores postsinapticos
dopaminérgicos, como: bromocriptina (Parlodel 2.5 y 5 mg), Lisuride (Dopergin 0.2 y 1
mg), pergolide (Pharken 0.05, 0.1, 0.25 y 1 mg), ropinirole (Requip 0.25,1,2 y 5 mg) y
pramipexol (Mirapexin 0.18 y 0.7 mg). Los tres primeros son derivados ergoticos, lo que
implica que no se trata de agonistas dopaminérgicos puros, sino que también estimulan
otro tipo de neuroreceptores (serotonérgicos y noradrenérgicos). El ropinirole y
pramipexol son los dos agonistas dopaminérgicos (ambos no ergolinicos) mas

recientemente comercializados (Kulisevsky, 2001).

En muchos pacientes con enfermedad de Parkinson, la eficacia de la levodopa
disminuye con el tiempo. Dado que el agente debe ser convertido en dopamina en
regiones de un encéfalo en el cual la patologia basica incluye la pérdida de la
capacidad para realizar esa funcion, se ha volcado mucho interés en el desarrollo de
agonistas dopaminérgicos de accion directa. Se ha postulado que los agonistas
dopaminergicos pueden ser neuroprotectores debido a que estimulan los receptores D2
(Carter y Muller, 1991, Piercey et al, 1995).

Posteriormente, las investigaciones se centraron en una serie de derivados del
cornezuelo del centeno, como bromocriptina, lisurida y pergolida. A pesar de que los
tres compuestos difieren en sus propiedades farmacocinéticas y su espectro de
actividades sobre las diferentes poblaciones de receptores dopaminérgicos, parecen
muy similares en cuanto a su eficacia clinica. La bromocriptina ha sido estudiada con
mas detalle y se constituye el prototipo de las ergolinas (Bergamasco et al, 1990;



Parkinson’s Disease Research Group in the United Kingdom, 1993; Hely et al, 1994;
Montrastruc et al, 1994).

6.5.1. Bromocriptina

La Bromocriptina fue el primer agonista aprobado para la practica clinica, en
1974 Es un potente agonista dopaminérgico de los receptores D2 y leve antagonista de
los receptores D1 (Barbieri y Ryan, 1983). Fue el primero que se adjunto a la terapia de
la Levodopa y actualmente se sigue empleando adjunto o en monoterapia (Watts, 1997)
siendo uno de los farmacos mas recetados para el tratamiento de la EP (Van de Vijver,
et al, 2001). Su principal uso es como auxiliar de la levodopa en el manejo de pacientes
con parkinsonismo que experimentan fenémenos "on-off" excesivos 0 que no son bien

controlados con la levodopa.

En pacientes que no pueden tolerar la levodopa, dosis altas de bromocriptina (50
a 100 mg) pueden inducir respuestas terapéuticas equivalentes (Pontificia Universidad
Javeriana, 2000) a demas de que la mitad de los pacientes responden bien a la
bromocriptina y pueden ser manejados hasta por dos afios con monoterapia de
bromocriptina (Parkinson’s Disease Research Group in the United Kingdom, 1993; Hely
et al, 1994; Montrastruc et al, 1994).

Su bio-viabilidad es menor al 10% y su vida media en plasma sanguineo es de 6
a 8 horas. Las dosis usadas en el tratamiento inicial de la EP pueden ser bajas (menos
de 10 mg/dia), moderadas (10-30 mg/dia) y altas (31-60 mg/dia) sin embargo dosis
menores de 30mg/d son mejor toleradas que dosis mayores a 50 mg/d (Fig. 7)
(An6nimo, 2002).

Se ha comprobado su eficacia a corto plazo como monoterapia, pero su eficacia
a largo plazo (méas de 12 meses) es limitada y menor que la levodopa, y la mayoria de
pacientes requieren la adicion de levodopa para controlar los sintomas. También se ha

reportado una significativa disminucidén en la incidencia de discinesias y fluctuaciones



motoras en los pacientes tratados
precozmente con bromocriptina en

comparacion con los tratados con levodopa
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Figura 7. Estructura quimica de la

neuroprotectoras (Takashima et al, 1999) por bromocriptina

actuar como barredor de radicales libres

ademas de reducir la recaptura de dopamina y minimizar el dafno causado por el estrés
oxidativo (Yoshikawa et al, 1994; Yamamoto,1998; Muralikrishnan y Mohanakumar,
1998). Ademas de ser altamente eficaz en la disminucion de sintomas en las primeras
etapas de la EP (Bedard et al, 1986; Treseder et al, 2000). De igual manera Yoshikawa
et al (1994) y Nishibayashi et al (1996) sugieren que la bromocriptina actia
directamente como barredor de radicales hidroxilo y/o oxido nitrico. Sawada et al
(1998), propone que el efecto antioxidante de la bromocriptina estaria relacionado con
una via de receptores D2.

Un estudio con monos lesionados con 6-OHDA demostré que la bromocriptina
resulto ser mas efectiva que el manitol, el acido ascérbico y el glutation como barredor
de radicales libres debido a la capacidad de reducir la recaptura de dopamina, estos
resultados tienen implicaciones importantes para el tratamiento de la EP, ya que los
radicales libres contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Ogawa et al, 1994).

También se ha reportado que la bromocriptina reduce la intensidad del temblor
provocado por MPTP en monos, de igual manera revierte la acinecia y rigidez. Ademas
de atenuar la generacién de radicales "OH y mantener la concentracién de dopamina en
la substancia nigra después de la administraciéon de MPTP, en cultivos in vitro y bloquea
la generacion de estos radicales hidroxilos cuando se suministra 30 minutos antes del
MPTP in vivo (Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998).



Ademas se ha demostrado en neuronas del mesencefalo in vitro, que la
bromocriptina decrementa la neurotoxicidad provocada por la L-Dopa en las neuronas
dopaminérgicas. La toxicidad de la L-Dopa se debe a la produccién de radicales libres
ocasionando la muerte celular. Los autores sugieren que la propiedad neuroprotectora
de la bromocriptina esta relacionada con su accién en los receptores D2, ya que con 2-
(N-phenethyl-N-propyl)-amino-5-hydroxytetralin (PPHT), otro agonista dopaminérgico de
receptores D2, también disminuye la neurotoxicidad. Esto debido a la estimulacién de
los autoreceptores que reduce la excitabilidad de las terminales dopaminérgicas e
inhibe la sintesis y recaptura de dopamina. Ademas se observo la completa inhibicion
de la neuroprotecién de la bromocriptina con antagonistas de los receptores D2 lo que
apoya esta teoria. Aunque también se observo que con MPP la bromocriptina no redujo
la neurotoxicidad en las neuronas dopaminérgicas como lo hace con la L-dopa, esto
quizé se deba a que la produccion de radicales libres con MPP no esta relacionada con

la sintesis de dopamina (Takashima et al, 1999).

En otro estudio comparativo, Ogawa et al, (2000) demuestran que la adicién de
bromocriptina disminuye en mas de dos tercios la recaptura de dopamina ocasionada
por la L-dopa en el lado lesionado de ratas lesionadas unilatralmente con 6-OHDA,

disminuyendo el dafio neuronal.

En un estudio ultraestructural Montiel (2001) encontré6 que la bromocriptina
atenud algunas alteraciones producidas por la lesion con 6-OHDA, como la disminucién
en el diametro de los botones presinapticos y el aumento del nimero de contactos
sinapticos con espinas, con estos resultados propone que la bromocriptina ofrece un
efecto protector a nivel ultraestructural, factor que sugiere que esta proteccion también

ocurra a nivel citologico.



7. JUSTIFICACION

Como se ha mencionado, la bromocriptina es uno de los agonistas dopaminérgicos con
caracteristicas antioxidantes que se utiliza en el tratamiento farmacoldgico de la EP, por
lo que es importante estudiar si dicho farmaco, es capaz de atenuar las alteraciones
citolégicas producidas por lesién con 6-OHDA.

8. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la bromocriptina en la citologia del estriado de ratas
empleando el modelo de la enfermedad de Parkinson con 6-hidroxidopamina.

8.1. Objetivos particulares

o Cuantificar el numero de espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas del cuerpo estriado de animales lesionados con 6-hidroxidopamina

tratados o sin tratar con bromocriptina.

o Realizar un andlisis cuantitativo del niumero de espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado de animales tratados con

bromocriptina lesionados con solucién salina.

o Comparar el promedio del numero de espinas dendriticas de las neuronas

espinosas medianas del lado ipsilateral y contralateral a la lesion.



9. METODO

Los experimentos se llevaron a cabo en 20 ratas machos de la cepa Wistar,
separados en 4 grupos (Tabla 1). Su peso promedio fue de 180-200 g al inicio del
experimento, se mantuvieron con periodos de luz-oscuridad de 12 horas con libre
acceso a comida y agua.

Las ratas de los grupos 2 y 3 se lesionaron quirdrgicamente de la siguiente
manera: los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico, a una dosis de 35
mg/Kg via intraperitoneal (i.p.), se fijaron en un estereotaxico y se lesion6
unilateralmente el lado izquierdo en el haz medial del cerebro anterior, conforme a las
coordenadas estereotaxicas a partir de la linea de Bregma segun Paxinos y Watson,
(1986) con 4 ul de solucién salina que contenia 8 ug de 6-OHDA y 0.2 mg de acido
ascérbico. El grupo 1 (sham) se lesiono Unicamente con 4 ul de solucion salina, y el
grupo 4 no fue lesionado (Tabla 1).

Los grupos lesionados con 6-OHDA se evaluaron de acuerdo a la conducta de
giro inducida con apomorfina, con dosis de 0.25 mg/Kg inyectada i.p; dos dias después
de la lesién, utilizando solo a aquellas ratas que realizaron 200 giros 0 mas en treinta
minutos. Dos dias después de la evaluacioén los grupos 3 y 4 fueron tratados con 0.3
mg/Kg de bromocriptina via oral durante treinta dias. A los grupos 1 y 2 no se les
suministro el farmaco, pero se mantuvieron el mismo periodo de tiempo y en las mismas

condiciones que los grupos 3y 4.

GRUPO TRATAMIENTO

Grupo 1:|Lesion falsa con solucion salina y sin suministro de bromocriptina
Sham

Grupo 2:|Grupo lesionado con 6-OHDA sin suministro de bromocriptina

Grupo 3: Grupo experimental lesionado con 6-OHDA y suministro de bromocriptina

Grupo experimental sin lesion y tratado con bromocriptina

Grupo 4:

Tabla 1: Muestra cada uno de los grupos con el tipo de tratamiento.



Posteriormente los animales fueron anestesiados con pentobarbital dosis letal
(150 mg/kg) i.p. y perfundidos por via intracardiaca, con solucion de glutaraldehido y
paraformaldehido al 2%, se disecé y fragment6 el estriado, para procesarlo con la
técnica de Golgi rapido (Ver anexo 1).

El analisis citologico se efectud realizando el conteo de espinas dendriticas de
las neuronas espinosas de los estriados ipsi y contralateral a la lesién con 6-OHDA; de
cinco dendritas secundarias en veinte neuronas en cada rata, de cada uno de los
grupos (Fig. 8). Se observo con microscopia de luz a seco débil para la localizacién de
las neuronas y su cuantifico a seco fuerte. Se obtuvo el promedio de espinas de cada
grupo graficando los resultados. La estadistica se realizo con un analisis de varianza
seguido de la prueba de Tukey con P<0.05.

Figura 8. Esquema de una neurona espinosa mediana donde se ejemplifica el criterio
para diferenciar la dendritas primarias (1) y secundarias (2). S: soma.



10. RESULTADOS

Nuestros resultados mostraron que las neuronas espinosas del estriado
ipsilateral a la lesion con 6-OHDA sin tratamiento presentaron una disminucion
significativa (P<0.050) en el numero de espinas dendriticas (Fig. 9B, 10B)
comparandolas con las del grupo sham (Figura 9A,10A. Tabla 2). Sin embargo el grupo
lesionado y tratado con bromocriptina (Fig.9C; 10C, 10D) mostré una menor perdida
significativa (P<0.05), que el grupo lesionado y sin tratamiento, pero al compararse con
el grupo sham el decremento es significativo (P<0.05). Por otra parte en el estriado
ipsilateral del grupo sin lesién y tratado con bromocriptina (Fig. 9D; 10E) también se
observo menor densidad de espinas que el grupo sham aunque la densidad es mayor
que la de los grupos lesionados (Grafico 1).

Con respecto a los estriados ipsi y contralateral a la lesion de los grupos sham y
tratado con bromocriptina sin lesion, no presentaron diferencias significativas (Fig 9A,
11A y 9E, 11D, Grafico 1). En contraste, los grupos lesionados con 6-OHDA con y sin
tratamiento mostraron mayor densidad de espinas en el estriado contralateral
comparado con el ipsilateral (Fig. 10B, 12B y 10C,12C), como lo reporta Ingham et al
(1993), pero este valor es menor al del estriado contralateral del grupo sham P<0.05,
(Fig. 10A, 12)

En cuanto a la comparacién entre los grupos se observd que los tres grupos
experimentales presentaron diferencias significativas en ambos estriados con respecto

al grupo sham (Tabla 2 y Grafico 1).

No de espinas dendriticas

Ipsilateral Contralateral
SHAM 10.27 £0.10 10.36 +0.11
LESIONADO SIN TRATAMIENTO 5.85*+0.11 8.64" £0.12
LESIONADO Y TRATADO CON BROMOCRIPTINA 6.81* +0.09 8.52*+0.10
TRATADO CON BROMOCRIPTINA SIN LESION 8.16* + 0.09 8.2+ 0.09

TABLA 2. Promedio del nimero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas medianas de los 3
grupos ipsilatera vs. Sham I = P<0.05 , y contralateral. # = P<0.05 vs. Sham




Figura 9. Microfotografias de neuronas del estriado ipsilateral a la lesién: A) Grupo control, se
pueden apreciar las dendritas secundarias con gran densidad de espinas dendriticas. B) Neurona
del grupo lesionado con 6-OHDA sin tratamiento con bromocriptina que muestra poca densidad
espinosa. C) Neurona del grupo lesionado con 6-OHDA y tratado con bromocriptina que muestra
mayor densidad de espinas que en el grupo lesionado sin tratamiento. D) Neurona del grupo sin
lesién y tratado con bromocriptina donde se ve una alta densidad de espinas que similar al grupo
control. DS: dendrita secundaria, D: dendrita, E: espina dendritica. 400X.



Figura 10. Microfotografias de dendritas del
estriado ipsilateral: A) Grupo control se observa
gran densidad de espinas dendriticas. B) Se
observan dendritas del grupo lesionado y sin
tratamiento con poca densidad de espinas. C y D):
Dendritas del grupo lesionado con 6-OHDA y
tratado con bromocriptina donde se aprecian las
espinas presentes en mayor cantidad que en el
grupo lesionado. E) Dendrita secundaria del grupo
sin lesion tratado con bromocriptina donde es
evidente la presencia de espinas a diferencia de
los grupos con lesién. DS: dendrita secundaria, D:
dendrita, E: espinas dendriticas. 1000X.



Figura 11. Neuronas
espinosas del estriado
contralateral a la lesion. A)
Grupo control, se aprecia una
alta densidad espinosa como
en las anteriores imagenes
control. B) Neurona del grupo
lesionado, con menor densidad
de espinas dendriticas que en
el control. C) Neurona del
grupo lesionado y tratado con
bromocriptina. D) Neurona del
grupo sin lesién tratado con
bromocriptina que presenta
una alta densidad de espinas
semejante al control. DS:
dendrita secundaria. E:
espinas dendriticas. 400X.



Figura 12. Microfotografias de dendritas del
estriado contralateral. A). Dendrita secundaria del
grupo control en la que se puede ver la gran
densidad de espinas. B) Dendrita secundaria del
grupo lesionado sin tratamiento donde se puede
observar espinas dendriticas aunque en menor
densidad que en el control. C) Dendrita
secundaria del grupo lesionado y tratado con
bromocriptina en la que se aprecia mayor
densidad de espinas que en el grupo sin
bromocriptina. D) Dendrita del grupo sin lesion y
tratado con bromocriptina , con gran cantidad de
espinas. DS: dendrita secundaria, E: espina
dendritica. 1000X.
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Grafica 1 Promedio del numero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas
medianas del estriado (l) Ipsilateral y (C) contralateral de cada grupo. ipsilatera vs.
Sham I* = P<0.05, y contralateral. # = P<0.05 vs. Sham



11. DISCUSION

En el presente trabajo se estudio el efecto de la bromocriptina en las neuronas
espinosas medianas del estriado en animales lesionados con 6-OHDA, debido a que la
bromocriptina presenta propiedades de antioxidante y neuroprotector (Kihara et al,
2002; Simpkins y Jankovic, 2003) por lo que considerando que una de las teorias del
origen de la enfermedad de Parkinson esta relacionada con la produccién de radicales
libres, determinar el efecto de la bromocriptina nos proporciona informaciéon importante
para observar el efecto de un antioxidante (bromocriptina) directamente en las neuronas
en un modelo de la enfermedad de Parkinson que esta relacionado con la produccién
de radicales libres (60OHDA).

Tomando en cuenta lo anterior y recordando que las neuronas espinosas
medianas son el principal sitio de entrada y salida del estriado (Kandel et al, 2000), pero
que no pueden realizar una adecuada transmisién si sufren alguna alteracién en sus
espinas dendriticas, ya que estas son el principal sitio donde se realizan las sinapsis
(Ramon y Cajal, 1909; Ingham, 1993; Portera y Yuste, 2001); nuestros resultados
sugieren que la bromocriptina atenta el dano provocado por la lesiéon con 6-OHDA.

Aunque en este modelo de la EP, cuando se realiza una lesién en el haz medial
del cerebro anterior de forma unilateral con 6-OHDA se produce muerte celular de las
neuronas dopaminérgicas de la SN por su efecto inhibitorio en la actividad enzimatica
de la cadena respiratoria mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995; Soto-Otero, 2000), la
causa principal de la muerte celular en el estriado esta relacionada con la formacién de
hidroxilo (OH), peroxido de hidrégeno (H>O.) y quinonas; es decir, la muerte neuronal
esta determinada por el estrés oxidativo ocasionado por la 6-OHDA (Jonsson, 1976;
Shimohama et al, 2003), esta muerte neuronal tiene como consecuencia disminucion en
los niveles de dopamina y la pérdida en el numero de espinas en las neuronas
espinosas estriatales (Glinka et.al, 1997), como se observ6 en el grupo lesionado sin
tratamiento, brindando una situacion semejante a lo que sucede en los pacientes con la
enfermedad de Parkinson (Patt et.al, 1991).



Aprovechando esta situacién se determind el efecto de la bromocriptina en el
namero de espinas dendriticas de animales lesionados con 6-OHDA, y nuestros
resultados mostraron un aumento significativo en el numero de espinas dendriticas
comparado con el grupo lesionado y sin tratamiento. Este cambio en el nimero de
espinas podria explicarse como una consecuencia de un efecto neuroprotector de la
bromocriptina especificamente actuando como barredor de radicales libres (Factor,
1999) como lo reportan Takashima et al, (1999), donde observan una mayor sobre
vivencia neuronal en células expuestas a la neurotoxicidad causada por L-dopa in vitro
y tratadas con bromocriptina; también Simpkins y Jankovic (2003) mencionan que
neuronas de la sustancia nigra pre-tratadas con agonistas dopaminérgicos como la
bromocriptina disminuyen la muerte celular por dafio oxidativo, si tomamos en cuenta
que la lesion con la 6-OHDA provoca radicales libres podria ser posible que la
bromocriptina los disminuyan o elimine debido a su capacidad de eliminar radicales
oxidrilo y superoxido (Yoshikawa et al, 1994; Yamamoto,1998; Muralikrishnan y
Mohanakumar et al, 1998) atenuando el dafo y favoreciendo la presencia de un mayor
namero de espinas dendriticas. Montiel, (2001) también establecié que la bromocriptina
presenta efecto neuroprotector a nivel ultraestructural observandose una disminucién
del edema de los botones sinapticos inducido por lesion con 6-OHDA y sugiere que la
bromocriptina estimula la inhibicion de autorreceptores y promueve la formacion de
proteinas antioxidantes..Un estudio mas que reafirma las propiedades antioxidantes de
la bromocriptina es el que realizaron Kihara et al, (2002), en donde observan que la
bromocriptina disminuye la muerte neuronal provocada por la excitotoxicidad del
glutamato en cultivos de neuronas corticales. Las propiedades neuroprotectoras de la
bromocriptina se basan en que el glutamato genera radicales libres que inducen
muerte neuronal cuando es suministrado en el cultivo celular, pero si se agrega
bromocriptina el dafio provocado se atenua considerablemente comparado con el grupo
control ya que el farmaco elimina dichos radicales, posiblemente propiciado por la
estimulaciéon de los receptores D2. Por lo anterior se puede proponer que el efecto de la
bromocriptina que se manifiesta en una mayor densidad de espinas, es debido a su
capacidad antioxidante y neuroprotectora (Yoshikawa, et al, 1994; Nishibayashi et al,
1996; Sawada et al, 1998).



Ademas de lo anterior la bromocriptina también podria contribuir en la presencia
de espinas pormedio del estimulo de los receptores dopaminérgicos D2 (Sawada et al,
1998), que para captar una mayor cantidad del agonista dopaminérgico propicia la
presencia de espinas. Esto podria explicarse como en un estudio in vitro en el que se
observa que neuronas expuestas a L-dopa sufren toxicidad, que es atenuada por la
bromocriptina pero se observa que cuando a las neuronas se les agrega un antagonista
de los receptores D2 la proteccién de la bromocriptina disminuye. De la misma manera
se observd que otro agonista de los receptores D2 ofrece una proteccién neuronal
similar a la presentada por la bromocriptina, lo que comprueba que la bromocriptina
actua estimulando los receptores D2 (Takashima et al, 1999). Por lo tanto, sabemos
que la bromocriptina actia estimulando los receptores dopaminérgicos y también se
sabe que cuando hay muerte neuronal, las células que sobreviven buscan compensar
la ausencia de neuronas incrementando el area de contacto con el neurotransmisor,
propiciando la formacion de espinas dendriticas (Fiala et al, 2002), por lo que podria
sugerirse que la neurona tratando de compensar la falta del neurotransmisor aumente
el nUmero de espinas para captar lo mas posible del agonista dopaminérgico.

Otro factor que podria estar ayudando a las espinas es la facultad de la
bromocriptina para disminuir la recaptura de dopamina, evitando toxicidad para la
neurona, ya que durante el metabolismo y recaptura de la dopamina hay formacion de
radicales libres que al formarse en exceso producen dano y muerte celular (Ogawa et
al, 1994; Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998). Esta capacidad ha sido comprobada in
vivo en animales con una alta recaptura de dopamina causada por el tratamiento con L-
dopa, ya que al suministrar bromocriptina se redujo esta recaptura y al mismo tiempo
hubo un decremento en los radicales libres (Ogawa et al, 2000).

Por otro lado la bromcriptina suministrada a ratas que no presentan lesién
provoca dafo a las neuronas, suscitando la perdida de espinas. Esto podria explicarse
por una oxidacion provocada de forma indirecta por la bromocriptina, al ocupar
receptores dopaminérgicos (especialmente los D2) por ser agonista dopaminérgico
(Barbieri y Ryan, 1983; Missale, et al, 1998; Takashima et al, 1999; Simpkins vy
Jankovic, 2003; Kitamura et al, 2003) en lugar de la dopamina, que al estar presente de



forma normal en el organismo se podria estar presentando en exceso propiciando la
generacién de radicales libres que dafan las neuronas haciendo que pierdan espinas.
Aunque también podria ser que la neurona estuviera reduciendo el area expuesta a la
toxicidad disminuyendo la densidad de espinas, para atenuar el dafno (Fiala et al, 2002).

Ademas de lo mencionado el nimero de espinas podria reducirse debido a que
al existir un exceso de dopamina en las terminales sinapticas de las neuronas
dopaminérgicas de la SN, estas reducen las aferencias hacia las neuronas espinosas
provocando que haya un decremento en el numero de espinas al perder dichas
afertencias, lo anterior se basa en las observaciones realizadas por Parish et al (2002),
donde obtienen evidencias de que la activacion de los autoreceptores de las neuronas
dopaminérgicas por exceso de dopamina provocada por agonistas dopaminérgicos
reducen la arborizacién axonal de estas neuronas para buscar estabilizar la transmisién

dopaminérgica.

Otro punto en los resultados, es la perdida de espinas en el estriado contralateral
de los grupos lesionados, tanto del grupo tratado con bromocriptina como del grupo sin
tratamiento. Es posible que este efecto tenga su origen en la inervacién cruzada del
cerebro, es decir, la inyeccion unilateral de 6-OHDA estaria afectando algunas
inervaciones que tienen aferencia hacia el estriado contralateral a la lesion provocando
denervacién dopaminérgica hacia algun area neuronal de este estriado (Fass y Butcher,
1981; Jedrzejewska et al, 1990), por lo que seria dudoso considerar este lado del

estriado como control.



12. CONCLUSIONES

¢ La lesién con 6-OHDA provoca perdida de espinas dendriticas de las neuronas

espinosas medianas del estriado de rata.

¢ El tratamiento con bromocriptina después de la lesibn atentua el dafo

ocasionado por la 6-OHDA.

¢ En las neuronas de ratas sin lesion con la 6-OHDA, la bromocriptina provoca
disminucién en la densidad de espinas.

¢ En el estriado contralateral a la lesion también existe perdida de espinas
dendriticas debido a la inervacion cruzada.

Finalmente podemos decir que el tratamiento con bromocriptina tiene efecto
neuroprotector en el estriado de animales lesionados, debido probablemente a sus
propiedades antioxidantes.



13. ANEXO I. TECNICA DE GOLGI RAPIDO

Solucién de Golgi

1gr. Tetraoxido de Osmio

8gr. Dicromato de potasio
300ml. De Agua destilada

Se lava la capsula de osmio en acido nitrico. Posteriormente se enjuaga con agua normal y

destilada. Se coloca en un frasco ambar y se agita hasta romperse. Finalmente se agrega el

dicromato y el agua.

Procesamiento de muestras

O O O o o o

NOTA

Perfusion del animal con fijador Glutahaldehido-paraformaldehido 2%.

Diseccion del estriado.

Dejar en fijador por dos horas.

Pasar a la solucion de Golgi, dejando la muestra durante siete dias.

Pasar el tejido a una solucion de Nitrato de plata al 0.75% durante veinticuatro horas.
Transcurrido el tiempo se encastra la muestra en parafina y se realizan cortes de 100-
120 pum.

Se deshidratan los cortes con un tren de alcohol de 95°, alcohol absoluto, aceite esencia
de clavo y xilol, dejandolos cortes durante diez minutos en cada solucion.

Después del periodo en xilol se montan en portaobjetos y se cubren con resina para su

observacién en microscopio 6ptico.

Las neuronas y sus prolongaciones deben quedar impregnadas de color café oscuro rojizo a

negro.
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