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GLOSARIO

ACh Acetilcolina

AMPc Adenosin monofostafo ciclico

AVT Area ventral tegmental

Ca** Calcio

DAG Diacilglicerol

DAT Transportador de dopamina

EP Enfermedad de Parkinson

FS Interneuronas de disparo rapido (Fast spiking)

GB Ganglios basales

Ge Proteina G estimuladora

GP externo/interno Globo Palido externo o interno

Gi Proteina G inhibitoria

K' Potasio

LTS Interneurona de bajo umbral de disparo (Low threshold
spiking)

L-DOPA L-3,4 dihidroxifenilalanina

MAO Monoamino oxidasa

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

MR Receptores muscarinicos colinérgicos

Na** Sodio

nAChR Receptores nicotinicos colinérgicos




NAT

NEMs

6-OHDA

ONS

RT-PCR

RNAmM

SN

SNC

SNc¢

SNr

Transportador de noradrenalina

Neuronas espinosas medianas
6-Hidroxidopamina

Oxido nitrico sintetasa

Reaccidn en cadena de polimerasa en tiempo real
Acido ribonucleico mensajero

Sustancia nigra

Sistema Nervioso Central

Sustancia nigra pars compacta

Sustancia nigra pars reticulata




RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa cuyos sintomas
principales son temblor distal en reposo, bradiscinecia, pérdida de los reflejos posturales y
rigidez muscular. Estas alteraciones son resultado de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNc) lo que disminuye la entrada
dopaminérgica hacia el estriado. Basado en estudios epidemioldgicos, donde se observa
que los fumadores tienen menor incidencia de presentar la EP, se ha sugerido que la
nicotina puede tener efectos neuroprotectores. En el circuito de los ganglios basales,
incluyendo la SNc y el estriado, los receptores nicotinicos interactuan funcionalmente con
receptores dopaminérgicos. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar los efectos de
la administracion cronica de nicotina sobre la actividad de las neuronas estriatales, que
puedan relacionarse con los cambios observados en la conducta de giro inducida con
agonistas dopaminérgicos, en el modelo en rata de 6-OHDA. Los animales consumieron
nicotina mediante un protocolo de autoadministracion durante 66 dias previo a la esion con
6-OHDA, comenzando a los 21 dias de edad. Para observar los cambios asociados con la
administracion cronica de nicotina en las neuronas del estriado, se utilizd doble
inmunofluorescencia contra c-Fos y 3 marcadores especificos de diferentes neuronas
estriatales. La administraciéon crénica de nicotina no tuvo ningun efecto neuroprotector
sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNc. La administracion de apomorfina, agonista
de receptores dopamiérgicos, increment6 en un 18% la expresion de c-Fos en el estriado del
lado lado lesionado de los animales sin tratamiento de nicotina, y en un 25% en los
animales tratados con nicotina. La expresion de c-Fos fue observada en interneuronas de
disparo rapido y de bajo umbral de disparo, asi como en las neuronas de proyeccion de la
via directa. Asimismo, se observé un incremento en la conducta de giro, propia del modelo
unilateral de 6-OHDA de la EP, inducida mediante la administracion de apomorfina. Los
datos sugieren que la administracion crénica de nicotina induce cambios en la actividad
neuronal dentro del estriado, probablemente por un incremento de la afinidad de los
receptores dopaminérgicos, que puede contrarrestar las alteraciones motoras tras la pérdida
de dopamina dentro de esta estructura, mas que tener un efecto neuroprotector que
prevenga la EP.




INTRODUCCION

La Enfermedad de Parkinson (EP), descrita por primera vez en 1817 en el documento “An
Essay of the Shaking Palsy” por James Parkinson, afecta al 1-3% de la poblacién mayor de
60 anos (Harris et al., 2009). La Organizaciéon Mundial de la Salud, basada en la prediccion
realizada por Dorsey y colaboradores (2007), sugiere que para el afio 2030 debido al
aumento en la esperanza de vida, el nimero de personas con dicha enfermedad se duplicara

en los paises con mayor poblacion.

Los criterios de diagndstico clinico de la EP estan englobados en sintomas no motores y
motores (Chaudhuri et al., 2005), siendo éstos ultimos los que caracterizan la tétrada clasica
de la enfermedad (temblor distal en reposo, bradicinesia, rigidez muscular y pérdida de los

reflejos posturales).

Los sintomas no motores de la EP incluyen depresion, trastornos de la fase de suefio de
movimientos oculares rapidos (MOR) y alteraciones del olfato. Este ultimo, se presenta con
frecuencia y es considerada un sintoma temprano de la enfermedad caracterizado por un
déficit en la deteccion, identificacion y discriminacion de olores (Tissingh et al., 2001;

Bohnen et al., 2007).

A nivel microestructural, la EP se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas
que origina un desbalance en los mecanismos encargados de regular el control y
coordinacion del movimiento, tono muscular y postura (Bernheimer et al., 1973; Toulouse
y Sullivan, 2008). La principal zona afectada es la sustancia nigra pars compacta (SNc), la
cual posee somas de neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el cuerpo estriado
(nucleo caudado y nucleo putdmen), el cual, junto con el globo palido (GP) y el nucleo
subtalamico conforman lo que se conoce como ganglios basales (GB). La funciéon de los
GB es ¢l control del movimiento voluntario e involuntario (Bernheimer et al., 1973;

Drucker-Colin y Anias Calderdon, 2005; Toulouse y Sullivan, 2008).




La dopamina liberada por las neuronas dopaminérgicas de la SNc juega un papel
modulador dentro de la circuiteria de los GB (Drucker-Colin y Anias-Calderén, 2005); el
estudio de este circuito es de suma importancia para entender tanto el control de los
movimientos como las patologias que involucran su alteracion (por ejemplo EP y

enfermedad de Huntington).

Hasta ahora, los tratamientos existentes para la EP no han sido exitosos en un contexto
curativo; Unicamente han mostrado ser eficaces para la desaparicion transitoria de algunos
de los sintomas, principalmente los motores. El tratamiento mas utilizado, desarrollado en
el siglo XX, implica la administracion oral de levodopa (L-DOPA) que es un precursor
dopaminérgico, el cual es transformado a dopamina en el cerebro. Desafortunadamente, con
el progreso de la enfermedad, sus efectos disminuyen y eventualmente, desaparece la

mejoria en la sintomatologia motora.

Por otro lado, existen estudios recientes que sefialan a la nicotina, un alcaloide agonista de
receptores colinérgicos nicotinicos, como un posible candidato para el tratamiento de la EP.
Se ha determinado que la nicotina tiene un papel neuroprotector contra dafios quimicos en
modelos experimentales in vivo e in vitro de la EP (O'Neil et al., 2002; Donnelly-Roberts
et al., 1996; Dajas-Bailador et al., 2000; Ferchmin et al., 2003; Prendegast et al., 2001).
Asimismo, estudios epidemioldgicos han mostrado que existe una menor incidencia de EP
en fumadores (Morens et al., 1995; Baron et al., 1996; Gorell et al., 1999; Quik et al,
2004). Por lo anterior, el estudio de los efectos que posee la nicotina en los GB se ha
convertido en una importante linea de investigacion, pues aun no se ha esclarecido el papel

que juega en el control de los movimientos asociados a este conjunto de nucleos.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar a nivel conductual y celular, los efectos de la
administracion cronica de nicotina en el estriado, en un modelo animal de la EP. A nivel
celular nos enfocamos en evaluar la expresion de c-Fos, un gen de activacion temprana
cuya expresion puede ser inducida bajo ciertos estimulos y que es utilizado como un

marcador de actividad neuronal.




Nuestra estrategia experimental consistié en la administracion cronica de nicotina via oral
(VO), iniciando en etapa posnatal (3 semanas de edad). Posteriormente, se llevé a cabo la
lesion del sistema dopaminérgico nigro-estriatal en uno de los hemisferios cerebrales (ratas
hemiparkinsonianas'), durante la etapa adulta (12 semanas de edad). Subsecuente a la
desnervacion dopaminérgica, se inyectaron dos agonistas dopaminérgicos, los cuales nos
permitieron evaluar los efectos de la administracion crénica de nicotina sobre la conducta

motora y la desnervacion dopaminérgica.

Nuestros resultados indican que en los animales hemiparkinsonianos tratados con nicotina,
la asimetria motora se ve modificada. Al inyectar anfetamina hay una tendencia a reducir la
asimetria motora, mientras que al inyectar apomorfina hay un incremento significativo de
¢ésta. De manera interesante, el incremento observado en el caso de la apomorfina
correlaciona con una mayor expresion de c-Fos en el hemisferio lesionado. Ademas, se
determind que estos cambios en la expresion de c-Fos se presentan en tipos celulares
especificos dentro del estriado, tales como interneuronas GABAérgicas y neuronas de
proyeccion. En los animales no lesionados pero tratados con nicotina, se pudo observar un
incremento significativo en la expresion de c-Fos en ambos hemisferios, inducida mediante
la inyeccion de apomorfina, ademds de cambios en la activacion de diversos tipos celulares

del estriado (vs animales no lesionados sin tratamiento de nicotina).

Este trabajo muestra por primera vez que la administracion crénica de nicotina induce
cambios en la actividad neuronal de distintos tipos celulares, principalmente de
interneuronas estriatales, lo cual tiene efectos sobre la conducta motora. Asimismo, dichos
cambios son potenciados cuando la dopamina estriatal se encuentra disminuida, como en la

EP.

" En el modelo de 6-OHDA de la EP, la neurotoxina es inyectada en la SNc¢ de un hemisferio cerebral,
manteniendo al otro hemisferio intacto.




CAPITULO 1: ANTECEDENTES

1.1 ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES

Los Ganglios Basales (GB) son un conjunto de nucleos interconectados localizados en el
telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. Se pueden dividir funcionalmente en nucleos de
entrada, nucleos de relevo y nticleos de salida (Figura 1). Los nucleos de entrada son el
estriado (nucleo caudado y putdmen) y el ntcleo accumbens, los nicleos de relevo incluyen
al subtadlamo, al globo palido externo (GP externo), a la sustancia nigra pars compacta
(SNc) y al area ventral tegmental (AVT); mientras que los nucleos de salida son el GP
interno (nucleo entopeduncular en especies no primates) y la sustancia nigra pars reticulata

(SNr) (Figura 1).
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Figura 1. Estructuras que integran los ganglios basales en el cerebro humano. La mayoria de los componentes de los
GB se encuentran en el telencéfalo. La sustancia nigra (SN) se encuentra en el mesencéfalo y el nucleo subtalamico en el
diencéfalo (no sefalada en la figura). Las proyecciones de la SN llegan al estriado en animales no humanos o al nucleo

caudado y putamen en humanos.




Anatoémicamente y de acuerdo con la localizacion y funcién de los nucleos que lo integran,
los GB se dividen en una region dorsal y otra ventral. La division ventral se relaciona con
funciones limbicas y consiste del nucleo accumbens, el GP ventral (que puede incluir la
region ventral del GP interno), las regiones mediales del nucleo subtalamico y SN, asi
como al AVT. La region dorsal se asocia a funciones motoras y asociativas, se compone del
estriado (caudado y putdmen en humanos), GP interno y externo, la SNr, SNc, y el nucleo

subtalamico (Tepper et al., 2007).

En términos funcionales, el estriado es la principal estructura de entrada de los GB. Este
posee tres nucleos de entrada muy similares en su estructura interna: ntcleo caudado,
nucleo putdmen y nucleo accumbens. Hacia el nicleo caudado y putamen proyectan fibras
glutamatérgicas desde la corteza cerebral y tdlamo; dopaminérgicas desde la SNc y
serotoninérgicas del ntcleo dorsal del rafé (Figura 2). Hacia el nuacleo accumbens
proyectan fibras desde la corteza limbica, hipocampo y fibras dopaminérgicas desde el

AVT (Wilson, 2004).

Las salidas del estriado son principalmente hacia el GP externo, el GP interno y la SNr.
Estos dos ultimos son los nucleos de salida de los GB y cuyas estructuras diana son
principalmente el tdlamo y en menor medida el nucleo lateral habenular y capas profundas

del coliculo superior (Wilson, 2004) (Figura 1 y 2).

El GP se divide anatdémicamente en dos regiones; una region lateral llamada GP externo y
una region medial llamada GP interno. Ambas divisiones utilizan GABA como
neurotransmisor. El GP externo proyecta principalmente hacia el nucleo subtaldmico,
mientras que el GP interno lo hace hacia el tdlamo (ntcleos ventral lateral, posterolateral y
centromediano), nucleo subtalamico, SNr, y a los nucleos de la formacion reticular

mesencefalica (Figura 2).
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Por otra parte, el GP externo y el interno reciben principalmente aferencias GABAérgicas
desde el estriado, mientras que el GP interno recibe, ademas, entradas glutamatérgicas del

nucleo subtaldmico y dopaminérgicas desde la SNc (Figura 2).

Corteza

Y

Y

Neoestriado SNc

) e
,|GP1/SNr
Via indirecta
Via directa
—
Talamo

Figura 2. Diagrama simplificado de la macrocircuiteria dentro de los GB. En negro se muestra el modelo
inicial propuesto por Albin (1989) y DeLong (1990), para explicar el funcionamiento de los GB. En gris se
muestran las modificaciones actuales. Las sinapsis glutamatérgicas (excitatorias) estan representadas con
flechas, las sinapsis GABAérgicas (inhibitorias) con circulos y las dopaminérgicas con un cuadro. Tomado y

modificada de Tecuapetla-Aguilar, 2007.

El nucleo subtalamico se localiza en el diencéfalo. Tiene una cercana interaccion con todos
los nucleos de los GB, lo que le permite participar en el control del procesamiento y

transferencia de informacion dentro de los GB, asi como en el relevo para las aferencias
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corticales. Recibe aferencias de diversas estructuras, incluyendo aquellas glutamatérgicas
que provienen de regiones frontales de la corteza, GABAérgicas del GP externo y tdlamo,
dopaminérgicas desde la SNc, entre otras. Las eferencias que proceden desde el nticleo
subtalamico son glutamatérgicas, principalmente dirigidas hacia el GP interno y a la SN,

asi como al estriado y al ntcleo pedunculopontinuo tegmental.

La SN esta compuesta por dos regiones, la SNc y la SNr. Sus aferencias consisten de fibras
GABA¢érgicas de neuronas estriatales que co-expresan sustancia P (ver mas adelante).

También recibe aferencias del GP y de los nucleos del rafé en el tronco encefalico.

La SNr proyecta fibras GABA¢érgicas hacia el tadlamo, a la region tegmental de la formacion
reticular y a los coliculos superiores. La SNc junto con el AVT establecen las conexiones
dopaminérgicas del estriado, nucleo subtalamico y GP. La SNc y el AVT reciben aferencias
desde muchas areas, tales como el estriado, el cual proyecta fibras GABAérgicas junto con
el GP. La dopamina de la SN parece jugar un papel importante en la regulacion de la
entrada inhibitoria desde la SNr, también modula la tasa de disparo neuronal asi como la
liberacion de dopamina, ademas de modular las salidas del estriado, lo cual es crucial para

la conducta motora. Este tema se abordara con mas detalle en otra seccion.

A esta region también proyecta una prominente inervacion glutamatérgica, proveniente de
fibras del ntcleo subtaldmico. Todas las clases de receptores glutamatérgicos estan
presentes en la SNr (Albin et al., 1989). La SN también recibe aferencias serotonérgicas
desde los nucleos dorsal y medial del rafé. Ademads, recibe poca inervacion noradrenérgica

desde el AVT asi como entradas colinérgicas.
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1.2 TIPOS NEURONALES EN EL ESTRIADO
1.2.1 Neuronas espinosas medianas (NEMs)

En el estriado existen diversos tipos celulares, los cuales pueden ser clasificados por la
distinta expresion de péptidos, receptores, asi como por sus propiedades electrofisioldgicas
(Figura 3). El principal tipo celular son las neuronas espinosas medianas (NEMs) o
neuronas de proyeccion, representando cerca del 98% de las células estriatales en ratas
(Rymar et al., 2004) y 77% en primates no humanos (Kemp y Powell, 1971). Se
caracterizan por ser de fenotipo GABAérgico, tener un didmetro somatico de 10-20 pm que
da origen a 3-5 dendritas primarias que se ramifican hasta llegar a 25-30 dendritas
terminales, ademas de poseer alta densidad de espinas dendriticas , caracteristica de la cual

deriva su nombre.

Quimicamente se pueden diferenciar dos poblaciones de NEMs por el tipo de neuropéptido
que co-expresan junto con GABA. La primera sintetiza sustancia P y dinorfina, ademas de
expresar preferentemente el receptor dopaminérgico D, la segunda sintetiza encefalina y
expresa preferentemente el receptor D, (Gerfen et al., 1990). Sin embargo, existen reportes
en donde se ha observado la co-localizacién de ambos neuropéptidos, asi como de los dos
receptores dopaminérgicos; no obstante, éstas se presentan en un menor porcentaje (Deng

et al., 2006; Wang et al., 2006).

Las NEMs proyectan la informacion mediante dos vias, una via directa y una via indirecta,
utilizando GABA como principal neurotransmisor (Gerfen y Wilson 1996; Teppe y Lee.,
2007) (Figura 3). Las NEMs de la via directa (GABA/Sustancia P, dinorfina) proyectan
hacia el GP interno y externo, asi como a la SNr. Las de la via indirecta
(GABA/encefalina), proyectan hacia el GP externo y nucleo subtaldmico (Gerfen y Wilson
1996; Hauber, 1998) (Figura 2). Funcionalmente, ambas vias tienen respuestas finales

antagonicas; la via indirecta estd relacionada con la inhibicion de la accion motora,
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mientras que la via directa la promueve (este tema serd abordado mas adelante con mas

detalle).

1.2.2 Interneuronas estriatales

El remanente celular (2-3% en ratas y 23% en primates), son interneuronas que se pueden
dividir en dos tipos: interneuronas colinérgicas (aproximadamente 0.3% en ratas; Rymar et
al., 2004) e interneuronas GABAérgicas (aproximadamente 2%; Rymar et al., 2004)
(Figura 3). Dentro de las interneuronas GABAérgicas existen tres tipos principales,
definidas por su fenotipo electrofisioldgico y quimico. Las primeras conocidas como
interneuronas de bajo umbral de disparo (Low threshold spiking, LTS), las cuales co-
expresan neuropéptido Y, somatostatina, asi como las enzimas NADPH diaforasa y 6xido
nitrico sintetasa. A las segundas se les conoce como de espigueo rapido (Fast spiking, FS),
éstas co-expresan la proteina de unién a Ca’", parvalbumina, y poseen receptores
nicotinicos. Por ltimo se encuentran las que co-expresan calretinina, una proteina de union

a Ca”" (Hauber, 1998; Tepper y Bolam, 2004).

La interneurona gigante colinérgica es la mas grande de las interneuronas dentro del
estriado. Estas interneuronas realizan contactos sindpticos sobre las NEMs, e inervan a las
interneuronas FS (Kods y Tepper, 2002). Reciben aferencias excitatorias principalmente del
tadlamo, ademas de entradas GABAérgicas. Son moduladas pre-sindpticamente por
aferencias dopaminérgicas de la SNc a través de receptores pre-sinapticos de tipo D,. Otra
de sus caracteristicas es que poseen disparos espontaneos en ausencia de entradas sindpticas

(Bennet y Wilson, 1999).
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Figura 3. Principales tipos celulares del estriado. A. Interneurona colinérgica. B. Interneurona

somatostatina/oxido nitrico sintetasa. C. Neurona espinosa mediana. D. Interneurona GABA/parvalbimina.
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Las interneuronas GABAérgicas que coexpresan parvalbumina (las FS), son heterogéneas
en tamafio, encontrandolas dentro del rango de 50-100pm. Hacen contacto sinaptico sobre
los somas y dendritas proximales de las NEMs (Kubota y Kawaguchi, 2000). Reciben
aferencias excitatorias desde la corteza, asi como entradas de interneuronas colinérgicas y
GABA¢érgicas de las NEMs y del GP (Bolam y Bennett, 1995). Se les conoce como de

disparo rapido debido a que presentan una frecuencia de disparo alta (hasta 300Hz).

Las interneuronas GABA¢rgicas que co-expresan somatostatina, neuropéptido Y, NADPH-
diaforasa y oxido nitrico sintetasa, es decir, las de tipo LTS, constituyen poco menos del
1% del total de neuronas del estriado (Rymar et al., 2004). Reciben entradas
monosindpticas excitatorias de la corteza y del talamo, y GABA¢érgicas de las aferencias del
GP (Bolam y Bennett, 1995). La principal caracteristica electrofisiologica de estas
interneuronas es que presentan “espigas de calcio de bajo umbral”, lo que da origen a su

nombre.

Existen otros tipos de interneuronas GABA¢érgicas, tales como las que contienen calretinina
que representan al 0.5% de las neuronas estriatales (Rymar et al., 2004) y las que contienen
tirosina hidroxilasa (TH, Unal et al., 2011). Estas interneuronas son las que han sido menos

caracterizadas.

1.3 VIAS DEL MOVIMIENTO EN LOS GB: ViA DIRECTA E INDIRECTA

Albin (1989) y DeLong (1990) propusieron un modelo funcional de los GB, el cual supone
que las conexiones que provienen del estriado forman dos vias principales. Estas vias se
distinguen por sus proyecciones a diferentes nucleos blanco, la via directa formada por
neuronas que proyectan directamente hacia el GP interno y/o hacia la SNr, asi como hacia
el GP externo, teniendo acceso inmediato y directo hacia las estructuras de salida de los
GB; y la via indirecta formada por neuronas que proyectan hacia el GP externo, la cual a su

vez proyecta hacia el nticleo subtaldmico y éste hacia el GP interno/SNr (Figura 2).
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Se ha propuesto que el comportamiento asociado a los GB, es decir el movimiento como
respuesta, depende del patrén de disparo de los nucleos de salida de los GB (Albin et al.,
1989, DeLong et al., 1990; Hikosaka et al., 2000). Las neuronas de los nucleos de salida,
las cuales son GABAérgicas, tienen disparos tonicos”. Las NEMs (también GABAérgicas),
que proyectan a estos nucleos de salida no tienen potenciales de accion en condiciones
basales; esto provoca que, en ausencia de actividad glutamatérgica corticoestriatal
(excitacion), las NEMs se encuentren inhibidas, y por ende, las neuronas GABAérgicas de
los nucleos de salida (GPi/SNr) con actividad tonica, se encuentran activas ante la falta de
inhibicion, provocando la inhibiciéon de los nucleos blanco (circuitos talamo-corticales
encargados de la ejecucion del movimiento o al coliculo superior y formacion reticular), lo

cual inhabilita la ejecucion del movimiento (Tecuapetla-Aguilar, 2007).

Al activarse el sistema, se promueve el disparo de las NEMs (Wilson y Kawaguchi, 1996).
Esto provoca que las neuronas de la via directa (GABAZérgicas), inhiban la respuesta tonica
de las neuronas GABA¢érgicas de los nucleos de salida de los GB (SNr y GP interno), lo
cual transforma la inhibicion en ausencia de actividad glutamatérgica, en desinhibicién en
presencia de actividad glutamatérgica, promoviendo la activacion de los circuitos motores

permitiendo la ejecucion del movimiento.

En contraste, la descarga de las neuronas de la via indirecta inhibe a las neuronas
GABA¢érgicas del GP externo, que también tienen actividad tonica. Esto provoca que las
neuronas del GP externo no inhiban a los nucleos de salida (SNr y GP interno), por medio
de dos mecanismos: por la falta de inhibicion ejercida por el GP externo hacia las neuronas
glutamatérgicas del nucleo subtaldmico y por la falta de inhibiciéon del GP externo
directamente a las neuronas de la SNr/GP interno. Ambos mecanismos incrementan la
excitacion de las neuronas de la SNr y GP interno. Esto provoca la liberacion de GABA
hacia el tdlamo, y la inhibiciéon de los nucleos motores blanco, inhabilitando asi los

movimientos. Se ha propuesto que esta acciéon de la via indirecta atenia o termina los

2 P O . ..
Actividad tonica es cuando la neurona dispara en condiciones basales.
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movimientos asociados a los GB o suprime la secuencia de los movimientos no deseados

(Tecuapetla-Aguilar, 2007).

Seglin el modelo tradicional de los GB, los receptores dopaminérgicos cumplen una
funcion importante en la activacion de la via directa o indirecta. La activacion de estos
receptores se da por la dopamina liberada en el estriado desde terminales provenientes de la

SN, la cual modula la excitabilidad de la membrana de las NEMs (Surmeier et al., 1995).

Los receptores dopaminérgicos se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a sus
homologias estructurales y cascadas de segundos mensajeros activados: grupo D; (D; y Ds)
y grupo D, (D,, D3 y Dy). Tras la activacion de un receptor del grupo D, se activan las
proteinas Gq. (Neve et al., 2004) que estimulan la produccién de la enzima adenilato
ciclasa, la cual induce un aumento en la produccion de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), que activa la via de sefalizacion de la proteina cinasa K (PKA). Asimismo, puede
activar también otros segundos mensajeros como 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y
diacilglicerol (DAG) mediante la activacion de fosfolipasa C. La PKA tiene diversos
objetivos intracelulares incluyendo factores de transcripcion, canales dependientes de
voltaje y receptores glutamatérgicos (Svenningsson et al., 2004). El segundo grupo, el de
los receptores D, activa a las proteinas Gai (Neve et al., 2004), que inhiben a la enzima
adenilato ciclasa y a canales de Ca®’, incrementan la conductancia de K, activan al
intercambiador Na'/H" y activan a la fosfolipasa C (Neve et al. 2004). También pueden
activar otras vias como la de ERK (Kim et al. 2004) y a la cinasa terminal de Jun (Luo et

al., 1998).

1.3.1 ;Cual es la relacion de la dopamina y la actividad de las NEMs?

La despolarizacion de las NEMs requiere entradas glutamatérgicas provenientes de la
corteza, pero los disparos de potencial de accion de las NEMs dependen del estado de su
potencial de membrana, el cual se modifica de un estado despolarizado a un estado
hiperpolarizado bajo la influencia de la dopamina (Wilson y Kawaguchi 1994). Esta accion

moduladora es regulada diferencialmente mediante receptores D; (excitatorios) y receptores
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D, (inhibitorios, Kitai y Surmeier, 1993; West et al., 2003) los cuales se encuentran

principalmente segregados en la via estriatal directa e indirecta, respectivamente.

La dopamina actia en ambas vias (directa e indirecta) mediante receptores D; y D,
respectivamente, facilitando el movimiento voluntario (en la via directa) y el involuntario
(via indirecta). La activacion de los receptores de la via directa provoca la activacion de las
NEMs y por ende la liberacion de GABA hacia el GP interno/SNr, lo cual disminuye la
actividad de estos nucleos y la subsecuente inhibicion del tdlamo, por lo que este ultimo se
activa, facilitando el movimiento. Por otro lado, la activacion de receptores de la via
indirecta produce la inhibicion de las NEMs de esta via, por lo que la actividad del GP
externo incrementa. Esto promueve la liberacion de GABA hacia el nucleo subtalamico y
por ende la inhibicion de éste. La reduccion en la liberacion de glutamato desde las
terminales subtaldmicas ocasiona una disminucion de la actividad del GP interno/SNr, sin
embargo éstos nticleos tienen disparos tonicos por lo que siguen liberando GABA hacia el

talamo e inhibiéndolo (Figura 2).

Asimismo, la dopamina liberada en el estriado bloquea la transmision corticoestriatal
glutamatérgica (Galva y Wichmann, 2007), inhibiendo la liberacién de glutamato de las
terminales glutamatérgicas corticales mediante la activaciéon de receptores del grupo D,
(Xiao et al., 2009). Otras de las funciones de la dopamina estriatal es regular otros sistemas
de transmision como GABA y ACh: modula la transmision GABAérgica presinaptica

mediante receptores del grupo D, y regula la liberacion de ACh (Tepper y Bolam, 2004).

1.3.2 Controversia del modelo tradicional de los GB

Actualmente, el modelo tradicional de la via directa e indirecta de los GB es controversial.
Se ha reportado que muchas de las NEMs proyectan a ambos segmentos del GP y que los
receptores dopaminérgicos co-localizan en algunas de las NEMs (Surmeier et al., 1992;

Kawaguchi et al., 1990).

En las NEMs del estriado se han detectado los cinco tipos de receptores dopaminérgicos

mediante la técnica de transcripcion reversa, seguida de la reaccion de polimerasa en
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cadena (RT-PCR) en células disociadas del estriado (Surmeier y Kitai, 1993; Nicola et al.,
2000). Estos trabajos demostraron que el 46% de las NEMs positivas para sustancia P (via
directa) expresan acido ribonucleico mensajero (RNAm) para el receptor D, mientras que
un 25% de NEMs que co-expresan encefalina (via indirecta) expresan altos niveles de
RNAm para receptor D,. Sin embargo, un porcentaje de NEMs que co-expresan sustancia P
también expresan RNAm para el receptor D, (19%), D; (38%) y/o Di (25%).
Adicionalmente, las NEMS que co-expresan encefalina también expresan RNAm para los
receptores D y Ds, ademas de que un 25% de éstas también co-expresa receptores D; y Do.
Sin embargo, estudios de hibridacion in situ apoyan la idea de la segregacion de receptores

dopaminérgicos (Wang et al., 2006).

A pesar de que los datos ponen en cuestion la segregacion de los receptores dopaminérgicos
(D1 y D,) en ambas vias (directa e indirecta respectivamente), la funcién que tiene la via
directa y la via indirecta en el movimiento no es discutida. Recientemente, un estudio
realizado por Kravitz y colaboradores (2010), demostrd por primera vez in vivo la
segregacion preferente de los receptores dopaminérgicos y la funcion diferencial de la
activacion especifica de los receptores D; y D,. En dicho estudio se utilizd como técnica
una herramienta novedosa conocida como optogenética, en la cual se acoplé al genoma del
raton el transcrito para rodopsina-2’ en el material genético que codifica para el receptor D,
(via directa) o D, (via indirecta) en las NEMs (Figura 4), y mediante la estimulacién
luminosa (longitudes de onda), se provocd la activacion especifica del receptor de la via
directa (D) o el receptor de la via indirecta (D,). Asimismo, al acoplar la proteina amarilla
fluorescente se identifico la localizacién de dichos receptores, y por ende se comprobo la

segregacion anatomica de las vias y se correlaciond con la conducta.

La rodopsina es un pigmento encontrado en la retina del ojo. El procesamiento visual inicia con la activacion de este
pigmento mediante estimulos luminicos, es una proteina transmembranal encontrada en las células responsables del inicio
del procesamiento visual.
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Figura 4. A. Segregacion de receptores dopaminérgicos en las vias del movimiento. A. Esquema de un corte sagital
del cerebro de raton. Ctx, corteza; Str, estriado; GP, globo palido; SNr, sustancia nigra pars reticulata; Th, Talamo; Hipp,
hipocampo. B. Corte sagital que muestra las NEMs de la via directa en ratones ChR2-YEP seguida de la inyeccion de
AAV1 dependiente de Cre en el raton transgénico D1-Cre BAC. Los axones de las NEMs de la via directa proyectan a la
SNr. C. Expresion de ChR2-YEP en las NEMs de la via indirecta del raton transgénico D2-Cre BAC. Los axones de las
NEMs de la via indirecta proyectan hacia el GP. Escala de las barras en B y C, Imm. Tomado y modificada de Kravitz et
al., 2010.

Este grupo también demostrd que la localizacién de receptores D; en los somas de las
NEMs es mas abundante en somas cuyas proyecciones llegan al nicleo entopeduncular (GP
interno en primates) y a la SNr (Figura 4b). Mientras que los somas de las NEMs que
expresan los receptores D, proyectan hacia el GP externo (Figura 4c). Estas observaciones
confirman la segregacion mayoritaria de los receptores en dos vias: una via que expresa

principalmente receptores D; y otra que expresa preferentemente receptores Ds.

Para corroborar que la activaciéon de una u otra via (D; contra D;) produce conductas
antagdnicas, estimularon cada una de estas vias, encontrando que la estimulacion de los
ratones D, provocaba el incremento en el movimiento del raton, mientras que la activacion
de la via indirecta provocaba una conducta paralizada (Figura 5a, b). Estos datos sugieren
que existe una segregacion funcional de las vias de los GB en funcion del receptor

dopaminérgico expresado: una via que facilita el movimiento (D) y otra via que lo inhibe

21



(Dy). Cabe sefialar que las observaciones realizadas por Kravitz y colaboradores no
descartan la posibilidad de co-localizacion de los receptores dopaminérgicos dentro del

estriado.

: Laser apagado

@—— Laser prendido
D1

@—— Laser prendido
D2

Figura 5. La activacion de la via directa o indirecta indica una regulaciéon motora especifica. A. Esquema coronal de
la canula y la estimulacion bilateral con fibra optica. B. Ejemplo de la actividad motora alterada durante la iluminacion
bilateral estriatal en los ratones D1-ChR2 (izquierdo) y D2-ChR2 (derecho). Las lineas representan el patron del
movimiento, los puntos representan la localizacion del raton cada 300ms. Los patrones grises representan la actividad
durante 20 s antes de la iluminacion; los patrones de colores representan 20 s de actividad durante la iluminacion
subsecuente. Tomado y modificada de Kravitz et al., 2010.

1.4 LESIONES EN LOS CIRCUITOS DE LOS GB

La lesion de neuronas dopaminérgicas de la SNc provoca una pérdida de las aferencias
dopaminérgicas hacia el cuerpo estriado, lo cual genera un desbalance en la interaccion de
la via directa y la via indirecta implicadas en el movimiento, responsable de los sintomas
motores presentes en la EP. Esto se debe a que la dopamina es un modulador crucial en el
procesamiento estriatal de las sinapsis glutamatérgicas, taldmicas, corticales y de las NEMs,

regulando funciones motoras (Wickens, 2003).

En reposo, las NEMs tienen un potencial de membrana cercano al potencial de equilibrio
del K* (alrededor de -90mV), a lo que se le conoce como down state. En respuesta a
entradas glutamatérgicas de la corteza, las NEMs se despolarizan. Si las entradas
glutamatérgicas carecen de convergencia temporal o espacial, el canal de potasio Kir2 se
mantendrd abierto, minimizando la respuesta celular, pero si tienen la convergencia
suficiente, la sinapsis glutamatérgica induce el cierre de los canales de potasio Kir2,

provocando que el potencial de membrana somatico llegue cerca del umbral de disparo, a lo
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cual le conoce como up state, estado en el cual las NEMs generan potenciales de accion

(Gerfen y Surmeier, 2011).

La dopamina modula la sinapsis glutamatérgica responsable de la transicion al estado up
state, y los rasgos cualitativos de su modulacion dependeran del receptor dopaminérgico
que esté siendo estimulando. Al activarse el receptor D, se impide la transicion al up state
de las NEMs de la via indirecta, lo que reduce la generacion de potenciales de accion de
esta via; esto se logra mediante la reduccion de la entrada de Ca®" y Na', asi como un
incremento en la salida de K', adicionalmente hay una reduccién de la liberacion

presinaptica de glutamato.

En el caso de las NEMs de la via directa, la dopamina activa al receptor D, (Surmeier ef al.,
2007) y se infiere que la transmision corticoestriatal sobre las NEMs de la via indirecta es
inhibida por la activacion de receptores D,, mientras que la transmision corticoestriatal
sobre las NEMs de la via directa es facilitada por la activacion de receptores

dopaminérgicos de tipo D;.

La disminucién de dopamina en el estriado provoca muchos cambios a nivel fisiologico,
morfoldgico, eléctrico y conductual. De acuerdo con algunos modelos, posterior a la
denervacion dopaminérgica (como en los modelos de la EP), la excitabilidad de las NEMs
se altera diferencialmente en una u otra via (Albin et al., 1989; DeLong et al., 1990) . La
ausencia de dopamina en el estriado disminuye la activacion de las NEMs en la via directa
e incrementa en la via indirecta, inhibiendo el movimiento voluntario generado por la via

directa.

(Qué sucede con la via directa y la via indirecta en ausencia de dopamina? La via directa
deja de ser estimulada por la dopamina, lo cual implica una disminucién de la facilitacion
en tdlamo y tronco enceféalico, y por ende de los movimientos. En la via indirecta, tras la
falta de inhibicion de las células del estriado por la dopamina, se incrementa el efecto
inhibitorio de las NEMs sobre el GP externo, lo que disminuye la actividad del GP externo

e incrementa la actividad del nucleo subtalamico, el cual incrementa la actividad del GP
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interno/SNr que libera GABA hacia el talamo y el tronco encefalico, lo que a su vez
implica la disminucion en la ejecucion de los movimientos por la reduccion de los impulsos
provenientes de la corteza tanto hacia los GB como hacia las vias piramidales y

extrapiramidales (Drucker-Colin y Anias Calderdén, 2005).

1.5 MICROCIRCUITO GABA¢érgico EN EL ESTRIADO

La circuiteria estriatal que controla la via directa e indirecta es compleja, y el impacto de la
dopamina sobre dicha circuiteria le agrega un grado de complejidad ain mayor. Ademas de
los cambios asociados a la denervacion dopaminérgica descritos en el capitulo anterior, la
denervacion presente en los modelos de EP genera alteraciones funcionales mediadas por
cambios en los receptores dopaminérgicos, cambios morfologicos en las sinapsis
glutamatérgicas en subpoblaciones selectivas de NEMs y cambios en la microcircuiteria del

estriado (Day et al., 2006).

Dentro de las microcircuiterias estriatales, Gerfen y Surmmeier (2011), consideran cuatro
circuitos basicos: circuito cortico-estriatal, circuito cortico-estriatal de tipo feedforward,
circuito estriatal de tipo feedforward, circuito talamo-estriado de tipo feedforward (Figura

6).
1.5.1 Circuito cortico-estriatal

Este circuito se conforma por las neuronas corticales piramidales glutamatérgicas y las
NEMs del estriado. Las sinapsis que forman son exclusivamente sobre las espinas
dendriticas de las NEMs de ambas vias. A pesar de que se han encontrado diferencias
anatomicas entre la via directa y la indirecta, las implicaciones funcionales aun no son

claras.

Una de las diferencias entre ambas vias es su anatomia somatodendritica (Fujiyama et al.,
2011). En roedores se ha observado que la longitud dendritica total de las NEMs de la via
indirecta es significativamente menor que en las NEMs de la via directa, debido a que las

NEMs de la via indirecta poseen aproximadamente una o dos dendritas primarias menos
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que las de la via directa, sin diferencia en la densidad de espinas dendriticas; lo cual sugiere
que la via directa recibe mas entradas glutamatérgicas que la via indirecta, haciendo a ésta

ultima mas excitable (Gerfen y Surmeier, 2011).

1.5.2 Circuito cortico-estriatal de tipo feedforward y feedback

Adicional a las NEMs GABA¢érgicas, también existen interneuronas GABAérgicas
(descritas anteriormente) en el estriado, las cuales pueden modificar la salida del estriado

volviendo al circuito aiin més complejo.

Las NEMs pueden ser inhibidas mediante GABA a través de dos mecanismos: por la
activacion de las interneuronas GABAérgicas (FS principalmente), que liberan GABA
hacia las NEMs, y mediante la activacion de otras NEMs que también liberan GABA por
medio de colaterales hacia otras NEMs. El primero se ha denominado inhibicion
anterograda o de tipo feed-forward, cuyo esquema puede resumirse en: INT>NEMs;
mientras que el segundo mecanismo se denomina inhibicidn por retroalimentacion o
inhibicion tipo feedback y cuyo esquema puede resumirse en: NEMs>NEMs (Wilson,
2007) (Figura 6).

Se ha inferido que la inhibicion de tipo feedforward contribuye a la seleccion de la accion
mediante la eliminacion de la actividad de los circuitos de las NEMs asociados a acciones
no requeridas. Las interneuronas LTS (positivas a somatostatina), también forman parte del
tipo de inhibicion feedforward; sin embargo, poco se ha descrito al respecto (Tepper et al.,

2010).

Las interneuronas FS hacen sinapsis con ambos tipos de NEMs, sin embargo, se ha
observado que hay una preferencia de éstas sobre las NEMs de la via directa (Gittis et al.,
2010). Nuevamente se observa una dicotomia entre ambas vias que contribuye a la
regulacion del circuito. EI GP externo es una de las entradas principales hacia las
interneuronas FS, siendo esta estructura controlada preferentemente por las NEMs de la via
indirecta. Las neuronas del GP externo expresan receptores dopaminérgicos de tipo D,, por

lo que existe un control dual ejercido por receptores D, dopaminérgicos sobre la via
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indirecta, lo que sugiere que su funcion es atenuada por los niveles de dopamina basal, pero

facilitada si disminuyen los niveles de dopamina (Gerfen y Surmeier, 2011).

La inhibicion de tipo feedback (NEMs—>NEMs) refleja el promedio de salida del estriado,
ya que las entradas corticales son seleccionadas por la NEMs que son excitadas con mayor
intensidad, es decir, la NEM que es excitada por la aferencia cortical inhibe a las NEMs

vecinas que ya no podran disparar, ganando asi la salida.

Por otro lado, los axones colaterales de las NEMs dentro del estriado, son muy numerosos,
siendo estos axones colaterales blanco para la inhibicién de tipo feedforward ejercida por
las interneuronas FS y LTS. Se ha mostrado que la accidon de estas interneuronas sobre las
NEMs es lo suficientemente fuerte como para retrasar o inhibir el disparo de potenciales de
accion de las NEMs (Kods y Tepper, 1999). La inhibicién de tipo feedforward puede
reflejar el nivel general de la entrada de las NEMs (Wilson, 2007) (Figura 6).

Sin embargo, estos tipos de inhibicidon han sido propuestos a partir de teorias de control o
de redes computacionales artificiales. Ademas, se debe tomar en cuenta que el balance
entre ambos tipos de inhibicion podria ser dindmico, dependiendo del grado de sincronia, lo
cual podria depender de la accion neuromoduladora de algunos transmisores (Tecuapetla-

Aguilar, 2007).
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Figura 6. Microcircuitos en los GB. A. Circuitos—cortico-estriatales y de las vias directa e indirecta. Las
neuronas piramidales de la capa cortical 5 proveen entradas excitatorias glutamatérgicas a las espinas de las
NEMs de la via directa (D;) e indirecta (D,). Las NEMs D; proyectan a los nucleos de salida de los GB
(GPi/SNr) mientras que las NEMs D, proyectan al GPeo. La entrada dopaminérgica a través de la via
nigroestriatal es directamente en las espinas de las NEMs de ambas vias, modulando la entrada cortical. B.
Circuitos estriatales feedforward, feedback y circuitos intrinsecos estriatales. Un circuito feedforward
involucra a las interneuronas FS que proveen sinapsis perisomaticas en ambas NEMs. Estas interneuronas FS
reciben entradas excitatorias de las neuronas piramidales corticales de la capa 5, y son inhibidas por las
entradas del GP externo. El nucleo intralaminar talamico provee entradas a las NEMs D; y D, ademas de
contribuir al circuito feed-forward involucrando entradas talamicas-estriatales a las interneuronas
colinérgicas que hacen sinapsis con ambos tipos de NEMs. La actividad de las interneuronas colinérgicas
también se ve afectada por la entrada dopaminérgica. Los microcircuitos estriatales de tipo feedback
involucran interconexiones entre los axones colaterales de las NEMs D; y D, que hacen contactos sinapticos
con otras NEMs. Tomado y modificada de Gerfen y Surmeier, 2011.
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1.6 ACETILCOLINA (ACh) Y SUS RECEPTORES EN LOS GB

La administracién de un antagonista colinérgico fue la primer terapia farmacologica
utilizada para la EP, estableciendo el precedente de que la dopamina junto con la
acetilcolina (ACh) tienen un desbalance en la EP y de que ambos sistemas de

neurotransmision son fundamentales para el control de los movimientos ejecutados por los

GB.

La ACh es un neurotransmisor involucrado en diversas funciones dentro del SNC, entre
ellas el movimiento. El estriado es la region del cerebro con mayores niveles de ACh asi
como de receptores muscarinicos, donde tiene un papel crucial en el control voluntario del
movimiento. Los receptores colinérgicos se dividen en dos grandes grupos: ionotropicos
(nicotinicos, nAChR) y metabotropicos (muscarinicos, MR). Ambos receptores son
activados por su ligando endogeno: la ACh. Los MR estan acoplados a una proteina G, y su
nombre deriva del ligando exdgeno muscarina (toxina del hongo Ammanita muscaria). Los

subtipos de MR incluyen del subtipo M1 al M5.

Los nAChR son una familia de canales i6nicos de cinco subunidades sensibles a ligando,
conformados por grupos de subunidades idénticas (homopentaméricos) o diferentes
(heteropentaméricos). Las subunidades que se expresan en el cerebro del mamifero son: o
(o 2-a 10) y B (B 2- B 4). Dentro del SNC las dos subfamilias mas importantes son las
sensibles a a-bungalotoxina, las cuales pueden ser heteropentaméricos y homopentaméricos
(como el a7-nAChR, principal subtipo de receptor homopentamérico) y los que no son
sensibles a bungalotoxina, todos heteropentaméricos, como el a4p2-nAChR. Los nAChR se

encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y son principalmente presinapticos.

1.6.1 Importancia de los nAChR y la nicotina en los GB

Dentro del sistema nigro-estriatal se han identificado diversos subtipos de nAChR,
expresando ARNm para todas las subunidades (Quik y Jeyarasasigam, 2000). Dentro del
estriado y la SN se han encontrado los subtipos 04 B2, a6p2, 04a6p2, a4a5B2 y B2 (Quik,

2004) (Figura 7). Existe evidencia que sugiere que el a4 nAChR no se encuentra en las
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terminales estriatales dopaminérgicas. Los tipos celulares estriatales que poseen nAChR
son: las terminales corticales glutamatérgicas, las terminales dopaminérgicas, las NEMs, las
interneuronas FS y LTS, asi como las interneuronas colinérgicas. La gran cantidad de
nAChR dentro de los diversos tipos celulares estriatales, y en general de los GB, lleva a
suponer que la acetilcolina tiene un papel importante en la regulacion de la actividad
motora, cuyo desbalance junto con la dopamina produce alteraciones a nivel conductual.
Por ello es importante el estudio de éste sistema de transmision con el fin de desarrollar
posibles terapéuticas mediante la administracion de agonistas o antagonistas de estos

receptores.
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Figura 7. Receptores nicotinicos dentro de los GB. Los receptores nicotinicos se expresan en distintos tipos de neuronas
dentro de los GB. Las terminales sinapticas de las neuronas de la corteza expresan el receptor nicotinico a7, Dentro del
estriado, los somas de las inter neuronas colinérgicas y neruonas de proyeccion expresan los receptores a7 y a4p2. Las
neuronas dopaminérgicas de la SNc expresan los receptores a604p2p33, a6p2B3 y 04p2 en las terminales sinapticas,
mientras que en los somas se encuentran éstos junto con el o7 . GLU, glutamato, ACH acetilcolina, DA, dopamina.

Tomado y modificado de Maryka & McIntosh 2006.
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1.6.2 ;Cual es la funcion de la acetilcolina en el estriado?

Dentro del estriado, la ACh tiene diversas funciones dependiendo del tipo de receptor en el
que esté actuando: ionotrépico o metabotropico. Regula la transmision GABAérgica
ademds de inhibir la transmision glutamatérgica mediante MR (Chase et al., 1998).
Asimismo regula su propia liberacion mediante autoreceptores muscarinicos, asi como
facilitar la liberacion de dopamina mediante nAChR localizados en las terminales
dopaminérgicas (Calabresi, 2000; Xiao et al., 2009) (Figura 7 y 8). En la SN, la ACh actua
tanto en la SNr como en la SNc. En la SNr actia sobre los somas de las neuronas
GABA¢érgicas en las cuales promueve la liberacion de GABA hacia la SN¢ donde también
puede actuar en los somas de las neuronas dopaminérgicas, en ambos casos mediante la

activacion de nAChR (Figura 7 y 8).
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Figura 8. Diagrama del sistema de transmision colinérgico en la SN y en el estriado. A, En la SN la ACh activa
receptores nicotinicos (nAChR) presentes en las neuronas GABA¢érgicas de la SNr y en neuronas dopaminérgicas de la
SNc. B, Después del tratamiento crénico de nicotina los receptores nicotinicos presentes en los somas de las neuronas
GABA¢érgicas de la SNr se encuentran sobreregulados, pero no en las neuronas dopaminérgicas de la SNc. C, En el
estriado la ACh activa receptores nicotinicos de las terminales dopaminérgicas facilitando la liberacion de dopamina. La
dopamina activa receptores D2-like de las terminales glutamatérgicas e inhibe la liberacion de glutamato (Glut). D, El
tratamiento cronico de nicotina sobreregula los receptores nicotinicos presentes en las terminales dopaminérgicas del
estriado, incrementando la liberacion de dopamina, causando una mayor inhibicion de la liberacion de glutamato. Tomado

de Xiao et al., 2009.
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Una de las funciones importantes de los nAChR es modular la liberacion de dopamina
desde terminales dopaminérgicas en el estriado. Estudios en roedor han demostrado que la
liberacion de dopamina en el estriado estd mediada presindpticamente por receptores o432
(60% de la respuesta total) y receptores a6p2 (40% de la respuesta total), corroborado a
partir de estudios en ratones knockout para la subunidad B2, en los cuales la liberacion de
dopamina por estimulacion de receptores nicotinicos estd completamente abatida,
sugiriendo que dicha subunidad es crucial para esta funciéon, ademas de otras subunidades
como 04 y a6 (Salminen et al., 2004). Esto también ha sido corroborado en primates pero

en proporciones inversas (McCallum et al., 2005).

El uso terapéutico de la nicotina en la EP comienza a partir del hallazgo de que la
prevalencia de la enfermedad es menor en personas fumadoras (Baron, 1986; Grandinetti et
al., 1994; Fratiglioni y Wang 2000). Actualmente, se infiere que la nicotina se desempefia
como un agente neuroprotector, principalmente en las neuronas dopaminérgicas del sistema
nigroestraital, donde se ha observado que el dafio asociado a la administraciéon de
neurotoxinas como MPTP disminuye significativamente en presencia de nicotina. Este
mecanismo neuroprotector involucra la liberacion de dopamina mediante la activacion de

nAChR (Quik y Jayarasasingam 2000; Parain ef al., 2001).

Como se menciond anteriormente, una de las acciones importantes de los nAChR, es la
modulaciéon de la liberacion de dopamina desde las terminales dopaminérgicas
nigroestriatales (Zhou et al., 2001). Esta funcién moduladora puede verse afectada en la
EP, donde se ha observado que la lesion del sistema nigroestriatal disminuye la expresion
de algunos subtipos de receptores nicotinicos, sugiriendo que ademds de la denervacion
dopaminérgica al estriado, la dopamina liberada por la actividad nicotinica también se ve

afectada (Quik et al., 2003).

Para poder determinar el potencial efecto terapéutico de la nicotina o agonistas nicotinicos
en la EP, es necesario comprender las alteraciones que se producen tras la administracion
cronica de nicotina. Se ha reportado que la administracion cronica de nicotina incrementa la

expresion de receptores nicotinicos; sin embargo, se desconoce si estos receptores son
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funcionales o si se encuentran desensibilizados (Quik et al., 2007). Algunos estudios
demuestran que la administracion cronica de nicotina aumenta la expresion de nAChR
funcionales del subtipo a4p2 en las neuronas GABAérgicas de la SNr, pero no en las de la
SNc por ser de baja sensibilidad. Esto provoca que la actividad de la SNr incremente
debido al aumento de nAChR, lo cual induce un aumento en la liberacion de GABA hacia

la SNc, inhibiendo la liberacién de dopamina en el estriado (Xiao et al., 2009)

Por otro lado, se ha observado que la administracion crénica de nicotina sobreexpresa el
receptor 04P2 en el estriado dorsal, presente en las terminales dopaminérgicas,
incrementando la liberacion de dopamina en el estriado. El incremento de dopamina
provoca una inhibicion de la liberacion de glutamato en las terminales corticales mediante
la activacion de los receptores D, y por ende una menor actividad de las NEMs (Xiao et

al., 2009).

Estas observaciones sugieren una contradicciéon a nivel fisioldégico. Por un lado, el
incremento de nAChR en la SNr favorece la inhibicion de la liberacion de dopamina en el
estriado tras inhibir el potencial de accidon de los somas dopaminérgicos de la SNc. Por otro
lado, el incremento de nAChR en las terminales dopaminérgicas incrementa la liberacion
de dopamina en el estriado, por lo que la sobreregulacion de nAChR en las terminales
dopaminérgicas estriatales o en la SNr podria no ser funcional, ya que tienen funciones

antagdnicas en el estriado.

Otro efecto observado tras la administracion de nicotina, es la desensibilizacion de los
nAChR. La nicotina desensibiliza preferente y rapidamente al receptor 04p2 en las
interneuronas GABA¢érgicas estriatales que inhiben las terminales dopaminérgicas, por lo
que disminuye la inhibiciéon de las neuronas dopaminérgicas en el estriado, mientras que
mantiene y sostiene la activacion de los receptores a7 en los somas dopaminérgicos asi

como de terminales glutamatérgicas (Wooltorton et al, 2003; Mansvelder et al/, 2000).

Otros estudios han mostrado que el tratamiento crénico con nicotina disminuye el nimero

de receptores a6 en ratones, aunque otros trabajos no han podido corroborar esto (Salminen
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et al., 2004). Sin embargo, el tratamiento cronico con nicotina parece tener diversos efectos
en funcion del subtipo de nAChR que modifica, lo que sugiere diferentes mecanismos de

expresion de los diversos subtipos de nAChR (Quik y MclIntosh, 2005).

Por ello es imprescindible determinar las estirpes neuronales que modifican su actividad
tras la administracion cronica de nicotina, asi como la caracterizacion de los nAChR que se
encuentran funcionales y aquellos desensibilizados, con el fin de comprender las

alteraciones fisiologicas de las vias involucradas en el movimiento.

La pérdida de dopamina provoca alteraciones en la microcircuiteria del estriado, estos
cambios morfologicos ocurren a nivel de receptores, interneuronas, sinapsis, etc. En
estudios de modelos de EP se ha demostrado que tras la pérdida de aferencias
dopaminérgicas en el estriado, ocurre una disminucion significativa en expresion de ciertas
poblaciones de receptores colinérgicos; especificamente, se ha observado una disminucion
de receptores a4, a3 y/o a6 en modelos roedores y primates de la EP. Asimismo, también
se ha observado en humanos una reduccion en los sitios de unidon para o4 asi como
inmunoreactividad para la subunidad a3. El receptor a7 parece no mostrar ningiin cambio

(Quik, 2004).

1.7 MODELOS ANIMALES DE LA EP

Actualmente, para la creacion de modelos animales de la EP se emplean herramientas que
van desde el uso de neurotoxinas hasta la modificacion genética de proteinas y receptores
que son criticos para el funcionamiento del sistema dopaminérgico. Dentro de éstos
ultimos, se encuentran los ratones knockout para los genes de a-sinucleina, Parkina y

receptores dopaminérgicos.

Los modelos en los cuales se emplean neurotoxinas para generar un daiio dopaminérgico a
nivel central, provocan alteraciones motoras semejantes a las observadas en la EP. Las dos
toxinas madas utilizadas son: metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina (MPTP), y 6-

hidroxydopamina (6-OHDA). El primero es utilizado principalmente en ratones y en
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primates no humanos. El MPTP es inyectado de manera intraperitoneal, posteriormente
atraviesa la barrera hematoencefalica e induce una lesion a nivel central. La principal
limitante es que los animales se recuperan espontaneamente de los sintomas, (Sedelis ef al.,
2000; 2001; Taylor et al., 1997), lo cual impide su uso para el andlisis del modelo a largo

plazo.

La 6-OHDA es una neurotoxina andloga de las catecolaminas que destruye selectivamente
las células catecolaminérgicas. Actua a nivel central y periférico, pero es incapaz de
atravesar la barrera hematoencefalica, por lo cual se administra directamente en el cerebro
mediante cirugia estereotdxica. La inyeccion de esta neurotoxina en la via nigroestriatal
produce una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars
compacta, provocando sintomas motores (Figura 9). Sus efectos neurotdxicos se
manifiestan en dos fases, primero se acumula en las neuronas catecolaminérgicas;
posteriormente induce una alteracion de la homeostasis y un dafio severo en esta poblacion

neuronal (Lundblat et al, 2004).
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Figura 9. Modelo de la enfermedad de Parkinson. En el modelo en rata de la EP la inyeccion de 6-OHDA destruye las
células dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc) con la subsecuente degeneracioén de fibras dopaminérgicas
hacia el estriado y la disminucion de dopamina (DA) en el estriado. BO. Bulbo olfatorio, ZSV. Zona subventricular.

Tomado de Arias-Carrion O., 2008.

La neurotoxina ingresa a la célula por los transportadores de dopamina y noradrenalina
(DAT y NAT, respectivamente), que reconocen y toman a la 6-OHDA debido a su similitud
estructural con las catecolaminas enddgenas (Simola y Moreli, 2007). Los dafios se deben
principalmente a la produccion de especies citotoxicas mediante procesos enzimaticos y no
enzimaticos. La oxidacion de la 6-OHDA por medio de la monoamino oxidasa (MAO-A)
genera la produccion de peroxido de hidrogeno (H»O,) citotoxico (especies reactivas de
oxigeno) y quinonas que atacan grupos nucleofilicos endocelulares (Simola y Moreli,
2007). Esto resulta en una rdpida disminucion de enzimas antioxidantes endocelulares
provocando anormalidades en la estructura, metabolismo celular y finalmente muerte

neuronal (Figura 10) (Blum et al., 2001).
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Figura 10. Mecanismo de neurotoxicidad inducida por 6-OHDA. Después de ser tomada del espacio
extracelular por los transportadores NAT o DAT la neurotoxina se almacenan en las neuronas
catecolaminérgicas. Dentro de éstas activa degradacion enzimatica a través de MAO-A y auto oxidacion,
generando muchas especies citotoxicas las cuales producen dafio neuronal a través de afectar proteinas
endocelulares y el nicleo. Ademas la neurotoxina puede inducir dafio alterando la actividad del complejo
mitocondrial 1. DMI, es un bloqueador del transportador NAT administrado para prevenir el dafio
noradrenérgico generando asi dafio selectivo al sistema dopaminérgico.

1.8 TRATAMIENTO DE LA EP

La terapia farmacologica es el estandar de oro para los pacientes con EP, la cual incluye

agonistas dopaminérgicos, anticolinérgicos e inhibidores de la monoamino oxidasa.

El farmaco maés utilizado es la Levodopa (L-DOPA), que contrarresta los sintomas motores
de la enfermedad al incrementar la dopamina en el SNC. La L-DOPA es un precursor en la
sintesis de dopamina que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, a diferencia de

la dopamina. El uso de L-DOPA es efectivo durante las primeras etapas de la enfermedad,
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sin embargo, éste farmaco pierde eficacia a largo plazo. Ademas, la L-DOPA a corto plazo
tiene diversos efectos secundarios no deseados como nauseas y vomito, y a largo plazo

puede causar fluctuaciones motoras, disquinesias e inclusive psicosis.

Los efectos a largo plazo se pueden deber a que la falta de dopamina en el sistema
nigroestriatal provoca que los receptores dopaminérgicos se encuentren hiperregulados
(aumentados en numero), ademés de que la estimulacion intermitente de los receptores

dopaminérgicos altera la sensibilidad de los receptores.

La cirugia es otro de los tratamientos que se emplean en la EP. Dentro de esta categoria se
encuentra la estimulacion eléctrica profunda, la cirugia ablativa y los trasplantes celulares.
La estimulacion eléctrica profunda ha probado contrarrestar los sintomas motores de la
enfermedad, la estimulacion se da en tres areas: nucleo ventral intermedial del talamo, en el

GP interno y en el nucleo subtalamico.

Los tipos de cirugia ablativa realizados en las personas con EP son la palidotomia y
talamotomia. La primera es la lesion selectiva en la porcion sensoriomotora del GP interno
con el fin de decrementar la influencia inhibitoria de salida de los GB, normalizando la
actividad talamo cortical, lo cual reduce la rigidez, el temblor y la bradicinecia. La segunda
es la lesion selectiva del talamo ventrolateral lo cual reduce el temblor presente en la EP

(Narabayashi ef al., 1984; Pahua et al., 1997; Bergman et al., 1994)

Los trasplantes celulares son una terapia que busca restablecer la pérdida de las neuronas
tras la aplicacion de tejido celular. Para esta técnica se han utilizado células fetales,

adrenales, mesencefalicas fetales humanas, etc.

A pesar de que existen distintas alternativas para el tratamiento de la EP, ninguno de estos
es capaz de revertir o detener la neurodegeneracion de la poblacion dopaminérgica. Por ello
resulta perentorio el estudio de las bases fisioldgicas de la enfermedad, y de los factores que
activan la degeneracion, esto con el fin de tener un mejor entendimiento de la enfermedad,

asi como para proponer y generar nuevas alternativas para el tratamiento de la EP.
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1.9 TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS DISTINTAS ALTERACIONES
OBSERVADAS EN EL MODELO DE EP

1.9.1 Técnicas conductuales

En los modelos animales de la EP, como el de 6-OHDA, una de las técnicas utilizadas para
caracterizar las alteraciones motoras presentes en los roedores es la induccion de la
conducta de giro mediante agonistas dopaminérgicos como la anfetamina y la apomorfina.
En la conducta de giro, el animal presenta estereotipias en el movimiento, al intentar
caminar el animal s6lo puede girar contralateral o ipsilateralmente al lado donde se
encuentra la denervacion dopaminérgica, segun el farmaco utilizado para la induccion de la

conducta.

La apomorfina es un agonista dopaminérgico que estimula directamente los receptores
dopaminérgicos, principalmente del grupo D,. En animales tratados con 6-OHDA,
presentan una rotacion contralateral al lado lesionado, por lo que el uso de este agonista

permite evaluar el lado lesionado.

La explicacion tradicional de la conducta de giro inducida por agonistas de receptores
dopaminérgicos como la apomorfina, es que las neuronas estriatales responden a la pérdida
de dopamina produciendo mas receptores, induciendo hipersensibilidad de receptores
postsinapticos en el lado lesionado, lo que conlleva a una asimetria en la transmision
dopaminérgica entre el estriado lesionado y el no lesionado, no hipersensibilizado (Kelly et

al., 1977; Ungerstedt, 1971; Ungerstedt et al., 1975; Creese et al., 1977; Gerfen, 2003).

Por otro lado, la anfetamina es un agonista dopaminérgico que produce la liberacion de
dopamina en las terminales nigroestriatales intactas. Induce una conducta de giro ipsilateral
al activar presinapticamente los receptores dopaminérgicos, incrementando la liberacion de
dopamina desde las terminales nigroestriatales que son mas abundantes en el lado no

lesionado (Ungerstedt et al., 1971a; 1971b; LeDoux, 2005).
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Si bien la conducta motora permite estudiar cambios globales en los GB provocados por la
denervacion dopaminérgica, para el estudio de la regulacion a nivel celular de los GB se
utilizan técnicas de registro electrofisiologicas (ej: patch clamp) asi como el analisis en la

expresion genética.
1.9.2 Genes de expresion temprana

Los estimulos del medio ambiente son procesados por el SNC, dentro del cual se producen
cambios a distintos niveles. Dentro de estos cambios incluyen la expresion de genes que
conllevan a la sintesis de proteinas, derivado de la actividad sinaptica generada por el
estimulo ambiental. Estos cambios pueden ser transitorios o permanentes, y en ocasiones se

encuentran alterados por enfermedades psiquiatricas, neuroldgicas y neurodegenerativas.

La expresion génica dependiente de actividad sindptica es la responsable de los cambios
celulares y moleculares producidos en respuesta a un estimulo. La actividad sensorial
provoca la liberacion de neurotrasmisores, la subsecuente despolarizacion de la membrana
y finalmente el flujo de Ca®" dentro de las neuronas. El incremento de Ca*" produce la
activacion de cascadas de sefalizacion que son capaces de provocar cambios en una sola

neurona, asi como a nivel de conectividad sinaptica dentro de un circuito neuronal.

Algunos de estos cambios producidos por la entrada de Ca®" incluyen modificaciones
postranscripcionales de proteinas, asi como la regulacion de la traduccion de RNAm, lo que
provoca la sintesis de nuevas proteinas (Malinow y Malenka, 2002; Sutton y Schuman,
2006). Para que esto ocurra, es necesario activar la transcripcion génica resultante de la
activacion de factores de transcripcion dentro del nticleo, que controlan la expresion de
genes regulados por actividad neuronal. Algunos genes dependientes de actividad sinaptica
son los genes de expresion temprana como c-Fos y zif264, los cuales no requieren de la
sintesis de nuevas proteinas. La transcripcion de c-Fos puede ser inducida en diferentes
estirpes neuronales mediante diversos estimulos (Greenberg et al., 1986; Morgan et al.,

1987; Hunt et al., 1987; Rusak et al., 1990; Fleischmann et al., 2003).
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1.9.3 c-Fos y su relacion con actividad neuronal

El gen de expresion temprana c-Fos ha sido relacionado directamente con actividad
neuronal, mientras que zif268 se correlaciona mas con procesos dependientes de
potenciacion a largo plazo. Muchos estudios con electrofisiologia, han demostrado que la
expresion de c-Fos se relaciona con actividad funcional (Hajos et al., 1999; Herry et al.,
2007; Librizzi et al., 2007; Yamazaki et al., 2008), también se ha demostrado patrones
similares de activacion con resonancia magnética funcional (Aoki et al., 2004; Lawrence et

al., 2004; Herry et al., 2007).

Existen datos de que tras la lesion del sistema nigroestriatal, la expresion de c-Fos en las
neuronas de la via directa y de la via indirecta se afecta de manera diferencial (Dragunow et
al., 1990; Graybiel et al., 1990; Robertson et al., 1989). Robertson y colaboradores (1989)
demostraron que la expresion de c-Fos incrementa en respuesta al agonista D; en el estriado
lesionado. Cenci y colaboradores (1992) demostraron que la anfetamina induce un
incremento en el numero de células positivas para c-Fos en el estriado en condiciones
normales, mientras que en ratas lesionadas también induce un aumento en la expresion de
c-Fos en el estriado, pero con un menor numero de éstas en el lado lesionado. Por otro lado,
la apomorfina induce poca expresion de c-Fos en ratas no lesionadas e incrementa en el

estriado lesionado (Figura 19).

Asimismo, la administraciéon tanto aguda como cronica de nicotina ha mostrado tener
efectos sobre la expresion de c-Fos en algunas regiones del SNC. La administracion aguda
de nicotina induce la expresion rapida de c-Fos en diversas areas del cerebro, incluyendo
regiones dopaminérgicas (Ren y Sagar, 1992; Salminen ef al., 1996, 1999). En contraste, la
administracién cronica de nicotina (7 dias de infusion), atenua la expresion de c-Fos en

estas regiones (Nisell ez al., 1997; Salminen et al., 1999).

Se ha propuesto que el receptor D; modula la expresion de c-Fos inducida por nicotina en el

estriado, ntcleo accumbens y corteza prefrontal, tomando en cuenta el antecedente de que
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el antagonista D; (SCH23390), bloquea completamente esa induccion (Kiba y Jayaraman,

1994; Nisell et al., 1997).

Sin embargo, otros estudios han mostrado que la administracion cronica de nicotina
incrementa significativamente la expresion de c-Fos en el estriado (Shim et al., 2001;
Marttila et al., 2006), donde se ha relacionado el aumento de la liberacion de dopamina en
el estriado y en el ntcleo accumbens con el incremento en la expresion de c-Fos tras el

tratamiento cronico de nicotina (Shim et al., 2001).

Figura 11. Expresion de c-Fos en el estriado. A, C y D expresion de c-Fos inducida con anfetamina. B, E y
F expresion de c-Fos inducida con apomorfina. A y B, ratas sin dafio. C y E hemisferio lesionado. D y F
hemisferio no lesionado. Tomada de Cenci et al., 1992.
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CAPITULO 2: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dadas las observaciones en estudios epidemiologicos que indican una menor incidencia de
EP en fumadores, se ha considerado que la nicotina, o moléculas con accién analoga,

podrian ser utilizadas para el tratamiento de ésta enfermedad.

Se ha reportado que los nAChR modulan la liberacion de dopamina desde las terminales
dopaminérgicas nigroestriatales (Zhou et al., 2001). En la EP, algunos subtipos de
receptores nicotinicos disminuyen su expresion, por lo que se sugiere que ademas de la
denervacion dopaminérgica del estriado, la dopamina liberada por la actividad nicotinica
también se ve afectada (Quik et al., 2003). Sin embargo, los efectos sobre la conducta
motora y los circuitos estriatales en los que actua la dopamina que se encuentran afectados

en la EP, ain no han sido determinados.

Tomando en cuenta lo anterior, decidimos determinar si el tratamiento croénico de nicotina
tiene un efecto sobre la conducta motora en animales hemiparkinsonianos, asi como
determinar los cambios en la actividad neuronal dentro del estriado. Adicionalmente,
decidimos caracterizar el efecto de la administracion crénica sobre las subpoblaciones de

interneuronas GABAérgicas y neuronas de proyeccion.

Para el desarrollo de nuevas terapias a largo plazo, basadas en el uso de nicotina o
moléculas con accidon andloga, es necesario sentar las bases moleculares, celulares y

conductuales de los efectos de la nicotina cronica sobre los GB.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la administracion cronica de nicotina sobre la asimetria motora y

en la actividad neuronal del estriado en un modelo roedor de EP.
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2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar los efectos de la administracion crénica de nicotina en la asimetria motora
inducida por la administracion de agonistas dopaminérgicos, en ratas lesionadas con
6-OHDA.

Estudiar el efecto de la administracion cronica de nicotina sobre la actividad
neuronal mediante la expresion de c-Fos inducida con agonistas dopaminérgicos, en
el estriado dorsal de ratas lesionadas con 6-OHDA.

Determinar si la administracion cronica de nicotina modifica la expresion de c-Fos
en poblaciones neuronales especificas en el estriado dorsal, en ratas lesionadas con

6-OHDA.

2.4 HIPOTESIS GENERAL

En un modelo animal de la EP, el tratamiento cronico de nicotina modificara la asimetria

motora en animales hemiparkinsonianos ademés de modificar la actividad neuronal de

subpoblaciones de interneuronas y neuronas de proyeccion dentro del estirado.

2.5 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1.

2.

3.

En un modelo animal de la EP, el tratamiento cronico de nicotina modificara la
asimetria motora inducida por la administracion de agonistas dopaminérgicos.

En un modelo animal de la EP, el tratamiento cronico de nicotina modificara la
expresion de c-Fos en el estriado dorsal tras la administracion de agonistas
dopaminérgicos.

En un modelo animal de la EP, el tratamiento cronico de nicotina modifica la
expresion de c-Fos en ciertas poblaciones neurales dentro del estriado dorsal.
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CAPITULO3: METODOLOGIA

3.1 ANIMALES

Se emplearon 48 ratas Wistar macho recién destetadas (21-23 dias de edad, 70-90 gr de
peso). Los animales se mantuvieron en cajas individuales estdndar bajo condiciones
contraladas: temperatura (22°C +/- 1°C), ciclo de luz oscuridad (12 horas empezando a las

6 am) y acceso ad libitum al alimento.

Todos los experimentos del presente estudio, fueron realizados de acuerdo a las normas de
cuidado del Comité de Bioética y Cuidado de Animales Experimentales del Instituto de

Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Cada animal fue asignado aleateoramente a uno de seis grupos con los siguientes

tratamientos:

GRUPO 1: Lesion con nicotina, LxNic (N=10). Administracion cronica de nicotina via oral
(VO) (ver protocolo de administracion de nicotina). Posteriormente fueron lesionadas

mediante cirugia estereotaxica en la SNc con la neurotoxina 6-OHDA (ver mas adelante).

GRUPO 2: Sham con nicotina, ShamNic (N=6). Administracion cronica de nicotina via oral
(VO). Posteriormente se sometieron a cirugia estereotaxica mediante la cual se introdujo la
canula en la SNc y se inyectd solucion salina 0.9% en lugar de 6-OHDA (ver mas

adelante).

GRUPO 3: Lesion agua, LxAgua (N=10): Se les dio agua en lugar de nicotina.
Posteriormente fueron lesionadas mediante cirugia esterotdxica en la SNc con la

neurotoxina 6-OHDA.
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GRUPO 4: Sham agua, ShamAgua (N=6). Se les dio agua en lugar de nicotina.
Posteriormente se sometieron a cirugia estereotdxica mediante la cual se introdujo la canula

en la SNc y se inyect6 solucion salina 0.9% en lugar de 6-OHDA.

GRUPO 5: Sin lesion con nicotina, Nic (N=8). Se les administro nicotina VO de manera

cronica (ver protocolo de administracion de nicotina).
GRUPO 6: Sin nicotina ni lesion, Agua (N=8). Se les dio agua en lugar de nicotina.

Cada grupo experimental fue dividido en dos. A la mitad se les administré de forma
intraperitoeal (IP) anfetamina y a la otra mitad apomorfina de manera subcutanea durante la

prueba de giro (Figura 12).

Edad (semanas)

| 3-11 12 13 14
T T Grupos
P. Giro
6-151):HlD()A Anfetamina (N=5) Lx
Apomorfina (N=5)
i P. Giro
Sol.Salina Anfetamina N=3) | Sham
N=6 Apomorfina (N=3)
P. Giro
Na_da Anfetamina (N=4) Agua
Agua V.O o Apomorfina (N=4)
P. Giro i
G-I?IfllgA Anfetamina (N=5) | LxNic
Apomorfina (N=5)
) P. Giro
Sol.Salina Anfetamina (N=3) | ShamNic
N=6 Apomorfina (N=3)
P. Giro
II\\Iszi; Anfetamina (N=4) Nic
Nicotina V.O B Apomorfina (N=4)

Perfusion |

Figura 12. Disefio experimental. Los animales de 21 dias de edad (3 semanas) comienzan el tratamiento crénico de
nicotina via oral (V.O, grupos LxNic, ShamNic y Nic). Después de 12 semanas, los animales son sometidos a cirugia

estereotaxica para inducir la lesion de las neuronas dopaminérgicas de sustancia nigra compacta (Lx y LxNic), o
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administrar solucion salina (Sham y ShamNic). A las dos semanas después de la lesion, los animales se evaliian mediante

la prueba de giro inducida con anfetamina o apomorfina. Finalmente se sacrifican y perfunden al final de la prueba.

3.2 PROTOCOLO DE ADMINISTRACION CRONICA DE NICOTINA

El protocolo de administracion de nicotina se enfocd en emular el patron de consumo de
nicotina en humanos, el cual se caracteriza por ser cronico y con acceso ad libitum.
Asimismo, este protocolo se ha establecido para simular las concentraciones plasmaticas de
nicotina en personas fumadoras (160-250nM) (Lehouezec, 1989), ha demostrado que las

. .4 . .
concentraciones de cotinina® en orina son semejantes a las de personas fumadoras

(2.4x10’ng/mL) (Garcia-Montes JR et al., 2012).

La nicotina se disolvié en agua bidestilada y se colocd en dos probetas iguales de 100 ml.
La concentracion de nicotina comenzé de 15 mg/L de agua del dia 1 al 15. Posteriormente,
del dia 16 al 23 se increment6 a 18 mg/L. Del dia 24 al 31 se increment6 a 21 mg/L, luego
a 24 mg/L del dia 32 al 39, 27 mg/L del dia 40 al 47 hasta llegar a la concentracion final de
30 mg/L del dia 48 al 56. El aumento gradual de la dosis se realizd con el fin de evitar

aversion y estrés en los animales.

El acceso al agua con nicotina fue restringido gradualmente. Del dia 1 al 15, se colocaron
en cada caja dos bebederos con nicotina (15mg/L). Del dia 1 al 4, el agua con nicotina se
colocod por 24 horas (ad libitum); del dia 5 al 9 se restringidé el consumo a 12 horas
seguidas, y a partir del dia 10 la restriccion cambi6 a 8 horas (dos periodos al dia de 4

horas).

Durante una semana (dia 57 al 65), se llevo a cabo la medicion diaria del consumo de
nicotina. Finalmente el dia 66 se realiz6 la lesion de la SNc a los grupos LxNic, LxAgua y
Sham, continuando el suministro de nicotina (30 mg/L) hasta el sacrificio de los animales

(dia 81).

* Es un alcaloide hallado en el tabaco y es un metabolito de la nicotina.
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Este protocolo ha sido validado previamente (Vieyra-Reyes, 2008). El presente protocolo
de administracion fue elegido debido a que la nicotina administrada parenteralmente
(intravenosa), tiene efectos relativamente cortos, por lo que se requeririan de varias dosis
para lograr los mismos efectos observados en fumadores (Vieyra-Reyes, 2008). El método
de acceso libre a dos bebederos ha sido muy utilizado en estudios de auto-administracion
oral de diferentes drogas (alcohol, cocaina, nicotina). Adicionalmente, este método evita la

manipulacion excesiva y el estrés provocado por ésta en las ratas (Vieyra-Reyes, 2008).
3.3 LESION CON 6-OHDA

La degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SNc y sus proyecciones hacia el
estriado se realiz6 mediante cirugia estereotaxica, administrando la neurotoxina 6-OHDA

(Sigma) directamente en la SNc del hemisferio izquierdo.

La 6-OHDA se disolvio en solucion salina al 0.9% suplementada con acido ascérbico al
2%. La concentracion final utilizada de la neurotoxina fue 80 pg/ul, administrando un
volumen final de 0.5 pl (N=20). A los grupos Sham solo se les administréd solucion salina al

0.9%.

Los animales se anestesiaron con un coctel de Ketamina-Xilacina a una dosis de 90-10
mg/kg de peso (1:10). Las coordenadas utilizadas partiendo de Bregma fueron: antero-
posterior -4.7mm, lateral -1.6mm y ventral -8.1mm (Paxinos y Watson, 1986). La inyeccion
se realizo a una velocidad de 1.25 pg/min. La canula fue retirada 5 minutos después de que
finaliz6 la inyeccion para evitar el flujo retrogrado de la toxina o la solucion salina y una

difusion correcta de éstas.

3.4 CONDUCTA DE GIRO INDUCIDA CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS

Como se menciono anteriormente, durante la prueba de giro se dividieron los grupos en dos
partes iguales, administrando anfetamina (d-Amfetamina sulfato, Sigma, A-5880)no
apomorfina (R-(-)-Apomorfina hidrocloridro hemihidratada, Sigma, A4393) para inducir la

conducta de giro.
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Los giros fueron registrados con un girometro, conectado a un sensor de movimiento de la
rata (giros hacia la derecha y hacia la izquierda). El sensor estd conectado a la
computadora, la cual mediante un software especial registra los giros durante el tiempo

programado.

Previo a la administracion del farmaco los animales fueron habituados durante 60 minutos a
las condiciones experimentales del girometro. Se inyectd (i.p.) anfetamina a una
concentracion de 4 pg/Kg, disuelta en solucion salina 0.9%, o apomorfina subcutanea
diluida a una concentracion de 2 ng/Kg. Los giros fueron registrados 15 minutos después
de la inyeccion de anfetamina, e inmediatamente después de la inyeccion de apomorfina. El
tiempo de registro fue de un periodo de 90 minutos en el caso de anfetamina y de 30

minutos en el caso de apomorfina, en intervalos cada 3 minutos.

3.5 PERFUSION TRANSCARDIACA

El grupo estimulado con anfetamina fue sacrificado a las dos horas y media después de la
inyeccion de la droga ya que la anfetamina alcanza su efecto méaximo a los 45 min
aproximadamente y la expresion de c-Fos alcanza su maxima expresion a los 90 minutos

después de presentar el estimulo.

El grupo estimulado con apomorfina fue sactificado una hora con cuarenta y cinco minutos
después de la inyeccion, ya que la apomorfina tiene un efecto inmediato y alcanzando el

maximo a los 15 min aproximadamente.

Los animales se anestesiaron con una inyeccion i.p. de pentobarbital sédico (40mg/kg de
peso), posteriormente fueron sacrificados y perfundidos transcardialmente con 250ml de
PBS 0.1M (Buffer de fosfatos: Na,HPO4 0.1M y NaHPO,4 0.1M, pH 7.4) y posteriormente
con paraformaldehido al 4% (PBS 0.1M y paraformaldehido 4%) para fijar el tejido.
Finalmente se extrajeron los cerebros y se colocaron en paraformaldehido durante 12 horas
para continuar con el fijado. Posteriormente se incubaron en sacarosa al 10%, 20% y 30%

durante 24 horas cada concentracion a 4°C.
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3.6 HISTOLOGIA

Se realizaron cortes coronales de 30 micras y se recolectaron uno de cada cuatro cortes

seriados del estriado y SNc (Figura 13).

Los cortes del estriado fueron procesados para inmunofluorescencia contra c-
Fos/parvalbimina, c-Fos/sustancia P y c-Fos/somatostatina. Los cortes de la SNc y del

estriado fueron procesados para la inmunohistoquimica contra Tirosina Hidroxilasa (TH).
Anticuerpos:

- Primarios para fluorescencia: conejo o TH 1:1000 (Chemicon), cabra a c-Fos 1:250

(Santa Cruz), a Sustancia P 1:250, a parvalbumina 1:1000, o somatostatina 1:250.
- Primarios para inmunohistoquimica: burro o conejo biotinilado 1:250 (Vector labs).

- Secundarios para inmunofluorescencia: Alexa 488 burro anti cabra 1:500 (Jackson
Inmuno Research); DyLight 649 burro anti ratéon y anti conejo 1:500 (Jackson

Inmuno Research).

3.6.1 Inmunohistoquimica para TH

Para inhibir la peroxidasa enddgena se colocaron en acido peryodico al 0.28% durante 1
minuto a temperatura ambiente y luego en H,O bidestilada por 5 minutos. Posteriormente
se lavaron con PBS 0.1M, y se incubaron con PBS-BSA (Albumina Sérica Bovina 2.5%) y
Triton X-100 al 0.1%, a 4°C, durante toda la noche. Después se incubd en anticuerpo
primario a 4°C durante 48 horas. Se lavaron en PBS 0.1M y posteriormente se incubaron en

el anticuerpo secundario biotinilado durante dos horas a temperatura ambiente.

Los cortes se incubaron por media hora en el complejo steptoavidina-peroxidasa (Vector).

Se lavaron los cortes con PBS 0.1M y se reveld con 6 mg de DAB (3,3 Diamino-bencidina;

49



Sigma), 10 ml de PBS 0.1M y 0.1ml de H,0, al 3%. Finalmente se volvi6 a lavar con PBS
0.1M.

- Figure 24
. - .

Interaural 10.08 mm T T Bregma 1.0§ mm

Figura 13. Esquema que muestra el estriado medial, los cuadros negros representan el area donde fueron tomadas las

fotografias.

3.6.2 Imnunofluorecencia para c-Fos/parvalbumina, c-Fos/sustancia P y c-

Fos/somatostatina

Se lavaron los cortes con PBS 3 veces durante 5 minutos cada lavado. Se incubaron en
solucion de bloqueo (PBS mas 3% suero normal de caballo y 0.3% Triton x-100) por una
hora a temperatura ambiente. Luego se colocaron en el anticuerpo primario cabra anti c-Fos
(1:250, Santa Cruz), disuelto en solucion de bloqueo durante 48 horas a 4°C. Se lavo tres
veces durante 5 minutos en PBS. Se volvid a incubar en anticuerpo secundario anti cabra
(Alexa488) disuelto en PBS, durante dos horas a temperatura ambiente. Se lavo tres veces
durante 5 minutos en PBS. Se incubd en anticuerpo primario para parvalbumina, sustancia
P, somatostatina, durante 48 horas, disuelto en solucion de bloqueo a 4°C. Se lavo tres
veces durante 5 minutos en PBS. Se incubd en anticuerpo secundario anti ratén o anti
conejo (DyLight649) disuelto en PBS a temperatura ambiente. Se lavo tres veces durante 5
minutos en PBS y en el segundo lavado se coloco DAPI (1:10 000) disuelto en PBS.

Finalmente los cortes se colocaron en laminillas utilizando medio de montaje (Dako).
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3.7 CONTEOS CELULARES

Se obtuvieron fotografias en Z de tres secciones (Figura 13) de tres cortes coronales del
estriado medial, utilizando un microscopio Leica DM6000B acoplado a una fuente de

fluorescencia.

Para llevar a cabo los conteos se utilizo el software libre de andlisis de imagenes Imagel.
Las fotografias tomadas en Z se procesaron para obtener un solo plano (proyeccion en Z) y

fueron convertidas a una imagen de 8 bits.

Se llevo a cabo el conteo semiautomatico para el cual se ajustaron los umbrales del color
obteniendo una imagen en pixeles blanco-negro (Figura 14 a y b). Se le aplico a la
fotografia el parametro “linea divisoria” (Binary/Watershed) el cual permite separar
particulas (células) que puedan estar en contacto o sobrelapadas para ser cuantificadas
independientemente (Figura 14 c). Posteriormente se aplicé el comando “andlisis de
particulas” (A4nalyze Particles) para realizar los conteos con los pardmetros que fueron

determinados (Figura 14 d).

Se realizaron los conteos de todos los nucleos (DAPI) y de todas las células positivas para
c-Fos en las regiones estriatales (Figura 13) utilizando en todas las imagenes los mismos
pardmetros. Adicionalmente, se contaron también aquéllas células positivas para
parvalblimina y somatostatina, asi como su colocalizacion con células positivas para c-Fos

junto con sustancia P corroboradas mediante las proyecciones ortogonales.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos (consumo de nicotina, nimero de giros y conteos celulares) fueron recolectados y
analizados en el programa estadistico SPSS. Para elegir la prueba estadistica se determin6
la distribucion normal con la prueba Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Simon y la

homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene.
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Los datos de las graficas se presentan en porcentajes del nimero de células c-Fos positivas
del total de ntcleos o del nimero de células doble positivas (c-Fos y

parvalbumina/somatostatina/SP) del total de células c-Fos positivas.

Para el andlisis estadistico paramétrico, los porcentajes fueron transformados mediante el

método funcidn arcoseno.

.“-. n.“.

Figura 14. Fotografias que muestran la forma en la que se contaron los nicleos celulares. A. Fotografia original de
los nucleos (azul) B. Imagen de 8 bits (blanco y negro) obtenido al ejecutar “linea divisoria”. C. Imagen de los contornos
que el programa contd como células al aplicar “analisis de particulas” D. Imagen 8 bits encima de la fotografia original,
para corroborar la estandarizacion de los parametros.
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CAPITUL O4: RESULTADOS

4.1 EVALUACION DEL CONSUMO DE NICOTINA

El consumo de nicotina (mg/kg) se obtuvo a partir de la medicion realizada durante quince
dias consecutivos. Para formar los grupos experimentales con tratamiento de nicotina se
utiliz6 como criterio de inclusion el que los animales hubieran consumido en promedio la
misma cantidad de nicotina (3.38+1mg/kg), por lo que las ratas cuyos consumos se
encontraban en los valores extremos fueron eliminadas. Siguiendo este criterio, las ratas
que se seleccionaron para el resto de los experimentos fueron aquellas que se encontraban
alrededor de la media de 3.38+0.52 (N=27). Después de la lesion con 6-OHDA de estos
animales, tres fallecieron, por lo que la N final del grupo que consumio nicotina fue igual a

24 animales.

El nivel critico arrojado por la prueba Kolmogorov-Smirnov fue de 0.833 (>0.05), lo cual

indica que la variable “consumo de nicotina” se distribuyd normalmente.

4.2 ASIMETRIA MOTORA INDUCIDA CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS
4.2.1 ANFETAMINA

La primera comparacion realizada fue del nimero de giros ipsilaterales al lado lesionado,
inducidos con anfetamina, entre los seis grupos. Para elegir la prueba estadistica se llevaron
a cabo dos analisis previos. Los valores de p obtenidos en el test de normalidad (Shapiro-
Wilk), para cada uno de los grupos, fueron mayores a 0.05 aceptando la hipotesis nula de
normalidad de los datos (Tablal) con excepcion del grupo Nic (p=0.42). Adicionalmente,
se utilizo la prueba de Levene cuyo valor del estadistico fue de 1.240 y el valor de p=0.326

(>0.05), aceptando la hipotesis nula de homogeneidad de varianzas.
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Test de Normalidad
Shapiro-Wilk
Estadistico Sig. (p)
Nic 154 .042
Agua 958 .808
Giros a la izquierda LxNic 986 776
(ipsilatelares al
lado lesionado) LxAgua -804 110
ShamNic 912 409
ShamAgua 991 .822

Tabla 1. Muestra los datos obtenidos en el test de normalidad de los seis grupos. El analisis se realizé en el programa SPSS Stadistics
17.0. El grupo Nic fue el unico grupo cuyo valor p fue <0.05.

Una vez corroborado que los datos de los diferentes grupos tenian una distribuciéon normal
(con excepcidon del grupo Nic) y que existia homogeneidad de varianza entre ellos, se
procedié a comparar las medias de los grupos a través de la prueba T-Student para muestras
independientes. Se llevaron a cabo todas las comparaciones posibles, las cuales incluyen:
LxAgua vs Agua, ShamAgua, LxNic, Nic y ShamNic. LxNic vs Nic, ShamNic, Agua,
ShamAgua. Nic vs ShamNic, Agua, ShamAgua. ShamNic vs Agua, ShamAgua. Agua vs
ShamAgua. Los resultados muestran (Figura 15a) que existen diferencias significativas
unicamente entre los grupos Lx vs Agua (=-2.574, p=0.033) y LxNic vs Nic (=-2.679 y
p=0.044). No hay diferencia significativa entre los grupos Lx vs LxNic (+=-0.749, p=0.475).
Sin embargo, es importante sefalar que en un estudio realizado en el laboratorio con una N
mas grande, se encontrd diferencia significativa al comparar estos dos grupos (Garcia-
Montes et al., 2012), con una media menor en el caso de los animales tratados previamente

con nicotina.

En resumen, en el presente trabajo se observd que el tratamiento crénico con nicotina
tendi6 a reducir la asimetria motora producida por la liberacion de dopamina inducida con

anfetamina, en ratas hemiparkinsonianas.
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Asimetria motora inducida con agonistas dopaminérgicos
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Figura 15. Grafica del niimero de giros inducidos mediante agonistas dopaminérgicos. A. Muestra el nimero de
giros ipsilaterales al lado lesionado inducidos con anfetamina. ** Sefiala las diferencias significativas utilizando T de
Student (p<0.05). B. Muestra el niimero de giros contralaterales al lado lesionado inducidos con apomorfina (2 mg/kg). *
Sefiala las diferencias significativas utilizando ANOVA de un factor (p<0.01). C. Muestra la grafica temporal de la
conducta de giro contralateral inducida con apomorfina de los grupos Lx y LxNic. El registro del numero de giros fue
realizado cada 3 minutos desde el inicio de la prueba durante 30 minutos.

4.2.2 APOMORFINA

El nimero de giros contralaterales e ipsilaterales se sometieron a prueba de hipotesis para
corroborar si las medias de todos los grupos eran iguales o si existia diferencia

significativa.
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Se determino la normalidad de los datos utilizando la prueba Shapiro-Wilks. Esta prueba
nos indicé que el nimero de giros contralaterales de los grupos presentaban distribucion
normal (Tabla 2). Asimismo, para determinar la homogeneidad de varianza se utilizo la
prueba de Levene, cuyo valor del estadistico resultoé de 0.814 y el valor de p=0.432 (>0.05),
aceptando la hipotesis nula de homogeneidad de varianzas. Debido a lo anterior, se decidio

utilizar un ANOVA de un solo factor y la prueba post hoc Bonferroni.

Test de Normalidad
Shapiro-Wilk
Estadistico Sig. (p)
Giros a la LxNic 961 785
Derecha ShamNic 990 907
(contralaterales

al lado Nic .993 974
lesionado) LxAgua 897 392
ShamAgua 982 741
Agua .870 297

Tabla 2. Muestra los datos obtenidos en el test de normalidad de los seis grupos. El analisis se realizé en el programa SPSS Stadistics
17.0. Todos los grupos tienen un valor de p >.05.

El anédlisis ANOVA arrojo un valor F de 23.170 y un valor p de 0.000, por lo que se
rechaza la hipotesis nula de que las medias de los grupos son iguales, aceptando la hipotesis
alterna de que las medias son diferentes. Para corroborar cudles eran los grupos cuyas
medias eran diferentes, se utilizé el analisis post hoc Bonferrioni. En dicho andlisis se
observo que los giros contralaterales (al lado derecho) de los grupos Lx y LxNic fueron

significativamente diferentes al resto de los grupos y entre ellos (Tabla 3, Figura 15b).
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Comparaciones miiltiples. Bonferroni
Nivel de
Grupo significancia (p) al

nivel 0.05
Nic .000
Agua .000
LxNic Lx .004
ShamNic .000
ShamAgua .000
Nic .014
Agua .006
Lx LxNic .004
ShamNic .021
ShamAgua .010

Tabla 3. Muestra los datos obtenidos en la prueba poshoc Bonferroni del ANOVA realizado para los giros hacia la derecha
(contralaterales al lado lesionado). El analisis se realizé en el programa SPSS Stadistics 17.0. Todos los grupos tienen un valor de p <.05
al compararse con los grupos LxNic y Lx, asi como la comparacion entre estos dos grupos.

Asimismo, cuando se observa la grafica temporal de la asimetria motora contralateral al
lado lesionado (Figura 15c), de los animales hemiparkinsonianos sin tratamiento y con
tratamiento de nicotina, se puede apreciar que en todo momento el numero de giros
registrados de los grupos lesionados es mayor en el grupo tratado con nicotina en

comparacion al grupo sin tratamiento.

En resumen, el tratamiento crénico con nicotina incrementd la asimetria motora producida
por la estimulacion de los receptores dopaminérgicos con la administracion de apomorfina,

en ratas hemiparkinsonianas.

4.3 EVALUACION DE LA LESION EN EL ESTRIADO Y EN LA SNe.

Como se puede observar en las fotografias (figura 16), las ratas lesionadas con 6-OHDA no
presentaron tincion para la enzima TH en el estriado (figura 16A) ni en la SNc ipsilaterales
al lado lesionado (Figura 16B), corroborando asi la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas y de sus proyecciones hacia el estriado. Los animales de los grupos
lesionados que presentaban estas caracteristicas fueron seleccionadas para las pruebas

histologicas posteriores.
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Figura 16. Inmunohistoquimica para TH en cortes coronales del estriado medial (A y C) y de la SNc¢ (B y D).
Quince dias después de lesionar a los animales con la neurotoxina 6-OHDA (C y D) se observa la denervacion completa
del sistema DAérgico nigroestriatal ipsilateral (hemisferio izquierdo). En los animales no lesionados o del grupo Sham (A
y B) las neuronas DAérgicas de la SNc (B) y sus proyecciones hacia el estriado (A) se encuentran tefiidas en ambos
hemisferios.

4.4 ACTIVACION DE c-Fos EN EL ESTRIADO DORSAL

Para determinar si la nicotina inducia modificaciones en la actividad neuronal en los
animales lesionados que nos pudieran explicar los cambios observados en la conducta de

giro, se realizo la técnica de inmunofluorescencia para c-Fos.

4.4.1 ANFETAMINA

Los datos de los conteos de células c-Fos positivas en los animales inyectados con
anfetamina, se analizaron con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Tabla 4), dicha

prueba nos indicé que los datos presentaban una distribucion normal.
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Test de Normalidad
Shapiro-Wilk
Estadistico Sig. (p)
c-Fos Lx .865 283
hemisferio LxNic 817 .057
derecho
Agua 909 AT7
Nic 992 970
Sham .824 174
ShamNic 934 502
c-Fos Lx .898 .380
heml§fer10 LxNic 959 .806
izquierdo
Agua .883 351
Nic 932 .608
Sham 1.000 978
ShamNic 991 819

Tabla 4. Muestra los valores obtenidos en el test de normalidad de los seis grupos. El analisis se realizo en el programa SPSS Stadistics
17.0. Todos los grupos tienen un valor de p >.05, indicando que los datos de los grupos se distribuyen de manera normal.

Posteriormente, se realizé la prueba de Levene, obteniendo un valor del estadistico de 2.792
y 0.503 para el hemisferio izquierdo y derecho respectivamente, y con un valor de p de 0.51
para el hemisferio izquierdo y 0.770 para el hemisferio derecho. Esto nos indico que existe

homogeneidad de varianzas entre los datos.

Una vez realizados los dos andlisis anteriores, se utilizO un ANOVA de un factor para
determinar si habia diferencia o no en la expresiéon de c-Fos inducida con anfetamina en
ambos hemisferios. El valor de F para el hemisferio izquierdo fue de 10.786 con un valor p
de 0.000, mientras que para el hemisferio derecho el valor F fue de 7.476 y el valor p de
0.001. Por lo tanto, la expresion de c-Fos, en ambos hemisferios fue diferente entre los

grupos.

Para determinar en qué grupos habian diferencias se utiliz6 la prueba post hoc Bonferrioni.
La prueba post hoc indicod que la expresion de c-Fos en el hemisferio lesionado (izquierdo)
resultd significativamente menor en el grupo LxNic respecto a los grupos Agua (p=0.010).

Nic (p=0.000) y ShamNic (p=0.016). Asimismo, la expresion de c-Fos en el hemisferio
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lesionado fue menor en el grupo LxAgua (Figura 17) en comparacion con los grupos Agua
(p=0.14), Nic (p=0.001) y ShamNic (p=0.019). En el hemisferio no lesionado, la expresion
de c-Fos fue mayor significativamente en los grupos tratados con nicotina (LxNic, Sham
Nic y Nic) al compararlos con el grupo Agua (p=0.02, p=0.04 y p=0.001, respectivamente)
y grupo Sham Agua (p=0.024, p=0.039 y p=0.001, respectivamente) (Figura 17).

Expresion de c-Fos en el estriado dorsal inducida con anfetamina

Hemisferio izquierdo-lado lesionado [l
Hemisferio derecho-lado no lesionado [_]
* %
84 sk sk

% de células c-Fos positivas
Y
1

c T T T T T
Agua Sham Lx Nic ShamNic LxNic

Figura 17. Grafica del porcentaje de células positivas para c-Fos en el estriado dorsal de todos los
grupos y de ambos hemisferios. **ANOVA, p<0.05. *T de Student. P<0.05. La expresion de c-Fos en el
hemisferio lesionado resulto menor en el grupo LxNic vs Agua, esta comparacion no se muestra en la grafica.

Por otro lado se utilizé la prueba T de Student para muestras relacionadas para determinar
si habia o no diferencias significativas en la expresion de c-Fos entre ambos hemisferios de
los grupos LxAgua y LxNic. El valor T para el grupo LxAgua (hemisferio derecho vs
hemisferio izquierdo) fue de 3.645 y el valor p de 0.022, mientras que en el grupo LxNic

(hemisferio derecho vs hemisferio izquierdo) el valor T fue de 11.854 y el valor p de 0.001.
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Por lo tanto, en ambos casos hay una mayor expresion de c-Fos en el hemisferio no

lesionado en comparacion al hemisferio lesionado (Figura 17).

En resumen, el analisis estadistico indico que la denervacion dopaminérgica del estriado
disminuy6 la expresion de c-Fos al estimular la liberacion de dopamina en el hemsiferio
lesionado. Por otro lado, la administracién cronica de nicotina increment6 la expresion de
c-Fos en condiciones normales, al estimular la liberacion de dopamina. Asimismo, al
inducir la denervacion dopaminérgica en animales expuestos a nicotina cronica, la
expresion de c-Fos increment6 en el estriado no desnervado al estimular la liberacion de

dopamina con anfetamina.

4.4.2 APOMORFINA

Se llevo a cabo el andlisis de normalidad de los conteos celulares de células c-Fos positivas
inducidas mediante la administracion de apomorfina. Se realizo6 la prueba de Shapiro-Wilk,
obteniendo los valores de la Tabla 5, lo cual indic6 que los datos presentaban una

distribucioén normal.

Test de Normalidad
Shapiro-Wilk
Grupo
Estadistico Sig. (p)

Agua 927 .579

Nicotina 754 051

c-Fos Lx 871 272
hemisferio

derecho Sham .897 377

LxNic .844 177

ShamNic .940 .528

Agua .878 331

Nicotina 757 054

c-Fos Lx 895 385
hemisferio

izquierdo Sham .804 124

LxNic .894 377

ShamNic .883 333

Tabla 5. Muestra los valores obtenidos en el test de normalidad de los seis grupos y de cada hemisferio. El analisis se realizo en el
programa SPSS Stadistics 17.0. Todos los grupos tienen un valor de p >.05, indicando que los datos de los grupos se distribuyen de
manera normal.
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Adicionalmente, se realiz6 la prueba Levene para corroborar la homogeneidad de
varianzas. La expresion de c-Fos para el hemisferio izquierdo obtuvo un valor de
estadistico de 8.573 con significancia de 0.000, mientras que en el hemisferio derecho se
obtuvo un estadistico de 6.635 con significancia de 0.001, por lo que se acepta la hipotesis

de que la varianza de las muestras es diferente.

Debido a que los datos cumplian el supuesto de normalidad pero no el de homogeneidad de
varianzas, se decidié utilizar la prueba T-Student de dos colas para muestras
independientes, sin asumir homogeneidad de varianza en los casos cuyos valores de F'y p

(prueba de Levene) asi lo indicaran (Tabla 6).
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Prueba Levene para Prueba T para igualdad de
Grupo homogeneidad de varianzas medias
F Sig. (7) t o)
Agua 3.07 0.13 -8.892 0
Lx 0.538 0.487 -5.668 0.001
Nicotina Sham 1.206 0.322 -8.21 0
LxNic 0.153 0.707 -0.426 0.683
ShamNic 7.945 0.037 0.452 0.693
Lx 8.084 0.025 0.874 0.423
c-Fos hemisferio Agua Sham 0.774 0.428 -1.628 0.164
derecho (no LxNic 2.082 0.192 5.965 0.001
lesionado) ShamNic 11.397 0.02 2.043 0.177
Sham 4.949 0.89 -1.387 0.215
Lx LxNic 0.006 0.942 4.695 0.002
ShamNic 8.79 0.025 1.851 0.198
Sham LxNic 0.975 0.362 5.653 0.001
ShamNic 7.415 0.053 2217 0.091
LxNic ShamNic 7.197 0.036 0.566 0.624
Agua 0.007 0.935 -7.33 0.001
Lx 11.83 0.01 8.953 0.001
Nicotina Sham 3.476 0.121 -4.434 0.007
LxNic 17.749 0.004 23.195 0
ShamNic 2.243 0.194 0.156 0.882
Lx 11.826 0.011 9.674 0.001
eFos hemisferio Agua Sham 5.097 0.075 -0.163 0.877
izquierdo (lesionado) LxNic 18.018 0.004 24.618 0
ShamNic 3.226 0.132 4.868 0.005
Sham 7.355 0.035 -9.58 0.001
Lx LxNic 3.201 0.111 2.717 0.026
ShamNic 7.588 0.033 -8.844 0.001
Sham LxNic 9.338 0.022 23.574 0
ShamNic 0.089 0.78 33 0.03
LxNic ShamNic 10.033 0.19 -22.361 0

Tabla 6. Muestra los valores obtenidos en la prueba de homogeneidad de varianzas de cada comparacion utilizando la prueba Levene.
Asimismo, muestra los valores obtenidos de la comparacion entre las medias de la prueba estadistica T-Student. Los valores ¢ que se
seleccionaron de cada comparacion, fueron elegidos en funcion del valor obtenido en la prueba Levene, asumiendo varianzas
homogéneas cuando el valor p de la prueba Levene fue mayor a 0.05, o no asumiendo varianzas homogéneas cuando fue menor a 0.05. El
analisis se realizo en el programa SPSS Stadistics 17.0.
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Como se observa en la tabla 6 y en la figura 18, la prueba T-Student mostr6 que los la
expresion de c-Fos incremento significativamente en el hemisferio no lesionado (derecho)
de los grupos: Nic (vs Agua, Lx y Sham) y LxNic (vs Agua, Lx y Sham). Mientras que en
el hemisferio lesionado (izquierdo), se observé un incremento significativo en la expresion
de c-Fos de los grupos: Lx (vs Agua y Sham), Nic (vs Agua y Sham), LxNic (vs Agua, Lx,
Sham, Nic y ShamNic) y ShamNic (vs Agua y Sham).

Por otro lado, con el fin de determinar si habia diferencia significativa entre el hemisferio
lesionado vs el hemisferio no lesionado de los grupos Lx y LxNic, se realizé la prueba T
para una sola muestra, obteniendo los valores de la tabla 7, que indican que en ambos
grupos la expresion de c-Fos inducida al estimular los receptores dopamiérgicos,

incremento significativamente en el hemisferio lesionado.

Prueba T para una muestra

Grupo t Sig. Bilateral (p)

c-Fos der
(hemisferio no 9.833 0.001
lesionado)

Lx

c-Fos izq
(hemisferio 10.473 0
lesionado)

c-Fos der
(hemisferio no 14.474 0
lesionado)

LxNic

c-Fos izq
(hemisferio 26.337 0
lesionado)

Tabla 7. Expresion de c-Fos en el hemisferio lesionado vs no lesionado. Muestra los valores obtenidos en la prueba T de Student para
una sola muestra. El andlisis determind que la expresion de c-Fos entre el hemisferio lesionado y no lesionado, es diferente
significativamente, en los grupos Lx y LxNic. El analisis se realiz en el programa SPSS Stadistics 17.0.

En resumen, los datos indican que la administracion cronica de nicotina incrementd la
expresion de c-Fos inducida por la estimulacion de receptores dopaminérgicos, en el
estriado. Asimismo, la denervacién dopaminérgica en el estriado, incrementd la expresion
de c-Fos en el hemisferio afectado, el cual fue mayor cuando los animales fueron tratados

con nicotina de manera crdnica, previo a la denervacion dopaminérgica.
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Expresion de c-Fos en el estriado dorsal
inducido con apomorfina

Hemisferio izquierdo - lado lesionado Il
Hemisferio derecho - lado no lesionado [J

L=x<=x<

I I R —
30 ‘ * ‘ L** J

sk

N
(%]
1
—

kk |

N
o
1

—_
(O,
1

_ |
oiﬁlﬁlﬁlﬂl

Agua Lx Sham  Nic LxNic ShamNic

w
|

N
|

% de células c-Fos positivas
SN
|

—_
|

Figura 18. Resultados de la expresion de c-Fos inducida con apomorfina. Muestra la expresion de c-Fos en el estriado dorsal de todos
los grupos. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba T-Student ** p<0.05. Como se observa en la grafica, la administracién croénica
de nicotina incrementa la expresion de c-Fos en ambos hemisferios. Asimismo, la lesién con 6-OHDA incrementa la expresion en el

hemisferio lesionado (izquierdo), la cual es mayor en el caso del grupo que consumi6 nicotina previo a la lesion.

4.3 ACTIVACION DE c-Fos EN POBLACIONES ESTRIATALES ESPECIFICAS.

Para determinar si existian poblaciones neuronales especificas dentro del estriado a las
cuales el tratamiento crénico de nicotina afectd preferentemente, se realizd la

colocalizacion con marcadores especificos para interneuronas FS, LTS y las NEMs.

Se cont6 el nimero de células positivas para parvalbiumina (interneuronas FS) y
somatostatina (interneuronas LTS), ademds del numero de éstas que colocalizaban con c-
Fos para determinar cudntas células de estas poblaciones neuronales se encontraban activas
(Figuras 19A-B y 20). En el caso de las NEMs, tnicamente se utilizé el marcador sustancia
P (NEM de la via directa, D,), debido a que la inmunofluorescencia para encefalina (NEM

de la via indirecta, D,), no pudo ser estandarizada a pesar de realizar varias pruebas con

65



diferentes parametros. Asimismo, el nimero de células totales positivas para sustancia P no

fue determinado, debido a la gran densidad de estas células, sin embargo, se contd el

namero de células c-Fos positivas que colocalizaban con sustancia P (Figuras 19C y 20).

Este andlisis tinicamente se llevd a cabo en el grupo que fue estimulado con apomorfina

debido a que los cambios en la expresion de c-Fos y en la conducta fueron mas

prominentes.

A Expresién de c-Fos en las interneuronas de disparo rapido

(apomorfina)
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Figura 19. A, grafica del porcentaje de colocalizacion de las interneuronas FS con c-Fos. B, grafica del porcentaje de colocalizacion de

las interneuronas LTS con c-Fos. C, grafica del nimero de NEMS de la via directa (positivas a sustancia P) que colocalizaban con c-Fos.

*ANOVA p<0.05, **T de Student p<0.05.
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Los datos fueron analizados con una ANOVA debido a que forman parte de una
distribuciéon normal, exceptuando los grupos Sham y ShamNic. Como prueba pos hoc se
utilizo Bonferroni en el caso de los datos cuya varianza fuera homogénea y Games-Howell
cuando dicho criterio no se cumplia. También se utiliz6 la prueba T de Student para
analizar si habia diferencia significativa entre el lado lesionado y no lesionado de los

grupos Lx y LxNic.

En condiciones normales, es decir sin lesion y sin tratamiento de nicotina, la expresion de
c-Fos en las interneuronas FS es similar entre ambos hemisferios. Como se observa en la
grafica 19A, la lesion con la neurotoxina no incrementa significativamente el numero de
interneuronas FS positivas para c-Fos en ambos hemisferios. Unicamente los animales
hemiparkinsonianos tratados con nicotina presentaron un incremento significativo de
células FS positivas para c-Fos en el hemisferio lesionado al compararlo con el resto de los

grupos (p<0.05) y con el hemisferio no lesionado del mismo grupo (p<0.05).

En cuanto a las interneuronas LTS (que expresan somatostatina), en condiciones normales
la expresion de c-Fos en esta poblacion neuronal es similar entre ambos hemisferios.
Cuando se lesiona el sistema dopaminérgico con 6-OHDA, la colocalizacion de c-Fos
incrementa significativamente en el hemisferio lesionado del grupo Lx (p<0.05, Figura
19B). Asimismo esta diferencia entre el hemisferio lesionado y no lesionado se observa en
las ratas lesionadas con tratamiento crénico de nicotina (LxNic), siendo el hemisferio
lesionado el que tiene mayor expresion de c-Fos. En los animales hemiparkinsonianos
tratados con nicotina, el nimero de células somatostatina/c-Fos positivas es mayor
significativamente en ambos hemisferios, con un mayor nimero de células colocalizando
en el hemisferio lesionado en comparacion al hemisferio lesionado de las ratas con dafio
pero sin tratamiento de nicotina (Lx) y en comparacion con el grupo ShamNic y

Sham(p<0.05).
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Parvalbumina (FS)

Somatostatina (LTS) Sustancia P (NEMs D1)

Figura 20. Fotografias tomadas en microscopio confocal de la expresion de c-Fos y su colocalizacién con
diversos fenotipos celulares dentro del estriado desnervado. A, C, E reconstruccion en z de una region del
estriado dorsal con un objetivo de 40x. B, D, F vista ortogonal de las células sefialadas con una flecha tomada
con un zoom de 7x para corroborar la colocalizaciéon de los tres canales (azul, verde y rojo). A y B,
Parvalbumina (verde). C y D, somatostatina (verde), E y F, Sustancia P (verde). A-F c-Fos (rojo) y DAPI
(azul).

En condiciones normales la expresion de c-Fos en las NEMs de la via directa fue similar
entre ambos hemisferios. Al inducir la denervacion dopaminérgica, el numero de células c-
Fos positivas de ésta via incrementd significativamente (p<0.05; Figura 19C), en el
hemisferio lesionado mientras que en el hemisferio no lesionado se mantuvieron los niveles
de colocalizacién como en los grupos no lesionados. Asimismo en las ratas tratadas con
nicotina y lesionadas se increment6 significativemante en ambos hemisferios el numero de
células Sustancia P/c-Fos positivas en comparacion a las ratas lesionadas sin tratamiento de

nicotina (p<0.05).

En conjunto, estos resultados nos indican que el tratamiento con nicotina en animales
lesionados increment6 la actividad celular en los tres tipos neuronales analizados, y por lo
tanto podria estar relacionado con los cambios conductuales observados en los animales

tratados con nicotina.
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CAPITUL O 5: DISCUSION

Los GB son parte del circuito del prosencéfalo involucrado en la seleccion de la accion
(Wichmann y DeLong, 2003). Las alteraciones del circuito de los GB resultan en diversas
alteraciones del movimiento, desde las relacionadas con hipocinesia como la EP y las

relacionadas con hipercinesia como la distonia o coreas (Mink, 2003).

Estudios epidemiologicos muestran que los fumadores tienen 50% menos incidencia de
padecer la enfermedad de Parkinson que personas no fumadoras (Gorell et al., 1999,
Hernan et al., 2001, Driver et al., 2009). Se ha observado que la nicotina, el principal
componente del tabaco, mejora algunos de los sintomas motores y cognitivos en los
pacientes con EP (Fagerstrom et al., 1994, Villafane et al., 2007). Sin embargo, los efectos
de la administracion a largo plazo de la nicotina y su relacion en la regulacion de eventos

moleculares y celulares dentro del circuito de los GB no han sido esclarecidos.

El estriado es considerado el principal nticleo integrador de la informacion cortical y
taldmica de los GB. Una de sus caracteristicas es su alta inervacion dopaminérgica
proveniente de la SNc (Bolam et al., 2000), cuya entrada es critica para el control del
movimiento asociado a los GB. Por lo tanto, este trabajo se enfoco en el estudio de los
efectos del tratamiento cronico de nicotina dentro del estriado, en condiciones normales y

cuando se reduce la entrada dopaminérgica en ésta estructura.

5.1 BASES CELULARES DE LA CONDUCTA DE GIRO

5.1.1 Conducta motora y actividad neuronal asociadas a la disminucion de

dopamina en el estriado

El primer y segundo objetivos del presente trabajo fue determinar el efecto de la
administraciéon cronica de nicotina sobre la conducta motora inducida con agonistas
dopaminérgicos en animales hemiparkinsonianos, asi como determinar si la actividad

neuronal dentro del estriado se modificaba. Para ello es importante comprender qué sucede
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durante dicha conducta en animales sin tratamiento previo de nicotina, y posteriormente

qué sucede cuando los animales son tratados con nicotina.

En el modelo animal de 6-OHDA de la EP, se utiliza la prueba conductual conocida como
conducta de giro inducida con agonistas dopaminérgicos (anfetamina y apomorfina). En
condiciones sin dafio, la administracion de estos agonistas no induce conducta de giro, al

contrario de los animales hemiparkinsonianos (Figura 15).

Al administrar anfetamina se observa una menor actividad neuronal (observada mediante
la expresion de c-Fos) dentro del estriado desnervado, al compararlo con el estriado intacto.
Esto corrobora la explicacion de la conducta de giro, la cual sugiere un desbalance en la
actividad de la via directa e indirecta en ambos hemisferios. Al liberar dopamina en el
estriado sano se promueve la despolarizacion de las NEMs de la via directa (D)), y la
liberacion de GABA sobre los ntcleos de salida (SNr y GP interno), facilitando el
movimiento por la falta de inhibicién del tdlamo. Sin embargo, dentro del estriado
desnervado no se libera dopamina por la falta de terminales provenientes de la SNc. Por lo
que dentro de este hemisferio, la via que se encuentra mds activa es la via indirecta, debido
a que la dopamina no inhibira a las NEMs de esta via (receptores dopaminérgicos de tipo

D,), dando como resultado la inhibicion del tdlamo y por lo tanto no hay movimiento.

Por otro lado, uno de los fendmenos asociados a la falta de entrada dopaminérgica dentro
del estriado, es el aumento de receptores dopaminérgicos dentro de esta estructura junto con
un aumento en la sensibilidad de éstos receptores. La administracion de agonistas que
actien directamente sobre los receptores dopaminérgicos, como la apomorfina, induce
mayor expresion de c-Fos en el estriado desnervado, corroborando que la denervacion
dopaminérgica induce cambios en la actividad sinaptica dentro del estriado debido al
aumento de receptores dopaminérgicos y probablemente a otros cambios relacionados con

la falta de dopamina.
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5.1.2 Conducta motora y actividad neuronal asociados a la administracion

cronica de nicotina en la EP

Como se menciond anteriormente, la nicotina tiende a disminuir el niimero de giros
inducidos con anfetamina en ratas hemiparkinsonianas. Por resultados de nuestro
laboratorio, obtenidos a la par de este proyecto, sabemos que esa disminucidon es
significativa cuando se analiza un mayor nimero de animales (Garcia-Montes JR et al.,

2012).

Una de las explicaciones de la disminucion de la conducta de giro inducida con anfetamina,
es que la nicotina tiene un efecto neuroprotector sobre las neuronas dopaminérgicas de la
SNc. Esta explicacion se sustenta por los resultados observados en ciertos protocolos de
administraciéon de nicotina, en los cuales la nicotina previene el dano celular como la
degeneracion de la via dopaminérgica nigroestriatal inducida por la neurotoxina MPTP
(Quik y Jayarasasingam 2000). Asimismo, se ha observado que el tratamiento agudo de
nicotina previene la muerte exocitotoxica de las células a través de cascadas de sefalizacion
relacionadas con la entrada de Ca" a la célula (Mudé et al., 2007). Sin embargo, bajo el
protocolo utilizado en el presente trabajo, asi como en estudios desarrollados en nuestro
laboratorio (Garcia-Montes et al., 2012), no se observo que el tratamiento crénico de
nicotina previniera la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc inducida por la
neurotoxina 6-OHDA (Figura 16). Estos datos sugieren que los efectos en la conducta

motora observados, puedan ser debidos a cambios asociados con el circuito de los GB.

En la busqueda del mecanismo asociado a la disminucion de la conducta de giro inducida
con anfetamina se observo que la nicotina disminuye la liberacion de dopamina dentro del
estriado intacto en ratas hemiparkinsonianas (Garcia-Montes JR et al., 2012). Al disminuir
la dopamina, el desbalance de su liberacion entre ambos hemisferios es menor. Sin
embargo, la expresion de c-Fos en el estriado intacto, inducida con anfetamina, es mayor en
los animales tratados con nicotina (Figura 17). Asimismo, el incremento en la actividad
puede deberse a un aumento en la afinidad a la dopamina, inducido por la nicotina, como se

ha observado cuando se administra nicotina de manera aguda (Gregorio et al., 2009) y bajo
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el protocolo utilizado en el presente trabajo (Garcia-Montes et al., 2012). El incremento en
la actividad podria ser en poblaciones especificas, como interneuronas GABAérgicas, que

contrarresten el desbalance en la activacion de las vias del movimiento.

En cuanto a la apomorfina, el nimero de giros incrementa en ratas tratadas con nicotina.
Existe gran relacion entre los receptores dopaminérgicos y nicotinicos dentro del estriado
(Nashmi et al, 2007; Quarta et al, 2007; Xiao et al, 2009). Se ha observado que la
administraciéon aguda de nicotina produce cambios en la afinidad del complejo ligando-
receptor, haciendo a los receptores dopaminérgicos mas afines al ligando (Gregorio et al.,
2009). Esto ha sido corroborado bajo nuestro protocolo de administraciéon, donde la
administracién cronica de nicotina indujo un cambio de afinidad de los receptores
dopaminérgicos (Garcia-Montes ef al., 2012), lo cual podria provocar una mayor respuesta

ante un agonista que actia directamente sobre receptores dopaminérgicos.

En condiciones normales, la apomorfina no induce expresion de c-Fos en el estriado, como
se ha observado en otros trabajos (Cenci et al., 1992) y en el presente. Sin embargo, cuando
las fibras dopaminérgicas provenientes de la SNc son eliminadas, disminuyendo la
dopamina liberada en el estriado y aumentando los receptores dopaminérgicos en esta
region, se produce un incremento significativo en la expresion de c-Fos en comparacion al
estriado sin dafio. La nicotina incremento6 la expresion del gen de expresion temprana en

ambos hemisferios, lo cual correlaciona con el aumento en la conducta de giro (Figura 18).

Estas observaciones son importantes debido a que la apomorfina es una droga utilizada para
evitar los periodos On-Off inducidos por el tratamiento de L-DOPA (Factor et al., 2004).
Por lo que la nicotina o agonistas de nAChR representan un posible tratamiento en conjunto
con bajas dosis de L-DOPA y apomorfina, puesto que sensibiliza los receptores

dopaminergicos obteniendo una mayor respuesta a agonistas dopaminérgicos.

5.2 MICROCIRCUITERIA DEL ESTRIADO

Los cambios en la expresion de c-Fos inducida mediante la administracién de apomorfina,

pueden estar asociados al aumento de la conducta de giro observada. Sin embargo, es
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importante entender en qué poblaciones neuronales se da dicho cambio de actividad. Para
ello nos planteamos el tercer objetivo del presente trabajo, que fue determinar si la
administraciéon cronica de nicotina modula la actividad de poblaciones neuronales

estriatales especificas que pueda explicar la conducta observada.

La microcircuiteria del estriado consiste principalmente de neuronas de tipo GABA¢érgico.
Las NEMs reciben aferencias GABAérgicas desde las interneuronas que se encuentran
dentro del estriado (Benet y Bolam, 1994), ademds de hacer conexiones entre ellas mismas,
con mayor prevalencia en las NEMs de la via indirecta (Taverna ef al., 2008). Sin embargo,
se piensa que la conectividad GABAérgica entre las NEMs tiene funciones distintas a la
conectividad GABA¢érgica proveniente de las interneuronas estriatales, siendo ésta ultima

inhibicion de tipo feedforward después de una activacion cortical (Mallet et al., 2005).

5.2.1 Cambios en la modulacion de entrada y salida: Interneuronas en el

estriado

Dentro de los diversos tipos de interneuronas estriatales se encuentran las interneuronas FS
y las interneuronas LTS, ambas de tipo GABAérgico. En el presente trabajo se analizaron
estas dos poblaciones, con el fin de determinar en qué estirpe neuronal se incrementa la

expresion de c-Fos que pueda influir en los cambios conductuales observados.

Las interneuronas FS reciben aferencias excitatorias desde la corteza asi como inhibitorias
de las NEMs y del GP, ademas de colinérgicas de las interneuronas colinérgicas (Bolam y
Bennett, 1995). Representan la mayor inhibicion de tipo feedforward hacia las NEMs de

ambas vias (directa e indirecta).

Cuando los niveles de dopamina incrementan de manera aguda, se afecta la excitabilidad y
propiedades sinapticas de las interneuronas FS. Sin embargo, poco se sabe de los
mecanismos cuando la dopamina disminuye de manera crénica, como sucede en la EP. En

el presente trabajo se demostré que el tratamiento crénico de nicotina induce cambios que
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generan un aumento en el numero de interneuronas FS activas, dentro del estriado

desnervado (Figura 19A).

Las interneuronas FS inhiben a las NEMs vecinas a través del neurotransmisor GABA, sin
embargo, ain no se conoce si estas células tienen alguna preferencia o bajo qué
circunstancias actuan principalmente sobre una u otra via (directa o indirecta), aunque se ha

observado que hay una preferencia sobre las NEMs de la via directa (Gittis et al., 2010).

Se piensa que el principal papel del tipo de inhibicion que ejercen (feedforward) es el
prevenir la descarga de las NEMs después de una entrada excitatoria proveniente de
corteza, pero también puede ser efectiva en sincronizar la salida de las NEMs atrasando la

descarga sin silenciarlas completamente (Koos y Tepper, 1999).

Las NEMs reciben miles de entradas excitatorias (10 000-15 000) (Wilson, 1988) y
unicamente reciben entradas inhibitorias provenientes de 4 a 27 interneuronas FS (Koos y
Tepper, 1999). A pesar de esto, la excitacion y la inhibiciéon se mantienen en balance a
través de estas entradas. Esto puede deberse a que las interneuronas FS tienen tasas de
disparo mucho mas rapidas que las corticales (10-100Hz, >10Hz respectivamente) (Kock et
al., 2007; Berke et al., 2004; 2008), ademas de responder mdas rapido a las entradas
excitatorias corticales que las NEMs (Parthasarathy y Graybiel, 1997; Ramanathan et al.,
2002; Mallet et al., 2005); permitiendo que un pequefio nimero de interneuronas FS
mantenga el balance de un gran numero de entradas exitatorias corticales. Por lo que un
mayor numero de interneuronas FS activas podria estar compensando la falta de dopamina,

ejerciendo un mayor control sobre el balance en la activacion de una u otra via.

Ademas de las interneuronas FS, nosotros analizamos las interneuronas LTS positivas a
somatostatina. Este grupo de interneuronas constituyen poco menos del 1% del total de
neuronas del estriado (Rymar et al., 2004). Reciben entradas excitatorias de la corteza y del

talamo, y GABAérgicas de las aferencias del GP (Bolam y Bennett, 1995).
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En ratas hemiparkinsonianas el niimero de interneuronas LTS activas incrementd en el
hemisferio desnervado. Asimismo, hubo mayor numero de éstas activas en ratas
hemiparkinsonianas tratadas con nicotina en ambos hemisferios, por lo que el tratamiento
cronico de nicotina y la posterior denervacion dopaminérgica ejercen cambios sinérgicos en

la activacion de esta poblacion neuronal (Figura 19B).

El papel que juega esta poblacion celular no ha sido determinado atn, sin embargo, se
conoce que forman parte del tipo de inhibicidn feedforward dentro de la microcircuiteria
estriatal, pero en menor medida comparandolas con las interneuronas FS. Es importante
seflalar que en esta poblacion neuronal fue donde la nicotina tuvo un mayor efecto,
pudiendo estar relacionada con la disminucién de los efectos no deseados cuando se
administra nicotina, provocados por el consumo a largo plazo de L-DOPA en los pacientes

con EP.
5.2.2 La salida de la informacion dentro del estriado: NEMs de la via directa

La expresion de c-Fos en las NEMs de la via directa (receptor D;, de tipo excitatorio),
aument6 significativamente en el hemisferio desnervado asi como en el de ratas
hemiparkinsonianas tratadas con nicotina, con mayor numero de células activas en este
ultimo grupo comparado con el primero (Figura 20C). Asimismo, el tratamiento de nicotina
per se increment6 significativamente el nimero de células activas de la via directa, s6lo en

uno de los hemisferios (Figura 19C).

Se ha propuesto desde hace algunas décadas que los sintomas motores de la EP derivan de
una mayor actividad de la via indirecta en comparacioén con la via directa (Albin, 1989;
DeLong, 1990). Se ha observado que la activacion de las NEMs de la via indirecta (D;) en
el estriado, suprime el movimiento, y que las alteraciones motoras presentes en ratones
hemiparkinsonianos pueden ser parcialmente restauradas por la activacion de las NEMs de
la via directa (D;) (Kravitz et al., 2010). Por lo que cambios en la actividad de una u otra

via dentro del estriado conllevan a alteraciones generalizadas a nivel de los GB.
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Como se ha mencionado anteriormente, la disminucién de dopamina dentro del estriado
provoca un aumento en el numero de receptores dopaminérgicos e hipersensibilidad en
estos receptores, dentro de ésta estructura. Al estimular directamente los receptores
dopaminérgicos, se observa una mayor actividad de la via directa en el hemisferio
desnervado probablemente por el incremento de los receptores. Sin embargo, en las ratas
tratadas con nicotina hay una mayor actividad, por lo que la nicotina debe estar generando
cambios en la afinidad del receptor dopaminérgico D; que provoquen una mayor respuesta
ante el agonista, como ha sido observado en el tratamiento agudo de nicotina (Gregorio et

al., 2009).

El aumento del nimero de células activas de la via directa al estimular los receptores
dopaminérgicos, inducido mediante el tratamiento crénico de nicotina, podria deberse a que
la administracién prolongada de nicotina induce cambios en la afinidad del receptor
dopamiérgico. Recientemente, se ha corroborado dentro del laboratorio, que el tratamiento
cronico de nicotina incrementa la afinidad del receptor D; lo cual correlaciona con el

incremento en la actividad antes mencionado (Garcia-Montes et al., 2012).

Otra posible explicacion es que los nAChR son moduladores de la liberaciéon de dopamina
dentro del estriado, facilitando su liberacion desde las terminales dopaminérgicas
(Calabresi, 2000; Xiao et al., 2009). Sin embargo, se ha observado que la administracion
cronica de nicotina aumenta la expresion del nAChR o04p2 en las terminales
dopaminérgicas dentro del estriado, lo que incrementando la liberacion de dopamina desde

las terminales dopaminérgicas en el estriado (Xiao et al., 2009).

El cambio en la afinidad del receptor D; probablemente sea mas prominente cuando se
induce la denervacién nigroestriatal, debido al fendémeno de hipersensibilidad por
denervacion. Asimismo, la lesion del sistema nigroestriatal disminuye algunos subtipos de
receptores nicotinicos, por lo que se sugiere que, ademas de la denervaciéon dopaminérgica
al estriado, la dopamina liberada por la actividad nicotinica también se ve afectada en ratas

hemiparkinsonianas sin tratamiento cronico de nicotina (Quik et al., 2003), mientras que en
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ratas tratadas con nicotina se indujeron cambios previos a la denervacion como el aumento

de nAChR (Quik et al., 2007; Xiao et al., 2009).

Finalmente, como antes se menciond, la inhibicion feedforward ejercida por las
interneuronas FS podria tener una preferencia sobre las NEMs de la via directa (Gittis et
al., 2011), sin embargo, se debe tomar en cuenta las observaciones de que la falta de
dopamina en el estriado genera una reorganizacion del objetivo de inhibicidn ejercida por
este tipo celular incrementando selectivamente las conexiones de las interneuronas FS

sobre las NEMs de la via indirecta (Gittis ef al., 2011).

CAPITUL O 6: CONCLUSION

El estriado y en general los GB, son una estructura compleja y sumamente plastica. La
microcircuiteria estriatal es a su vez una intrincada red de conexiones que son modificadas
por procesos externos como el fumar tabaco. En el presente trabajo se determind que la
administracién crénica de nicotina tuvo efectos sobre la conducta de giro en animales
hemiparkinsonianos, inducida con agonistas dopaminérgicos (anfetamina y apomorfina),
siendo mas prominente cuando se estimula directamente los receptores dopaminérgicos al

administrar apomorfina.

Asimismo, se observo que la administracion cronica de nicotina modifica la activacion de
diversos tipos neuronales dentro del estriado. Observamos que modifica la activacion de las
interneuronas GABAérgicas (FS y LTS), con un mayor efecto sobre las interneuronas LTS.
Ambos tipos de interneuronas se encargan de modular la actividad dentro esta estructura y
ejercer inhibicidon de tipo feedforward sobre las NEMs para modular la actividad de la via
directa y la via indirecta. Asimismo, observamos que en el estriado sin dopamina, la
actividad de las NEMs de la via directa se encuentra incrementada, lo cual se ve favorecido
por la administracion de nicotina. Es importante sefialar que la activacion de la via directa
inhibe la activacion de la via indirecta lo cual podria favorecer la ejecucién del movimiento

(Albin, 1989; Taverna et al. 2008; Kravitz et al., 2010).
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La importancia de lo anterior radica en que comprender los cambios generados por algiin
estimulo dentro de este circuito y el observar que es altamente plastico, nos abre las
posibilidades de crear estrategias terapéuticas alternas enfocadas a nivel de microcircuitos.
Es decir, modificar las conexiones ejercidas por las interneuronas estriatales, las cuales
modulan las entradas y salidas de este circuito, para asi restablecer en ultima instancia las
alteraciones conductuales que imposibilitan una vida normal para el paciente con EP y en
general alguna alteracion de tipo motora relacionada con los GB. Asimismo, la nicotina o
agonistas de nAChR representan un posible tratamiento para la EP, que puede ser utilizado
en conjunto con otros tratamientos, como bajas dosis de L-DOPA y agonistas de receptores

dopaminergicos, para asi prolongar el tiempo de mejoria de los sintomas motores.

Finalmente, nuestros resultados demuestran que a pesar de que estudios epidemioldgicos
observan una baja incidencia de la EP en personas fumadoras, dichos estudios
probablemente estén mal interpretados. Proponemos que la nicotina, mas que prevenir la
aparicion de la EP, puede estar compensando los efectos de la disminucion de dopamina
dentro del estriado, a través de modificaciones funcionales por la administracion cronica de
nicotina, como por ejemplo, el incremento en la afinidad del receptor dopaminérgico que
aumenta la respuesta ante agonistas dopaminérgicos. Esto genera que la via directa sea mas
excitable con menos dopamina, compensando la actividad entre ambas vias del
movimiento. Asimismo, el hecho de que la nicotina modifique la activacion de la via
directa, es un punto de partida para nuevos tratamientos, debido a que los tratamientos

actuales se enfocan en modificar principalmente la via indirecta.
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