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1. INTRODUCCION.

La actividad motora esta controlada intrinsecamente por la accion de tres regiones

principales del encéfalo: corteza cerebral, cerebelo y ganglios basales (GB).

Funcionalmente el sistema motor se separa en dos subsistemas: el sistema motor
piramidal y el sistema motor extrapiramidal, el primero se relaciona con el movimiento
voluntario y el segundo con la iniciacion motora (Kandel et al., 2000). Sin embargo,
algunas entidades simultaneas participan en diferentes redes neuronales en ambos
subsistemas, asi, el sistema motor piramidal coincide en la corteza con el sistema motor

estrapiramidal.

El sistema motor piramidal se compone de dos tipos principales de neuronas: las neuronas
motoras superiores y las neuronas motoras inferiores. El sistema motor extrapiramidal es
un conjunto de circuitos paralelos que unen las estructuras subcorticales con la corteza
motora. Sus principales componentes son: el nucleo estriado (NE), el globo palido (GP), el
ndcleo subtalamico (NST), y la sustancia nigra (SN) todos pertenecientes a la categoria

anatomofuncional de los GB (Talos et al., 2008).

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento del sistema nervioso central que
implica el trastorno de las funciones normales de los GB y el deterioro progresivo del

control motor.




2. ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Las enfermedades neurodegenerativas son procesos cronicos y progresivos que
estan caracterizados por la pérdida selectiva de neuronas en el sistema motor, sensorial

y/o cognitivo (Mayoral, 2008).

La EP es un desorden neurodegenerativo de etiologia desconocida la cual afecta a los GB

dejando incapacitado al paciente para ejecutar correctamente movimientos voluntarios.

Se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas en la zona compacta de la
sustancia nigra (SNc) y la degeneracion progresiva de la via nigroestriatal, siendo la
perdida dopaminérgica en el estriado la responsable de las principales alteraciones
motoras (Radad et al., 2005).

Fue descrita por James Parkinson en el tratado “An essay on the Shaking Palsy” en 1917
con el nombre de “paralisis agitante” o “paralisis temblorosa” y sefiala los sintomas o
signos que se observaron en 6 casos clinicos. Define a la enfermedad como “movimiento
involuntario tremulante con la disminucion parcial de la potencia muscular, en parte, no
durante la accion y aun apoyado, con la tendencia de inclinar el tronco hacia adelante y a
pasar de un paso de marcha al de correr. Los sentidos y el intelecto permanecen intactos”
(Michelli, 1998).

En México, la EP es la segunda patologia crénica degenerativa del sistema nervioso
central (Rodriguez et al., 2011) y una de las principales causas de atencion médica en
personas mayores de 64 afios (Sandoval y Richard, 2007). Afecta a una de cada 1,000
personas en el mundo. De acuerdo con el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
en el 2008 se estimo6 que existen al menos 500,000 pacientes con EP en nuestro pais, con
un rango de 50 a 100 casos por cada 100,000 habitantes (Gongora et al., 2005). En la
ciudad de México, en el 2005 se encontraba como la décima octava causa de muerte en
hombres mayores de 65 afios y la vigésima en mujeres en el mismo rango de edad
(INEGI, 2005).




2.1 FTIOLOGIA.

La etiologia especifica de esta enfermedad aun no es clara; determinadas
mutaciones genéticas, eventos proinflamatorios posteriores a traumatismos, o la
exposicion viral o bacteriana en el desarrollo prenatal podrian estar implicadas en la
etiologia de la EP (Ringheima y Conant, 2004).

En los ultimos afios se ha hecho hincapié en factores ambientales, excitotoxicidad y estrés
oxidativo. Estos factores se han propuesto como la causa de la muerte de las neuronas

dopaminérgicas que tienen lugar en la EP.

Factores ambientales: Diversos estudios han reportado la asociacion entre la EP y
factores ambientales, como son: habitar en ambiente rural, consumo de agua de pozo,
exposicién a pesticidas y a conservadores de la madera (factores que reflejan la posible
exposicidn a compuestos neurotéxico -Gorell et al., 1999- ). La exposicion prolongada a
cobre y manganeso o la exposicion combinada con plomo, cobre y hierro, se han

relacionado con mayor riesgo para presentar EP (Olanow y Tatton, 1999).

Excitotoxicidad: Implicada en la EP basada en dos posibles mecanismos:

e Incremento en la libracion de glutamato: Las neuronas de la SNc son ricas en
receptores para glutamato y reciben una extensa innervacion glutamatérgica
provenientes de la corteza y del NST, cuando se incrementa la tasa de disparo en
las aferencias excitatorias a la SNc, se puede provocar dafio excitotoxico
(Rodriguez et al., 1998).

e Alteracion del calcio mitocondrial: La mitocondria es un organelo que esta presente
en el citoplasma de las células, cuya principal funcién es la de generar energia en
forma de adenosin trifosfato (ATP), a partir de la oxidacion de sustratos energéticos
por parte de la cadena de transporte de electrones. La reduccion de la energia por
defecto del complejo I mitocondrial permite que la concentracion fisiologica del
glutamato medie un aumento en el flujo de calcio (Ca2*) al interior de la célula
(Olanow y Tatton, 1999). El Ca** es un i6n fundamental en procesos intracelulares,
interviene en la produccion del potencial de accion y la liberacion de
neurotransmisores; Sin embargo, la entrada masiva de Ca*" o el fallo de los

mecanismos que regulan su concentracién intracelular desencadenan una serie de
3




acontecimientos que conllevan a la muerte neuronal (Yu et al., 2001; Bahena et al.,
2000).

Estrés Oxidativo: Las reacciones de o6xido-reducciéon (REDOX), son reacciones
biolégicas esenciales y necesarias que conducen a la formacion de diferentes compuestos
en los procesos metabdlicos celulares, estas involucran la transferencia de electrones y
pueden generar productos conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS
por sus siglas en ingles reactive oxygen species). Se consideran ERO a macromoléculas
que son tanto radicales libres (RL) como productos del metabolismo celular que pueden
causar dafo. Dentro del grupo de RL se encuentran moléculas como: el ozono, oxigeno
singlete (atomo de oxigeno en un estado excitado), superoxido, peréxido de hidrogeno,

peroxinitrito y radical hidroxilo (Bartosz, 2009).

Los RL son productos normales del metabolismo de las células aerdbicas generados
esencialmente a partir de tres fuentes enddgenas: por reacciones REDOX como productos
intermediarios de metabolizacion de medicamentos; por activacion del sistema
inmunoldgico o por produccion de neurotransmisores y hormonas (Avila, 2001). Estos, al
poseer un numero de electrones no pareados en su Orbita externa, facilmente forman
uniones insaturadas con los acidos grasos de la membrana, desencadenando una serie de
reacciones que afectan a las células, a este proceso se denomina peroxidacién lipidica

(Freeman y Crapo, 1982).

En condiciones metabdlicas normales, existe un balance entre los eventos oxidativos
(producto de los RL) y los sistemas de defensa oxidantes (enzimas principalmente -Cadet
y Brannock-, 1998). Cuando este balance no se mantiene, ya sea por una pérdida o
disminucién del sistema protector o por el aumento de la produccion de RL, el tejido entra
en “estrés oxidativo”, dicho estado provoca cambios estructurales de macromoléculas
celulares como proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN), carbohidratos y lipidos
(Oyama et al., 1996; Clarke, 1999; Leist y Nicotera, 1999).

El tejido nervioso es extremadamente vulnerable al dafo inducido por los ERO y RL,
debido a su alto requerimiento metabdlico de oxigeno; ademas de que contiene alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados y altas concentraciones de fierro en

algunas areas (Finotti et al., 2000). Asi la sobreproduccion de RL ataca y dafia el tejido




neuronal, contribuyendo de manera directa o sinérgica al desarrollo de los procesos

neurodegenerativos (Segura et al., 2003).

Las neuronas poseen mecanismos de defensa altamente efectivos de reduccion y
remocion, responsables de contrarrestar los efectos toxicos de las ERO y RL, éstos
incluyen a la superoxido dismutasa (SOD) la cual remueve el anion superoxido (0?2 ) y
produce peréxido de hidrogeno (H202), que a su vez, es removido por la glutation
peroxidasa (GSH-Px) o catalasa, ademas la quinona reductasa que utiliza nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH o NADH) para reducir las quinonas (productos
oxidados de los compuestos con una estructura catecol) a hidroquinonas, compuestos
menos toxicos. Ademas de un segundo sistema no enzimatico como la vitamina E

(a-tocoferol) y la vitamina C (acido ascorbico) (Sies et al., 1992).

En la EP el estrés oxidativo ha recibido especial atencién, debido a que durante el
metabolismo de la dopamina (DA) se pueden producir RL.

2.2 SINTOMATOLOGIA.

El paciente con EP desarrolla principalmente cuatro signos clinicos que ponen de

manifiesto las deficiencias motoras:

Temblor, que se presenta cuando el paciente esta en reposo, con un frecuencia de
alrededor 3-4 Hz; se agrava con las emociones o el estrés y desaparece durante el
movimiento y el suefio, se inicia generalmente en una mano, y en menor frecuencia en los

labios, mandibula, lengua o una extremidad inferior (Pastor y Tolosa, 2001).

Rigidez, causada por el aumento del tono muscular que afecta a todos los grupos
musculares (flexores, extensores, musculos axiales o de extremidades) y se refiere a la
resistencia que presentan algunas partes del cuerpo al movimiento (el miembro del cuerpo
no funciona a pesar de que el sujeto desee que se mueva). Al igual que el temblor, la
rigidez suele ser asimétrica a lo largo de la evolucién de la enfermedad (Garcia et al,
2003).




Acinesia, se manifiesta como la dificultad para iniciar y efectuar movimientos secuenciales
voluntarios del tipo mas comun. Las lineas de la cara del paciente son lisas, su expresion

es fija y casi no manifiesta respuesta emocional espontanea.

Alteracién de los reflejos posturales, postura encorvada del tronco con la cabeza y los
hombros caidos, asi como enlentecimiento de la marcha, los pasos son cortos y
arrastrando los pies, los brazos se mantienen a los lados y no se balancean ritmicamente
ni automaticamente con las piernas como deberia suceder, a esto se le denomina “marcha
festinante”. Aunque el paciente tiene dificultad para dar los primeros pasos, una vez
iniciada la marcha, los pasos son cada vez mas rapidos, y tiene dificultad para detenerse

cuando ha alcanzado su meta (Gilmans y Winan, 1994).

Entre otros sintomas motores menos recurrentes se encuentran: Alteraciones psiquiatricas
(demencia, alucinaciones, psicosis) y cognitivas (lentitud de pensamiento y la alteracion
para llevar a cabo ciertas tareas de planeacion o secuenciacién) o combinacion de
cualquiera de ellas (Obeso et al., 2002; Bloem et al., 2006; Martinez, 2006). En la fase
tardia de la enfermedad puede presentarse perdida de la capacidad mental caracterizada

por enlentecimiento cognitivo, déficit de atenciéon y deterioro visoespacial (Merello, 2008).

2.3 PATOLOGIA.

La EP fue la primera afeccion del sistema nervioso identificado como enfermedad

molecular causada por un defecto especifico del metabolismo de un neurotransmisor.

A comienzos de la década de 1960 se encontraron niveles bajos de DA en pacientes con
EP; asi como perdida selectiva de neuronas en la SNc y proliferacion de células gliales en
las zonas afectadas (Grandas, 2003; Hattori et al, 2004); acompafiada de depédsitos de
material proteico denominados “cuerpos de Lewy”, formados principalmente de
a-sinucleina; que en condiciones normales regula la actividad de la tirosina hidroxilasa
(TH) manteniéndola en estado inactivo no fosforilado, ademas de regular la concentraciéon
del transportador de dopamina (DAT) en el citoplasma (Corti et al., 2005). Se ha descrito
que los “cuerpos de Lewy” estan constituidos por neurofilamentos que se acumulan tras su

fragmentacion y fosforilacion anormal (Bertabet et al., 2002, Otero, 1996); su funcion
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fisiolégica no es muy clara, pero se ha propuesto que juegan un papel importante en la
regulacion y reciclamiento de las vesiculas sindpticas (con particular relevancia en el
almacenamiento de la DA) (Moore et al., 2005), y la estimulacién de la cascada apoptotica

y supervivencia neuronal bajo condiciones de estrés oxidativo (Olanow y Tatton, 1999).

Se ha descrito un decremento en la actividad de las enzimas biosintéticas de
catecolaminas: TH y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (L-DOPA
descarboxilasa) (Lloyd et al., 1975; Waters et al., 1988; Pickel et al,. 1992a,b), y aumento
de acetilcolina (Segura et al., 2003).

Un aspecto importante es el decremento de un 30-40% en la actividad del complejo | en la
cadena respiratoria mitocondrial en las neuronas de la SNc (Schapira et al., 1990). Dicha
alteracion puede contribuir a la degeneracion celular en la EP debido a la disminucién en
la sintesis de ATP, por el incremento en la generacion de RL en este sitio 0 como un
aumento compensatorio de la respiraciéon mitocondrial en el complejo Il. Otra posibilidad es
que el complejo | estimule la cascada apoptotica, ya que hay evidencias que la reduccién
en el potencial de membrana mitocondrial puede llevar a la apertura transitoria del poro
mitocondrial y propiciar la liberacion de proteinas que sefializan el inicio de la apoptosis
(Olanow y Tatton, 1999).

Se ha reportado que la concentracion de enzimas que inactivan a los RL: La GSH, GSH-
Px, la catalasa, asi como el acido ascérbico y el a-tocoferol se encuentran disminuidos
dentro de la SNc de pacientes con EP y en general en los GB (Yamamoto, 1998; Jiménez
et al., 1999). Cabe mencionar que los bajos niveles de concentracion de estas enzimas
antioxidantes no han sido detectados en otras areas del cerebro, ni han sido reportados en

ninguna otra EN.

2.4 BIOQUIMICA.

La DA es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante en el sistema
nervioso central, participa en la regulacion de diversas funciones como la actividad motora,

emotividad la afectividad asi como en la comunicacion neuroendocrina.




En el sistema nervioso periférico, la DA es un modulador de la funcion cardiaca y renal, del

tono vascular y de la motilidad gastrointestinal (Bahena et al., 2000).

La DA es una monoamina biogénica, se sintetiza en las neuronas de la SNc y tiene lugar
en las terminales nerviosas dopaminérgicas donde se encuentran en altas
concentraciones las enzimas responsables: La THy la L-DOPA descarboxilasa. La TH es
la enzima limitante de la sintesis de catecolaminas; es una oxidasa que utiliza L-tirosina,
02 y Fe2+ como sustratos y tetrahidrobiopterina (BH4) como co-factor para adicionar un
grupo OH al aminoacido para formar L-3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA), esta es
descarboxilada a DA por la L-DOPA descarboxilasa en una reaccion que precisa piridoxal
fosfato (Figura 1). La TH es regulada por los productos (L-DOPA y DA) que la inhiben. La
rapida accion de la descarboxilasa hace que la concentracion de L-DOPA sea
extremadamente baja y que no sea por lo tanto de relevancia para disminuir la actividad

enzimatica (Bahena et al., 2000).

La DA, una vez sintetizada puede ser liberada directamente al espacio sinaptico o bien ser
trasportada al interior de vesiculas sinapticas para ser liberada por exocitosis al fusionarse

la membrana vesicular con la singptica (Bahena et al., 2000).

Tirosina Dopa

uo*@_cm—cu"\”' Hidroxiiasa HO*@*CIL—CM”\”: descarbositasa uo-«@vn,—m. NH,
" “COOH "~ "COOH A
(TH) (DDC)
. ~ HO HO .
L-Tirosina L-DOPA Dopamina

Figura 1. Sintesis de Dopamina (Garcia et al., 2003).

La DA recapturada es convertida por la enzima Monoaminooxidasa-A (MAO-A) en acido
dihidroxifenilacético (DOPAC); La MAO-A es una enzima intracelular que se encuentra
localizada en la membrana externa de las mitocondrias y degrada la DA citoplasmética
gue no esta almacenada dentro de las vesiculas presinapticas, ademas esta presente en
el tejido glandular, higado, rifiones, intestinos y en menor medida en el cerebro donde se
encuentra en el interior de la terminal nerviosa. E| DOPAC liberado al exterior de la
terminal es convertido en acido homovanilico (HVA) por la enzima

catecol-O-metiltransferasa (COMT), esta enzima se encuentra principalmente en el




espacio extracelular ademas del higado y rifilones (Weiner y Molinoff, 1994; Cooper et al.,
1996).

Se han identificado cinco tipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos acoplados a
proteinas G divididos en dos familias: D1 y D2. Los receptores de la familia D1 (subtipos D1
y Ds) estan acoplados a proteinas Gs, que estimulan la formacion de AMPc como principal
mecanismo de traduccion de sefales. Los subtipos pertenecientes a la familia D2 (D2, D3 y
D4), acoplados a proteinas Gi, inhiben la formacion de AMPc, activan canales de K* y
reducen la entrada de iones de Ca?+ a través de canales dependientes del voltaje (Bahena
et al., 2000).




3. GANGLIOS BASALES.

El término “Ganglios Basales” (del griego ganglion, "conglomerado”, "nudo", "tumor")

es usado para denominar grupos de nucleos relacionados anatémica y funcionalmente,

localizados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. Son el sitio de convergencia e

integracion de multiples aéreas sensoriales, motoras y de asociacion (Wilson, 1998; Bolam

et al., 2000). Estan relacionados con aspectos de planeacién de movimientos, seleccion y

memoria motora; aun que también desempefian funciones importantes denominadas “no

motoras” involucradas en mecanismos de alto orden; que van desde el procesamiento del

“feedback” sensitivo, alternancia de contextos, atencién, percepciéon visual, aprendizaje,

memoria de trabajo y toma de decisiones (Merello, 2008).

3.1 ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES.

Los GB estan formados por cinco nucleos subcorticales conectados entre si: El
nacleo Caudado (NC), el Putamen (NP), el GP, NST y la SN (Gilmans y Winans, 1994)

(Figura 2).

Talamo

Niacleo Caudado
Estriado {

Ndacleo Putamen

Globo
Palido

externo
e interno

Sustancia Nigra
compacta

Sustancia Nigra
reticular

Figura 2. Esquema de los Ganglios Basales. Modificado de Purves et al., 2007.
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El NE (en primates) esta constituido por la regidon dorsomedial (NC) y la region
ventromedial (NP) separados por la capsula interna (en roedores no existe tal separacién y
se le denomina neoestriado). A estos dos nucleos se les considera como la entrada hacia
los GB, ambos se desarrollan a partir de la misma estructura telencefalica y se componen
del mismo tipo celular (Carpenter, 1981). Estan constituidos en un 95% por neuronas
espinosas medianas de proyeccion que sintetizan 4cido gamma amino butirico (GABA)
como neurotransmisor (Kita y Kitai, 1988); el 5% restante de la poblacion esté integrada
por cuatro clases de interneuronas bien caracterizadas: interneuronas colinérgicas,
GABAérgicas que expresan calretinina, parvalbumina y neuropeptido Y/Oxido nitrico
(Tepper et al., 2008).

La poblacién de neuronas espinosas medianas de proyeccion, presentan dos tipos de
receptores dopaminérgicos; las neuronas que proyectan al globo palido interno (GPi) que
expresan preferencialmente receptores tipo D1, mientras que las neuronas que proyectan
al globo palido externo (GPe) expresan receptores dopaminérgicos del tipo D2 lo cual

influye en la organizaciéon de los GB (Surmeier et al., 2011).

El GP es una estructura compuesta por dos segmentos, el interno y el externo. En
roedores el segmento interno se denomina ndcleo entopeduncular (DeLong vy
Georgopoulus, 1981). Las proyecciones de las neuronas palidales (GPe) varian
dependiendo del tipo neuronal. Las neuronas que son parvalbumina-positivas proyectan al
NST, al GPi o la sustancia nigra reticular (SNr); y otras que son parvalbumina-negativas
envian sus proyecciones principalmente al NST. Ambos tipos de neuronas pueden enviar
proyecciones recurrentes al estriado; y al igual que este, las neuronas de proyeccién son
GABAérgicas. En los modelos actuales de organizacion funcional de los GB, el GPe es
considerado como un centro de integraciébn y como un importante relevo de la “via
indirecta” (V1) conectando el estriado con el NST y los nucleos de salida (GPi/SNr)
(Alexander y Crutcher, 1990).

El NST se encuentra en la porcion basal del diencéfalo, en la union con el mesencéfalo
(Parent, 1990). Es el unico nucleo glutamatérgico en los GB (Smith et al., 1998) y juega un
papel importante en el control motor. Se ha reportado que en el NST expresa receptores
para DA (D1, D2 y D3) (Flores et al., 1999).
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La SN se encuentra en el mesencéfalo y presenta dos zonas: una porcion ventral (SNr)
que se semeja citolégicamente al GP y una porcién dorsal pigmentada (SNc) compuesta
por células dopaminérgicas cuyos cuerpos neuronales contienen neuromelanina
(Carpenter, 1976). Este pigmento obscuro (polimero de la DA o sus metabolitos), da a la
SNc su nombre, el grado de pigmentacion esta correlacionado con la concentracion de DA
pero la funcion del pigmento es desconocido (Coté y Crutcher, 1991). El GPi y la SNr
constituyen los principales nucleos de salida de los GB.

3.2 ORGANIZACION FUNCIONAL.

Las complejas conexiones de los GB se pueden simplificar en base a circuitos
intrinsecos, los cuales estan organizados funcional y estructuralmente; ademas, trabajan
en paralelo y estan funcionalmente segregados, relacionandose

corteza-GB-talamo-corteza a la fecha se han descrito 5 circuitos principales:

1. Circuito motor: proyecta a regiones corticales motores precentrales, talamo,
ndcleos ventral lateral (pars orali), ventral anterior (pars parvocellularis) y ventral
anterior (pars magnocellularis).

2. Circuito 6culomotor: proyecta a regiones corticales visuales frontal, suplementaria
y tdlamo.

3. Circuito prefrontal: proyecta a la corteza prefrontal, dorsolateral y talamo.

4. Circuito orbitofrontal lateral: proyecta hacia la corteza prefrontal, érbitofrontal,
lateral y al tAlamo.

5. Circuito limbico: proyecta a la corteza cingulada anterior, a la corteza Orbitofrontal
medial y talamo (Alexander y Crutcher, 1990; Hoover y Strick, 1993; Parent y
Hazrati, 1995; Smith et al., 1998).

El circuito motor se ha descrito como una via de reentrada, a travées de la cual la
inervacion proveniente de las areas sensoriomotoras de la corteza precentral y poscentral
van de regreso a ciertas areas motoras precentrales después de procesos intermedios

dentro de los GB y el tAlamo (Alexander y Crutcher, 1990; Wichmann y Delong, 1993).
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Este circuito motor se basa en la llamada “via directa” (VD) y “via indirecta” para procesar,
integrar y transmitir a través de los GB la informacion recibida proveniente de la corteza,
cuyas proyecciones son glutamatérgicas; es decir, excitatorias.

Ambas vias inician en el estriado; sin embargo, la VD proyecta directamente hacia los
nucleos de salida (GPi/SNr) mientras que la VI hace “relevos” en el GPe y de esta al NST
para finalmente dirigirse hacia los nucleos de salida. La integracion dentro del estriado se
realiza a través de dos subpoblaciones de neuronas espinosas medianas de proyeccion
(Smith y Bolam, 1990). Ambas subpoblaciones se caracterizan por el tipo de receptores y
neuropeptidos que expresan. De acuerdo a esto, las células de la VD expresan GABA
como principal neurotransmisor, receptores a DA de tipo D1 y los neuropeptidos sustancia
P y dinorfinas; por su parte las células de la VI expresan GABA, receptores de DA de tipo
D2 y como neuropeptido encefalinas (Figura 3).

Figura 3. Vias centrales responsables
del control del movimiento motor. Vias
directa e indirecta sefialadas sobre el
esquema de una seccién sagital de
cerebro de raton. La corteza y el
talamo proporcionan inervacién
excitatoria (flechas verdes) al estriado.
La “via directa” se origina a partir de
las neuronas de proyeccion estriatal
(puntos  azules, neuronas con
receptores D1) cuyos axones (flechas
azules) se extienden hacia los nucleos
GP y SNr. La “via indirecta” (puntos
rojos, neuronas con receptores D2)
cuyos axones (flechas rojas) terminan
dentro del GP, las cuales proyectan al
NST, que a su vez proyecta al GP y
SNr. Modificado de Gerfen, 2006.

3.3 INTERACCION ENTRE NEUROTRASMISORES Y CONSECUENCIAS
DE LA PERDIDA DOPAMINERGICA.

Los GB trabajan en sinergia con la corteza, en donde se relacionan funciones
motoras y motivacionales; contienen una marcada diversidad de sustancias neuroactivas

gue estan organizadas en subsistemas funcionales que trabajan de manera balanceada.
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Cualquier alteracion de este balance da como resultado importantes alteraciones como las
gue se observan en las enfermedades neurodegenerativas (Graybiel, 1990b; Di chiara et
al., 1994).

La DA que es liberada en las células estriatales desempefia funciones diferenciales sobre
la actividad de ambas vias. Facilita la transmision de la VD y decrementa la activacion de
la VI. Funcionalmente, la activacién de ambas vias produce efectos opuestos; es decir, al
incrementar la actividad de las neuronas de la VD se inhibe tonicamente a las neuronas de
los nucleos de salida, los cuales presentan la llamada “desinhibicién” de las neuronas del
talamo. Mientras que al incrementar la actividad de las neuronas de la VI, se inhibe
ténicamente la actividad del GPe, esto conlleva a la desinhibicién de las neuronas del NST
y a su vez incrementan la actividad de las neuronas de los nucleos de salida, inhibiéndose

las neuronas del tdlamo (Alexander y Crutcher, 1990) (Figura 4 A).

En un estado normal, no deficiente de DA esté activada la proyeccion talamo-cortical. En
una situacion en la que falta DA, como en la EP, su accion sobre ambas vias conduce a la
inhibicion anormal de dicha proyeccion. Asi, la deficiencia de DA provocaria sobreactividad
de la VI e hipoactividad de la VD. Si la actividad de la VI es mucho mayor que la de su

contraparte, se inhibiran los circuitos tdlamocorticales del movimiento (Figura 4 B).

El que la DA solo facilite a las neuronas activadas por la corteza, mientras que ayude a
inhibir a las neuronas no activadas, hace que se separen mejor las neuronas que activan a
los musculos agonistas de las neuronas que activan a los musculos antagonistas. Esta
seleccion es necesaria para que las secuencias de activacion y desactivacion muscular
sucedan suavemente y no de manera brusca o escalonada. Si esta seleccién es
deficiente, hay co-activacion de ambos musculos, lo que provoca rigidez y oposicion de las
extremidades a ser desplazadas pasivamente, caracteristicas en la EP (Bargas y
Galarraga, 2000).
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Figura 4. Modelo esquemético tradicional de la organizacion de los GB. Los colores hacen referencia al
neurotransmisor implicado en cada inervacion: GABA (rojo), Glutamato (verde) y Dopamina (azul). La DA
proveniente de la SNc ejerce funciones diferenciales en las vias directa e indirecta. La via directa (VD)
proyecta directamente al GPi y SNr; mientras que la via indirecta (VI) establece “relevos” en el GPe y el NST
antes de proyectar a los nacleos de salida. En A se representa un sistema integro y en B cuando hay
deficiencia de DA (Anaya, 2006).

Ahora bien, los receptores D2 tienen mayor afinidad por la DA que los receptores D1 y
estan ténica y parcialmente activados por la liberacion basal de DA. En cambio, los
receptores D1 se activan por incremento fasico de la concentracion de DA. Esto sugiere
que la actividad ténica y generalizada sobre la actividad muscular es modulada por los
receptores D2 (VI), mientras que el efecto fasico de la DA sobre los receptores D1 (VD) es
el gue selecciona a que poblacion de neuronas va a activar (Mink, 1996; Gonon, 1997;
Herndndez et al.,, 1997). La denervacién dopaminérgica estriatal provoca que se
incremente la densidad de los receptores D2 y la disminucion en la densidad de los
receptores D1 (Qin et al., 1994), lo cual trae como consecuencia alteraciones en la

funcionalidad de los ganglios basales.

Se ha reportado que los neuropeptidos que se encuentran en ambas vias también son

regulados por la DA. Asi, cuando aumenta la densidad de receptores D1 se incrementa la
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expresion de sustancia P y dinorfinas; mientras que, cuando aumenta la densidad de

receptores D2 se incrementa la expresion de encefalinas (Missale et al., 1998).

4. MODELO CON LA 6-OHDA.

Los estudios con animales experimentales, han sido de gran ayuda para dilucidar los
mecanismos basicos que regulan la funcidon neuronal tanto a nivel celular, molecular y
conductual. La finalidad de generar estos modelos es recrear algunos de los eventos que
suceden en las enfermedades neurodegenerativas que presentan y afectan a los humanos
(Anaya, 1997).

El objetivo de los compuestos quimicos usados en los modelos de EP es el de interrumpir
la via dopaminérgicas nigroestriatal e imitar la deficiencia de DA observada en los

pacientes con esta enfermedad (Flint, 2001; Bertabet et al., 2002).

La 2,4,5-Trihidroxifeniletilamina (6-Hidroxidopamina o 6-OHDA) es un analogo hidroxilado
de la DA (Blum et al., 2001) fue el primer componente descubierto para inducir la muerte
selectiva de las neuronas dopaminérgicas (Ungerstedt, 1968). Cuando se administra in
vivo la toxina causa sintomas parkinsonicos por decremento de los niveles de DA y de la

actividad de la enzima TH (Lotharius et al., 1999).

Es incorporada a la neurona por el sistema de recaptura de DA de alta afinidad, actlua
inhibiendo el complejo | y IV de la cadena respiratoria mitocondiral (CRM), de este modo
reduce la generacion de ATP (Glinka et al., 1998; Lotharius et al., 1999) ademas causa un
incremento en la produccion de ERO, OH’, y H202 induciendo subsecuentemente la

degeneracion de las terminales axdnicas y de los cuerpos celulares (Otero et al., 1996).

La 6-OHDA no puede cruzar la BHE, por lo que se debe administrar intracerebralmente, se
estima que la vida media de la 6-OHDA en condiciones fisiolégicas es de 38 minutos
(Tirmenstein et al., 2005).

Este modelo se ha reproducido en muchas especies animales incluyendo ratones, ratas,
gatos, perros y primates no humanos, siendo la rata la especie mas usada debido a la

capacidad de réplica y la estabilidad del modelo (Emborg, 2004).
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Generalmente la administracion es unilateral y se puede hacer en el haz medial del
cerebro anterior (mfb), SNc o en el estriado. Dependiendo del sitio de inyeccién, el numero
de inyecciones y la cantidad de neurotoxina, el animal presenta diferente grado de
progresion de la enfermedad, la eleccion de uno u otro sitio de aplicaciéon depende del

objetivo del experimento (Emborg. 2004).

La administracion en el mfb induce la pérdida de las células dopaminérgicas en
aproximadamente el 85-90% de la SNc, provocando la deaferentacion del NE, ndcleo
acumbens y corteza prefrontal. La degeneracién inicia 24 horas después de la
administracion de la 6-OHDA, y la deplecion de DA estriatal se puede apreciar 2 o 3 dias

después de la inyeccion (Bertabet et al., 2002).

Por lo anterior el modelo con la 6-OHDA es ampliamente utilizado para reproducir algunos
aspectos funcionales de esta patologia, asi como para evaluar la eficacia del trasplante de
células, factores neurotroficos y componentes que promueven la supervivencia de las
células dopaminérgicas de la SNc en la EP. La desventaja de este modelo es que no se
ha mostrado la formacion de “cuerpos de Lewy”; si se administra bilateralmente en
roedores produce adipsia y afagia derivando en la muerte del animal (Bertabet et al.,
2002).

Después de la lesion unilateral en el mfb o en la SNc, el animal presenta giro espontaneo
ipsilateral y disminuye su conducta exploratoria espontanea (Ungerstedt, 1971a). La
conducta de giro puede ser inducida con la administracion de algunas sustancias que

activan los sistemas dopaminérgicos (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Ungerstedt, 1971b).

Una de las substancias que han sido empleadas para inducir el giro es la apomorfina
(agonista dopaminérgico), la cual actia sobre los receptores en las terminales
postsinapticas, produciendo una mayor actividad motora en el lado ipsilateral a la lesion;
por lo tanto, el animal tiende a girar hacia el lado donde hay menos efecto de la dopamina
0 su agonista (Miller y Beninger, 1991), reportandose que si se registran 200 giros o0 mas
durante 30 minutos se puede afirmar que la denervacion de DA estriatal es de un 95%
(Ungerstedt, 1971b; Hefti et al., 1980; Marin et al., 2006).
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5. TRATAMIENTOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Desde que se demostrd que la EP se debia a una deficiencia en la liberacién de DA
estriatal, se han establecido diversos tratamientos farmacold6gicos con el objeto de
minimizar los sintomas de esta enfermedad y mejorar la funcién de las estructuras
involucradas (Kienzl et al., 1999); Sin embargo, hasta el momento, ningun tratamiento ha
demostrado de forma fehaciente tener la capacidad de modificar el progreso degenerativo

(Minguez y Escamilla, 2005).

5.1 AGONISTAS DOPAMINERGICOS

El empleo de agonistas dopaminérgicos procede de su capacidad de activar
receptores dopaminérgicos (Martinez et al., 1998). Los agonistas para receptores D1 no
son adecuados terapéuticamente debido a que es mas probable desarrollar discinesias
que con los agonistas de los receptores D2. Por lo general, el uso de la mezcla de
agonistas para ambos receptores proporciona un mejor control de los sintomas de la EP
(Biagio y Bernardi, 2005). Entre los agonistas mas empleados en la terapéutica de la EP

se encuentran:
e BROMOCRIPTINA.

La 2-Bromo-a-Ergocriptina es un derivado del 4cido lisérgico y en 1974 fue propuesto
como el primer agonista dopaminérgico para la terapia en la EP (Ramaker et al., 2000). Es
utilizada en las etapas iniciales de la EP ya que retarda las alteraciones motoras inducidas
por la administracion a largo plazo de la L-DOPA (Ramaker et al., 2000; Segura et al.,
2003). Sin embargo, induce algunos efectos colaterales como nauseas, vomito, cuadros
de confusion, alucinaciones y con el pasar del tiempo se presenta una aparente

disminucién del beneficio (Molina et al., 1999; Ramarker et al., 2000).

18




e ROPINIROL.

El ropinirol es un indol no ergdtico que se asemeja estructuralmente a la DA y
presenta afinidad selectiva por receptores dopaminérgicos Dz, y nula o escasa actividad
sobre los receptores Di. El ropinirol se ha analizado en multiples estudios clinicos, tanto
como monoterapia como administrada en combinacion con L-Dopa. Reduce el riesgo de
aparicion de discinesias y consigue mantener al paciente en buena situacion funcional. El
ropinirol habitualmente se tolera bien, aunque con su administracibn puede presentar
efectos adversos, como nauseas, hipotension, somnolencia, incremento de las discinesias,

confusion y alucinaciones (Vivancos, 2006).
o APOMORIFINA.

La dihidro-apomorfina o bien Apomorfina (APO) es uno de los agonistas
dopaminérgicos mas usados en la practica clinica, actia en ambas familias de receptores
dopaminérgicos. La magnitud de su efecto es equivalente al observado con la
administracion de L-Dopa oral; sin embargo, aunque su efecto es rapido el beneficio tiene
menor duracién (su actividad terapéutica maxima oscila entre los 30 y 60 minutos después

de la inyeccion) (Katzenschlager et al., 2005; Obeso et al., 2000b).

Se ha reportado que la inyeccion intermitente de apomorfina por via subcutanea es
utilizada para controlar los periodos de fluctuaciones “off’, inducidos por la L-DOPA
(Molina et al., 1999; Radad et al.,, 2005) y aunque su administracién puede ser por
diversas vias, produce efectos adversos graves, tales como: hipersalivacién, hipotension,
nauseas, vomito y sedacién; por lo que su utilidad clinica se ve reducida (Neef et al.,
1999).

5.2 L-DOPA.

L-Dopa se forma a partir del aminoacido L-Tiroxina como uno de los pasos
intermedios en la sintesis de catecolaminas (Otero, 1996) basicamente ocurren dos
reacciones: la primera reaccién es catalizada por la enzima TH la cual convierte a la

tiroxina a L-3,4-Dihidroxifenilalanina L-DOPA (Bahena et al., 2000), el siguiente paso de
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esta transformacion es la descarboxilacion de la L-DOPA, catabolizada por la enzima
descarboxilasa de L-Aminoacidos aromaticos (AADC) produciendo DA (Vallone et
al.,2000).

El uso de este farmaco vino a revolucionar y mejorar la calidad de vida de los pacientes
con EP permitiéndoles realizar sus actividades cotidianas, por lo que hasta el momento la
L-Dopa es el farmaco sintomatico mas efectivo en el tratamiento de la EP. EI mecanismo
de accion no se conoce completamente aunque su efecto deriva principalmente de su
capacidad de elevar los niveles de DA en el estriado (Obeso et al., 2000a; Picconi et al.,
2004).

La DA no es capaz de atravesar la BHE por lo que se recurre al aminoacido precursor
inmediato, la L-DOPA que si atraviesa la BHE, utilizando un transportador propio de los
aminoacidos aromaticos (Diaz et al., 1998). La L-DOPA se absorbe en el intestino delgado
pero se inactiva en una gran proporcion (aproximadamente 95%) por la MAO-A periférica
y da lugar a la apariciéon de efectos secundarios como vomito y taquicardia. Una minima
parte de la dosis (5 0 10%) alcanza la circulacion cerebral; por lo que con el fin de evitar
esta transformacion periférica, la L-Dopa suele administrarse asociada a un inhibidor de la
descarboxilasa, incapaz de atravesar la BHE, como la carbidopa o la benzeracida y de
esta manera se incrementan sus niveles plasmaticos y cerebrales (Nombela et al., 2002;
Segura et al., 2003; Garcia et al., 2003).

Se ha reportado que después de aproximadamente 10 afios de tratamiento la L- DOPA
deja de ser efectiva (Wooten, 1990; Biagio y Bernardi, 2005). Los trastornos secundarios

que se presentan después de un largo periodo de administracién de L-DOPA son:

e Perdida del efecto al final de la dosis (“wearing-off”); es decir, cuando la dosis de
L-DOPA no es suficiente para mejorar los sintomas de la enfermedad antes del
tiempo indicado para la siguiente dosis. Este fendmeno se presenta en promedio
después de 3 0 5 aflos de su administracion.

e Estado efectivo-inefectivo (“on-off””), complicaciones que se presentan después de
tiempo indefinido e impredecible y consiste en periodos de buena respuesta a la
L-DOPA seguido por periodos de poca respuesta a este farmaco (Samadi et al.,
2006).
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Se ha sugerido que estos trastornos representan alteraciones farmacocinéticas, o que el
efecto farmacodindmico de la L-Dopa altera la sensibilidad de los receptores
dopaminérgicos por su prolongada estimulacion o por los cambios patolégicos progresivos
de la enfermedad (Otero, 1996). Asi mismo se ha reportado que la administracion a largo
plazo puede acelerar la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, debido a que
incrementa la produccion de RL provocando en las células estrés oxidativo e induciendo
su muerte (Jenner, 1995; Wolters et al, 1995).

5.3 ANTIOXIDANTES.

Como se menciond anteriormente se ha considerado que el estrés oxidativo
desempefia un papel significativo en la neurodegeneracion que ocurre en la EP, por lo que
se han propuesto estrategias terapéuticas basadas en farmacos con propiedades

antioxidantes por ejemplo:
o VITAMINA E.

La vitamina E es una sustancia liposoluble capaz de cruzar la BHE, tiene actividad de
a-B-,y-0-tocoferol y a-,p-, y-tocotrienol. Dicha vitamina tiene propiedades antioxidantes, y
se ha reportado que su principal funcién es proteger la integridad de la membrana por
inhibicién de la peroxidacién de lipidos ocasionada por el estrés oxidativo. Se ha estudiado
el papel de la vitamina E en la EP tanto en pacientes como en modelos experimentales
(Chandan et al., 2004).

o CO-ENZIMA 9,

La Co-enzima Q es un co-factor de la cadena respiratoria mitocondrial (captador de
electrones del complejo | y Il) capaz de mejorar la funcion mitocondrial e incrementar la
produccion de ATP, ademas de poseer funciones antioxidantes (Bonuccelli y Del Dotto,
2006). Se ha reportado que esta enzima se encuentra en bajas concentraciones en los
pacientes con EP (Agostinho et al., 2005). Cardoso y cols. (2005), mencionan beneficios
significativos a nivel sintomatico y mayor recuperacion en pacientes con EP que recibieron

360 mg CoQ10 en comparaciéon con aquellos pacientes que solo recibieron placebo.
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o MELATONINA.

La N-acetil-5-metoxitriptamina o Melatonina, es una indolamina producida vy
secretada por la glandula pineal. Esta sustancia es considerada como mensajero quimico
de transduccién de informacion de fotoperiodos en el cerebro, mediador de ritmos
reproductivos circanuales, ritmo circadiano, hibernacion, suefio-vigilia y temperatura
(Vaneck, 1998; Boutin et al., 2005; Reiter et al., 2005).

Es sintetizada de forma ciclica a partir de un estimulo luminoso que se transmite por el
tracto retino-hipotaldmico (TRH) que estimula al nucleo supraquiasmatico (NSQ) y
posiblemente el nucleo paraventricular (NPV) en el hipotdlamo; la sefial continda al
cerebro anterior, al cordén espinal y al ganglio cervical superior (GCS); el cual posee
proyecciones norepinefrinérgicas que estimulan los receptores a y B de los pinealocitos en
la glandula pineal; estas células son las encargadas de sintetizar la melatonina, a partir del
tripté6fano por la enzima tripté6fano 5-hidroxilasa produciendo 5-hidroxitriptéfano (5- HTP);
éste a su vez, es convertido en 5-hidroxitriptamina o serotonina (5-HT) por la 5-HTP
decarboxilasa. Aqui es donde actua la enzima limitante para la sintesis de melatonina; la
serotonina N-acetiltransferasa (NAT) (la cual, en la fase oscura se incrementa de 30 a 70
veces), convierte la serotonina en N-acetilserotonina (NAS). Finalmente, la hidroxindol-O-

metiltranferasa (HIOMT) convierte la NAS en melatonina (Garcia, 2008) (Figura 5).

La melatonina se metaboliza en el higado, por hidroxilacion en 6-hidroximelatonina;
posteriormente se conjuga con acido glucurdnico y &cido sulftrico y se excreta por la orina

en forma de su principal metabolito 6-sulfatohidroximelatonina (Rufo, 2002).

En adultos jovenes se libera durante la noche, siendo la mayor secrecion (260 pmol/L)
entre las 12 de la noche y las dos de la madrugada y las minimas (40 pmol/L) entre el
medio dia y las dos de la tarde observando ademas que su concentracién disminuye con
la edad (Simonneaux y Ribelayga, 2003).

En humanos, la administracion oral de 2 y 4 mg de melatonina tiene una vida media de
aproximadamente 1 hora y su biodisponibilidad es de tan solo 15% aproximadamente, el
otro 85% es metabolizado en el higado (De Muro et al., 2000).
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Figura 5. Sintesis de melatonina. Modificado de Arendt et al., 1998.

Hasta el momento se han identificado tres tipos de receptores a melatonina todos
acoplados a proteinas G: MT1, MT2 y MT3 (Leo6n et al., 2004; Weil et al.,, 2006), Los
receptores MT3 presentan la enzima quinona reductasa 2 la cual puede participar en la
proteccién contra estrés oxidativo por la reduccién de quinonas (Seithikurippu et al., 2008).

Una de las principales caracteristicas fisicoquimicas de la melatonina es su capacidad de
difusidén; se trata de una molécula altamente lipofilica capaz de atravesar cualquier
membrana celular, de manera que puede actuar en todos los niveles celulares (Costa et
al., 1995).
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6. NFUROGENESIS.

“En los cerebros adultos las vias nerviosas son algo fijo,
terminado, inmutable. Todo puede morir, nada puede
regenerarse’.

Ramon y Cajal

Como neurogénesis adulta se conoce al proceso de formacion de nuevas neuronas,
comprende desde las sefiales que inducen la divisién de la célula precursora hasta su
diferenciacion y establecimiento definitivo a redes preexistentes como neurona funcional
(Gonzélez, 2010).

Las areas del cerebro capaces de formar nuevas neuronas se conocen como regiones
neurogénicas. En el cerebro adulto de mamiferos hay dos regiones neurogénicas
claramente definidas:
¢ Neuroblastos que nacen en la zona subventricular (SVZ), subyacente al linaje
ependimal de los ventriculos laterales (VL), migran a través de la via rostral
migratoria (VRM) hacia el bulbo olfatorio (BO) en donde se diferencian en
interneuronas (Figura 6).
e Neuroblastos en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado (GD) que migran
dentro de la capa granular adyacente para convertirse en neuronas granulares
(Gonzalez, 2010) (Figura 6).

En ambas regiones se producen nuevas interneuronas de forma constante durante toda la
vida (Kempermann, 2006). La capacidad neurogénica fuera de estas dos regiones es una
cuestion muy controvertida; sin embargo, investigaciones reportan que dicho proceso
podria ocurrir en la corteza (Altman, 1963; Kaplan, 1981), estriado (Bedard et al., 2002;
Dayer et al., 2005), amigdala (Bernier et al., 2002) y SNc (Lie et al., 2002).
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6.1 COMPOSICION DE REGIONES NEUROGENICAS.

Los factores que diferencian a las regiones neurogénicas y no neurogénicas en el
cerebro adulto son diversos, estos afectan a los precursores y la permisividad del nicho
(Suhonen et al., 1996).

Si bien, las regiones no neurogénicas contienen precursores (células capaces de dividirse
y/o altamente indiferenciadas pero no conservan la capacidad de autorrenovacion ilimitada
(Palmer et al., 1999; Kondo y Raff, 2000; Kempermann, 2006), éstos no estan organizados
en grupos y carecen del microambiente permisivo necesario para la formacién de
neuronas. Este microambiente permisivo (también conocido como nicho de las células

madre o nicho germinativo) consta de varios componentes (Kempermann, 2006):
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Las células madre (de naturaleza astrocitaria) se caracterizan por ser capaces de
autorrenovarse ilimitadamente y ser multipotenciales; es decir, poseer la capacidad
de diferenciarse en, al menos, dos tipos celulares diferentes (McKay, 1997; Van der
Kooy y Weiss, 2000; Weissman et al., 2001).

La capacidad de autorrenovacion a su vez, integra dos propiedades: el control de la
proliferacion y el mantenimiento del estado indiferenciado (Foshay y Gallicano,
2007; Li y Zhao, 2008; Zhong y Chia, 2008). Dichas propiedades estan reguladas
por dos moléculas: Noggin/BMPs (Proteina Morfogenética del hueso por: Bone
Morphogenic Proteins y Notch -Conover y Allen, 2002-). Las cascadas de
sefializacion en las que participan estas proteinas determinan que las células madre
se mantengan como tales y proliferen, o salgan del ciclo y se diferencien a linaje
glial o neuronal (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Artavanis-Tsakonas et al., 1999;
Lim et al., 2000).

Los astrocitos desempefian funciones importantes para el nicho. Tanto en el
hipocampo como en el BO se ha demostrado que las células madre son astrocitos
(Doetsch et al., 1999a,b; Seri et al., 2001; Merkle et al., 2004), pero en estas
regiones existen también otras poblaciones de astrocitos sin potencial neurogénico
que favorecen la formacién de neuronas (Song et al., 2002); se ha comprobado que
dichos astrocitos intervienen en las diferentes etapas de la neurogénesis adulta
(Ma et al., 2005). Esta es una habilidad de la que carecen el resto de astrocitos del
encéfalo y es de tal magnitud, que incluso favorecen la neurogénesis a partir de
precursores en otras regiones, como la médula espinal o la SNc¢ (Shihabuddin et al.,
2000; Lie et al., 2002).

La microglia parece tener un papel dual en la regulacion de la neurogénesis. Por
una parte, la inhibe al producir sustancias como la Interleucina 6 (Mehler et al.,
1995; Bonni y Greenberg, 1997; Vallieres et al., 2002). Por otra, al producir
neurotrofinas, podria tener también una funcion tréfica (Battista et al., 2006; Walton
et al., 2006). Estos componentes celulares del nicho secretan moléculas que actian

de forma paracrina y/o autocrina promoviendo la neurogénesis.
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e Los vasos sanguineos (Palmer et al., 2000) producen moléculas como el VEGF
(Factor de crecimiento del endotelio vascular, por: vascular endothelial growth
factor) que contribuirian a la homeostasis de las células madre (Jin et al., 2002;
Fabel et al., 2003; Cao et al.,, 2004; Schanzer et al., 2004), y por ello se les
considera componentes esenciales del nicho. Los precursores de las regiones
neurogénicas adultas se encuentran intimamente relacionados con ellos, ya que los
precursores emiten un proceso que contacta directamente con los vasos (Filippov et
al., 2003; Mirzadeh et al., 2008), lo que ha dado lugar a la teoria del “nicho
vascular” (Palmer et al., 2000), en donde las células madre recibirian sefales
reguladoras mediante factores solubles y moléculas de la matriz extracelular
(Leventhal et al., 1999; Mercier et al., 2002; Shen et al., 2004).

6.2 FACTORES EFECTORES DE LA NEUROGENESIS.

En su conjunto, la neurogénesis esta regulada por multiples factores tanto
extrinsecos como intrinsecos, que intervienen en las diferentes etapas del proceso. Entre

estos factores destacamos:
e EDAD.

Aunqgue la neurogénesis persiste en el GD y el BO a través de la vida adulta, la tasa
de produccion neuronal declina con la edad (Seki y Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Enwere
et al., 2004). El declive es atribuido a la reduccion de la proliferacion o bien a la
disminucién de células progenitoras, aunque evidencias también indican un decremento

en la tasa de maduracion (Rao et al., 2005).

Las alteraciones relacionadas con la edad en los microambientes celulares afectan de
manera significativa la capacidad de respuesta de los progenitores celulares para la

estimulacion neurogénica (Lichtenwalner y Parent, 2006).
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e FACTORES NEUROTROFICOS.

Los factores neurotréficos son proteinas producidas por diferentes tipos celulares
que actuan sobre el sistema nervioso, dentro de los cuales se encuentran: EI NGF (Factor
de crecimiento nervioso por: Nerve Growth Factor), al BDNF (Factor neurotrofico derivado
del cerebro por: Brain Derived Neurotrophic Factor) y a las neurotrofinas 3, 4 y 5
(Gonzalez, 2010).

En general, actian mediante dos vias: por un lado, promueven la supervivencia de
neuronas postmitéticas y el crecimiento de dendritas, mediante la activacion de receptores
Trk (kinasas tirosinas) (Altar et al., 1998; Caleo et al., 2000) y por otro, desencadenarian la
apoptosis uniéndose con baja afinidad al receptor p75 (Coulson et al., 2004). Ademas,
regulan el mantenimiento del fenotipo neuronal, la sinaptogénesis y protege a las
neuronas de determinadas situaciones patoldgicas como la muerte por apoptosis y la

accion de diferentes toxicos (Gonzalez, 2010).

o HORMONAS

Las hormonas son reguladores potenciales del proceso neurogénico, las
fluctuaciones ciclicas que sufren los niveles de hormonas sexuales corresponden con
transiciones en los eventos neurogénicos (Lennington et al., 2003). De hecho, se ha
observado la existencia de dimorfismo sexual en las zonas neurogénicas del cerebro
adulto de roedores (Peretto et al.,, 2001). Concretamente, la testosterona y el estradiol
modulan la supervivencia y la integracion de las células de nueva generacion (Nordeen y
Nordeen, 1989; Rasika et al., 1994; Hidalgo et al., 1995; Johnson y Bottjer, 1995).

Por otro lado, se ha descrito que el estradiol modula la funciéon hipocampal a través del
incremento en la proliferacion neuronal en roedores (Tanapat et al., 1999). Efecto similar lo
ejercen la prolactina y las hormonas tiroideas en la ZSV (Lennington et al., 2003), mientras
gue la progesterona y los glucocorticoides tienen el efecto contrario, de modo que
provocan la disminucion de la tasa de proliferacion en el hipocampo y en la ZSV
respectivamente (Sapolsky, 1999; Giachino et al., 2004).
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o NEUROTRANSMISORES.

Se ha demostrado que algunos neurotransmisores influyen en la regulacion de la
neurogénesis adulta. Entre estas moléculas destacan la DA, acetilcolina, serotonina, y
glutamato. Todos ellos inducen aumento en la tasa proliferativa (Cardenas et al., 2005;
Hagg, 2005; Ming y Song, 2005). El 6xido nitrico; sin embargo, parece que ejerce un papel
inhibitorio en la regulacién de la proliferacion celular, probablemente a través del bloqueo
de los receptores para el EGF (factor de crecimiento epidermal por:Epidermal Growth
Facto) (Matarredona et al., 2005; Torroglosa et al., 2007). Por otro lado, algunas de estas
moléculas también ejercen su efecto sobre la supervivencia de las células, como la
serotonina, papel que lleva a cabo a través del BDNF como mediador (Banasr et al., 2004;
Mattson et al., 2004).
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7. JUSTIFICACION.

Debido a que la EP es causada por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
SNc y a que este fendmeno es continuo y acumulativo, es de vital importancia prolongar la
sobrevivencia de estas neuronas y conocer como responden a los tratamientos
farmacoldgicos. Investigaciones de nuestro laboratorio han mostrado que en animales con
la inyeccion unilateral de 6-OHDA en el mfb y el empleo cronico de L-Dopa induce la
muerte de las neuronas remanentes, mientras que la coadministracion de
L-Dopa/Melatonina aumenta la presencia de neuronas dopaminérgicas, pero de estas se
desconoce si son neuronas que recuperan su fenotipo (produccion de enzima TH) o son
neuronas de nueva creacion. Determinar este punto permitird abrir nuevas posibilidades

para mejorar las futuras aplicaciones farmacoldgicas para pacientes con EP.

8. OBJETIVOS.
8.1 GENERAL.

e Evaluar el efecto de L-Dopa, Melatonina y la coadministracion de
L-Dopa/Melatonina sobre la neurogénesis de neuronas dopaminérgicas en la SNc

de ratas con inyeccion unilateral de 6-OHDA en mfb.

8.2 PARTICULAR.

e Determinar y comparar el nimero de neuronas inmunorreactivas a TH remantes en
la SNc ipsilateral y contralateral de ratas con y sin tratamiento farmacol6gico
mediante métodos inmunohistoquimicos.

e Determinar y comparar el niumero de neuronas inmunorreactivas a TH/BrdU en la
SNc ipsilateral y contralateral de ratas con y sin tratamiento farmacolégico mediante

métodos inmunohistoquimicos.
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9. MATERIALES Y METODOS.

9.1 ANIMALES .

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 160 a 180gr.
mantenidas en condiciones de laboratorio con foto-periodo 12/12h (luz-obscuridad) con

acceso libre a agua y alimento.

9.2 LESION.

Las ratas se lesionaron quirdrgicamente: se anestesiaron por via intraperitonial (IP)
con una dosis de 35mg/kg de peso de pentobarbital soédico. Posteriormente fueron fijadas
en un aparato estereotaxico para ser lesionadas unilateralmente (lado izquierdo) en el mfb.
Se realiz6 el trepano con un taladro pequefio (mototool, Dremel) en la posicion especifica
respecto a Bregma AP=-3, L=1.6, V=-8.0 a partir de la dura madre de acuerdo a Paxinos y
Watson (1986). Se inyect6 en esta zona por medio de una jeringa Hamilton acoplada a
una micropipeta de vidrio de diametro entre 50 y 100um la dosis de 4ul de solucién
vehiculo (solucién salina al 0.9% y acido ascérbico 1%) con 8ug de 6-OHDA (H4381,
Sigma) (Truong, 2006).

9.3 GIRO INDUCIDO.

Dos dias posteriores a la lesion se les administr6 a los animales una dosis de
apomorfina (A4393, Sigma) de 0.25mg/kg por via IP. Para evaluar el giro inducido, se
colocd una rata a la vez, en caja de acrilico transparente de 60X50cm y se registro el
namero de giros que de cada rata hacia el lado contralateral a la lesion (derecho). Se
tomaron para el estudio las ratas que giraron 200 0 mas veces en un periodo no mayor a
30 minutos, pudiendo repetir la prueba por dos ocasiones consecutivas (cada 24 horas).
Las ratas no lesionadas correctamente no se emplearon, los grupos se formaron

incluyendo 6 ratas por grupo.
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9.4 TRATAMIENTO.

Después de 24 horas del giro inducido, se inicio la administracion de los tratamientos
farmacoldgicos particulares por grupo durante 60 dias (Tabla 1). Los farmacos se
administraron oralmente mediante una jeringa de 1ml sin aguja. Cabe mencionar que
aguellos grupos a los que se les administro L-Dopa se diluyo en agua. Por otra parte, al

grupo IV se le administro Melatonina (M5250, Sigma) con Cerelac de Nestlé® en

proporcion 1:1 diluido con un poco de agua.

Grupo | Salina-acido ascérbico e
Grupo I 6-OHDA e

Grupo I 6-OHDA 7.5mg/kg de L-Dopa

Grupo IV 6-OHDA 10mg/kg de Melatonina
Grupo V 6-OHDA 7.5mg/kg de L-Dopa + 10mg/kg de

Melatonina

Tabla 1. Protocolo de tratamiento

9.5 ADMINISTRACION DE BrdU.

Para los estudios de proliferacion celular se administr6 5-Bromo-2-desoxiuridina
(BrdU) (B5002, Sigma); este en un nucleétido sintético andlogo de la Timina que se
incorpora al ADN celular durante los procesos de replicacion (fase S de mitosis). Se
administré en una dosis de 50 mg/kg de por via IP cada tercer dia durante las primeras

dos semanas del tratamiento (8 inyecciones en total por rata) para la marcacién de

neuronas de nueva creacion.
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9.6 PERFUSION INTRACARDIACA.

Al finalizar el tiempo de aplicacion de los tratamientos se sacrificaron los animales
mediante perfusion intracardiaca via aortica; inicialmente pasando solucion salina
isoténica (0.9 NaCl) seguida de fijador: Paraformaldehido al 2% en buffer de fosfatos
salinos (PBS 0.1 M, p-H. 7.4) (Avila et al., 2006) (Apéndice 1).Ya perfundidos se extrajeron
los cerebros y se colocaron en fijador. Posteriormente se realizaron cortes coronales de 50
pMm con un vibratomo (Pelco 101 de Ted Pella Inc.) para tomar rebanadas de mesencéfalo
conteniendo la SNc ipsilateral y contralateral a la lesion con el fin de procesarlos con la
técnica de inmunocitoquimica para TH y BrdU.

9.7 PRUEBAS INMUNOHISTOQUIMICAS.

Una vez montados los cortes en portaobjetos gelatinizados se deshidrataron con
alcoholes en concentraciones crecientes (60%, 70%, 80%, 90%, 96%) diez minutos en
cada uno y 3 cambios en alcohol de 100% de 10 minutos. Se realizé el analisis
inmunohistoquimico para el conteo de neuronas inmunorreactivas a TH (PB153, Millipore)
(Apéndice 2) y BrdU (Apéndice 3) en la SNc ipsilateral y contralateral a la lesion en 6
cortes coronales por cerebro.

Las fotografias fueron tomadas con ayuda de una camara (Moticam 1000 de Motic y
software Motic Images Plus 2.0ML) acoplada a un microscopio optico (Nikon). El analisis

estadistico utilizado fue ANOVA con el Software GraphPad Prism 4.
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10. RESULTADOS.
10.1 CONTEO DE NEURONAS INMUNORREACIIVAS A TH.

Se analiz6 el efecto de la administracion de L-Dopa, melatonina y su
co-administracion sobre la expresion de la enzima TH en las neuronas de la SNc en el

lado ipsilateral y contralateral a la lesion.

Como se muestra en la Grafica 1 el grupo sham no muestra diferencias significativas en el
namero de neuronas TH+ entre el lado contralateral e ipsilateral a la lesién (promedio de
77.40 y 92.26 respectivamente); es decir, la inyeccién de la solucién vehiculo no tiene
efecto significativo sobre el nimero de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc
(Figura 7).

Cuando se administro la neurotéxina 6-OHDA se observa pérdida importante del niumero
de neuronas TH del lado ipsilateral en todos los grupos con respecto al grupo sham
(6-OHDA (86.56%) L-Dopa (82.64%) melatonina (88.21%) combinacién (84.97%)),
mostrando una vez mas el potencial de esta neurotoxina para la deplecion de neuronas

dopaminérgicas (Grafica 1, Figura 7).

Respecto al lado contralateral a la lesion, el grupo lesionado con 6-OHDA no mostro
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo sham presentando en
promedio 58.88 neuronas TH. Mientras que, los grupos tratados con L-Dopa (42.27
neuronas TH en promedio) y la combinacién terapéutica (52.64 neuronas TH en promedio)
si presentaron diferencias significativas al compararlos con el grupo sham, mostrando un
menor numero de neuronas inmunorreactivas a TH; lo cual implica que, posiblemente la
administracion de L-Dopa inhibe la expresion de la enzima TH de manera bilateral. Esta
hipotesis puede ser corroborada al observar al grupo tratado con melatonina, pues no
mostro diferencias significativas en el nimero de neuronas TH (promedio de 68.16) en el
lado contralateral a la lesion con respecto al grupo sham indicando que hay un nimero
similar de neuronas inmunorreactivas a TH en ambos grupos. Sin embargo, hay un
aumento significativo del nUmero de neuronas por corte con respecto al grupo tratado con
L- Dopa, por lo que podemos inferir, que hay un mecanismo favorecido por la melatonina
para la activacibn de esta enzima o que el farmaco puede proteger a las neuronas

evitando su muerte (Grafica 1, Figura 7).
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En el lado Ipsilateral a la lesiébn no existen diferencias estadisticamente significativas en
los grupos lesionados con 6-OHDA con y sin tratamiento, lo cual nos indica que el dafio
patologico influye de manera significativa en el numero de neuronas TH a pesar de los

diferentes tratamientos (Grafica 1).

10.2 CONTEO DE NEURONAS INMUNORREACTIVAS A Brdu/TH.

Con la finalidad de establecer cuantas de las neuronas que expresaban TH podria
ser neuronas de nueva creacion, se contabilizo el nimero de células inmunorreactivas a
TH que co-expresaran BrdU en el lado Ipsilateral y contralateral a la lesion; cabe
mencionar que dichas neuronas solo eran consideradas positivas si mostraban un clara
delimitacién del soma con la marca Inmunorreactiva a BrdU en el nucleo, no en el

citoplasma (Ejem. Figura 8).

En la SNc del lado contralateral a la lesibn no se mostraron diferencias significativas de
células Brdu/TH positivas entre los diferentes grupos lesionados con y sin tratamiento
(sham (7.60) 6-OHDA (12.69) L-Dopa (12.11) melatonina (9.58) y combinacion (6.57) en
promedio). Sin embargo, cabe destacar que los animales lesionados con 6-OHDA vy
tratados con L-Dopa presentan una tendencia a la presencia de células Brdu/TH positivas
(Grafica 2).

En el lado Ipsilateral a la lesion el nimero de neuronas inmunorreactivas a Brdu/TH fue
significativamente mayor en el grupo tratado con la combinacion terapéutica mostrando en
promedio 32.11 neuronas con la doble marca con respecto al grupo sham (15.22 neuronas
promedio) y al grupo tratado con melatonina (14.12 neuronas). No mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo lesionado con 6-OHDA y el tratado con L-Dopa

(promedio de 19.06 y 24.03 neuronas respectivamente) (Grafica 3).

Cabe destacar que el niumero de neuronas con doble marca siempre fue superior en el
lado ipsilateral a la lesion donde los promedios fluctuaron entre 14.12 y 32.11 neuronas
con doble marca por corte, mientras que en el lado contralateral el promedio maximo llego
a 12.69 (grupo lesionado con 6-OHDA).
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Grafica 1. Media de neuronas inmunorreactivas a TH por corte en la SNc de ratas lesionadas con 6-OHDA
en los diferentes tratamientos. I=ipsilateral, C=contralateral, *=Grupos experimentales vs Sham,
&=Melatonina vs L-Dopa. P<0.05.
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Grafica 2.Porcentaje de células inmunorreactivas a TH/BrdU en la SNc del lado contralateral a la lesién en
los grupos con y sin tratamiento. P<0.05.
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Grafica 3. Porcentaje de células inmunorreactivas a Brdu/TH en la SNc del lado Ipsilateral a la lesion en los
grupos con y sin tratamiento. *=Grupos experimentales vs Sham, @=L-Dopa/Melatonina vs Melatonina.
P<0.05.
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Figura 7. Micrografias 10X de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc del lado ipsilateral y contralateral

a la lesién en los grupos con y sin tratamiento.
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CELULAS INMUNORREACTIVAS A BRDU/TH EN LA SNc

Figura 8. Micrografias de neuronas inmunorreactivas a Brdu/TH en la SNc (40X y 100X respectivamente).
Ipsilaterales del grupo tratado con L-Dopa (A) e Ipsilaterales del grupo tratado con L-Dopa/Melatonina (B).
Las flechas gruesas indican la neurona o el grupo de neuronas al que se le tomo un acercamiento, las
flechas delgadas indican la marca inmunorreactiva a BrdU en el nlcleo de neuronas TH.
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11. DISCUSION.

11.1 NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH EN LA SNc.

Con respecto al numero de neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc, se observo
gue en todos los grupos el mayor nimero de neuronas con la expresion de esta enzima se

presentd en el lado contralateral a la lesion.

Un mayor numero de neuronas dopaminérgicas remanentes en el lado contralateral es un
fendmeno previamente descrito y confirmado por varios trabajos, se considera que la
toxina al ser inyectada unilateralmente solo afectara al lado ipsilateral; sin embargo,
estudios de nuestro laboratorio han mostrado que el lado contralateral se ve afectado con
el paso del tiempo después de hacer la inyecciéon de 6-OHDA unilateralmente en el mfb
(Avila et al., 2006).

La preservacion de neuronas dopaminérgicas del lado contralateral a la lesién puede ser
debido a que hay una regulacion dinamica en la sintesis de TH; cuando un hemisferio es
dafiado un mecanismo de comunicacion permite esta modificacion compensatoria en el
lado contralateral. En estudios realizados por Kozlowski y cols. (2004) demuestran que en
la SNc contralateral a la lesion se han encontrado niveles de TH mas altos que en

animales control.

Ahora bien, a los grupos a los que se les administro L-Dopa presentaron un menor numero
de neuronas inmunorreactivas a TH en el lado contralateral a la lesion, por lo cual
podriamos inferir que existe uno o varios mecanismos activados por la L-Dopa que inhiben

la expresidn de esta enzima, o que favorecen la muerte neuronal.

En este sentido, se ha descrito que la L-Dopa produce estrés oxidativo por dos vias:
Incrementa la degradacién de DA por accién de la MAO-A generando H202 (Maratos et al.,
2003) y la autooxidacion de la L-Dopa a DA que resulta en la produccion de H202, O2, OH
y quinones (Luo y Roth, 2000). Por lo que se ha propuesto que la perdida neuronal puede

ser causada por mecanismos de oxidacion durante el metabolismo de la L-Dopa.
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Diversas investigaciones sugieren que la cantidad disponible de DA ademas de servir
como neurotransmisor acta como neurotoxina lo que propiciaria su participacion en
procesos de neurodegeneracion. En estudios in vitro de células expuestas a altas dosis de
DA se ha encontrado que la DA es capaz de producir muerte neuronal apoptotica
caracterizada por condensacion y fragmentacion nuclear, decrementa los niveles de GSH
e incrementar los niveles de Ca™ intracelular en las neuronas, estos efectos de la DA
pueden ocurrir in vivo bajo condiciones de estrés oxidativo (similares a las inducidas por la
presencia de L-Dopa) de tal manera que podrian potenciar la muerte celular (Luo y Roth,
2000).

Ahora bien, la SNc es especialmente vulnerable al dafio por ERO, posee altas
concentraciones de fierro que podrian reaccionar con la DA del sistema y provocar la
induccion de formas hidrolizadas de los productos de la DA, de igual manera, se ha
reportado que la L-Dopa estimula la peroxidacion lipidica en sistemas in vitro (Maharaj et
al., 2005) por lo que es facil inferir que este farmaco produciria un estado alterado en el

balance oxidativo en la SNc.

Es por lo anterior que la administraciéon de un antioxidante podria mejorar o retardar el
curso de la muerte neuronal en la EP. Nuestros resultados muestran un nimero similar de
neuronas inmunorreactivas a TH en la SNc del lado contralateral en ratas tratadas con
melatonina con respecto al grupo control y un mayor niumero de neuronas con respecto al
grupo tratado con L-Dopa; lo cual nos indica que dicho farmaco ayuda a la expresion de la
enzima TH y/o a la sobrevivencia neuronal, efecto contrario al presentado por la L-Dopa.
Estos resultados pueden estar influidos en gran medida por las acciones antioxidantes de
la melatonina. De este modo, la melatonina actuaria sobre los RL formados a partir de la
6-OHDA (Singh et al., 20006) e incluso los producidos por la L- Dopa (Rocchitta et al.,
2006).

Existe una amplia evidencia acerca de la capacidad antioxidante de la melatonina.
Estudios en nuestro laboratorio muestran que el tratamiento con melatonina es capaz de
disminuir las alteraciones producidas por la administracién intracerebral unilateral de
6-OHDA,; el efecto se caracteriza por recuperacion en el desempefio de actividades
motoras, mayor sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas en la SNc, menor numero
de botones sinapticos con edema y mayor prevalencia de contactos sinapticos con
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espinas, asi como normalizacion en los niveles de peroxidacion de lipidos en el ndcleo
estriado (Gutiérrez, 2007).

Reiter y cols. (2003) describe los efectos antioxidantes de la melatonina y los divide en
acciones directas e indirectas. Dentro de la primera categoria esta la cualidad de la
melatonina como barredor de RL (Tan et al., 2002) y ERO; produciendo los compuestos
3-hidroximelatonina y 6-hidroximelatonina quienes a su vez, muestran tener potencial
como barredores de RL (Tan et al., 2003; Lopez et al., 2003). Dentro de las acciones
indirectas de la melatonina se encuentran: estimulacion de enzimas antioxidantes (Reiter
et al., 2000 a,b,c; Rodriquez et al., 2004), sinergismo con otros antioxidantes (Gitto et al.,
2001 a,b,c) y proteccion a enzimas antioxidantes frente al dafio por estrés oxidativo (Mayo
et al., 2002, 2003).

Este y muchos otros efectos protectores que se le atribuyen a la melatonina son debidos
no solo, a su alta capacidad como antioxidante, sino también a que estudios in vitro e in
vivo han mostrado que la melatonina puede regular la homeostasis mitocondrial,
incrementando la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial en el complejo | y IV
donando 2 electrones (Leon et al., 2004; Le6n et al., 2005; Dabbeni et al., 2001). Este
mecanismo se relaciona con la expresion del ADN mitocondrial (DNAmt), que codifica el
polipeptido de la subunidad I, Il y Il del complejo IV de la mitocondria (Leon et al., 2005).
Recordemos que esto es de suma importancia debido a que la 6-OHDA actu afectando
directamente la cadena respiratoria mitocondrial, de este modo, la melatonina podria

ayudar a revertir el dafio causado por esta neurotoxina.

Asimismo, Jin y cols. (1998) describieron que la melatonina es capaz de incrementa la
actividad de la TH, ademas de evitar la autooxidacién de la L-Dopa exdgena (Rocchitta et
al., 2006).

Estudios recientes de Herndndez-Baltazar y cols. (2013) reportan que la inyeccion de la
neurotdéxina 6-OHDA induce la muerte neuronal apoptotica sin encontrar evidencias de
recuperacion. Sin embargo, es importante mencionar que bajo algunas condiciones de
dafio las neuronas pueden dejar de ser funcionales (dejan de producir DA) sin que
necesariamente se llegue a su muerte (Kearns y Gash; 1995) o bien, mantienen la sintesis

de TH aun estando en proceso apoptotico (Rodriguez et al., 2004).
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Es posible que el tratamiento con melatonina active diferentes vias de sefializacion para
aumentar el mecanismo de defensa contra ERO y RL permitiendo a la célula la sintesis de
DA; de esta manera, favorece la expresiéon de TH en lado contralateral; es decir, con
menos estrés oxidativo; efecto contrario con la administracion de L-Dopa que por su
mecanismo de degradacion aumenta el estrés oxidativo y dificulta asi la produccion de DA

y/o favorece la muerte neuronal.

11.2 NEURONAS INMUNORREACTIVAS A Brdu/TH EN LA SNc.

e Lado Contralateral.

La presencia de neuronas inmunorreactivas a BrdU/TH es un indicativo de la
posibilidad de neuronas dopaminérgicas de nueva creacion en la SNc. En nuestros
resultados no reportamos diferencias significativas entre los diferentes grupos con y sin
tratamiento del lado contralateral a la lesién, aunque si existe presencia de neuronas
BrdU/TH positivas.

Diversas investigaciones han establecido la posibilidad de neuronas de nueva creacién en
la SNc de ratas y humanos (Lie et al., 2002; Zhao et al., 2003; Yoshimi et al., 2005; Van
Kampen et al., 2006).

Que existan neuronas inmunorreactivas a BrdU/TH en el lado contralateral puede ser
debido al desbalance en su estado de estrés oxidativo. Los reportes indican que los
factores neurotroficos juegan un papel importante en la sobrevivencia y proliferacion de las
células nerviosas. Sin embargo, se ha descrito la interaccion entre los factores de

crecimiento y las ERO en el funcionamiento celular.

Las ERO pueden fosforilar a los receptores de algunos factores troficos, modulando las
cascadas moleculares activadas por dichos receptores sugiriendo que esta activacion
sincronizada es necesaria para mantener la homeostasis celular (Castillo y Rivas, 2011).
También, se ha descrito la participacion de algunas cascadas de sefalizacion que
involucran a las ERO y factores de crecimiento que pueden servir como inductores o
estimuladores de defensas antioxidantes, las cuales desempefian un papel trascendente

en la regeneracion celular (Castillo y Rivas, 2011).
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De esta manera los RL formados por la lesion mecanica en el grupo sham o bien por la
administracion de 6-OHDA en los grupos con y sin tratamiento podria mantener un nivel
aceptable de estrés oxidativo en el lado contralateral y asi activar las cascadas de
sefalizacion involucradas con factores tréficos dando como resultado la presencia de

neuronas BrdU/TH positivas.
o Lado Ipsilateral.

En el lado ipsilateral a la lesion el grupo tratado con la combinacién terapéutica
presento un mayor numero de neurona BrdU/TH positivas con respecto al grupo control y
al grupo tratado Unicamente con melatonina. Mostrando asi que la coadministracion de
ambos farmacos ayuda a la induccion de los procesos neurogénicos y que dicho proceso

se ve altamente influenciado por condiciones patolégicas.

Una gran numero de reportes argumentan que, en condiciones fisiologicas, las regiones
no neurogénicas producen Unicamente células gliales, y que la formacién de nuevas
neuronas en estas regiones se estimula solo tras un dafio o un estimulo patolégico (Ming y
Song, 2005). Esto explicaria por que no se encontraron diferencias significativas entre los
animales lesionados con 6-OHDA y los tratados con la combinacion terapéutica.

Ahora bien, como se mencion6 anteriormente, el proceso de neurogénesis esta restringido
a ciertas areas del encéfalo caracterizadas por poseer ambientes permisivos para dicho
proceso, a grandes rasgos los “nichos neurogénicos” poseen: Progenitores celulares,
factores troficos (neurotrofinas) y glia favorecedora; dicho lo cual, si un nacleo puede tener
una o varias de estas caracteristicas especificas podria ser candidato para llevar a cabo

un proceso neurogénico. Este es el caso de la SNc.

Un estudio de gran relevancia realizado por Lie y cols. (2002) demuestra que la SNc
posee células progenitoras con potencial para diferenciarse en neuronas cuando son

provistas con sefales “ambientales” correctas.

Por su parte, Hoglinger y cols. (2004) establece que las sefiales dopaminérgicas pueden
favorecer la proliferacion celular en la SVZ in vivo a través de la estimulacion de

receptores de la familia D2.
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Asi mismo, Van Kampen del 2004 al 2006 demostré que la administracion de 7-OHDPAT
(Agonista del receptor dopaminérgicos D3) incrementa significativamente la proliferacion
celular en la SNc de ratas hemiparkinsonicas, adoptando un fenotipo neuronal y
expresando la enzima TH ademas de una recuperacion funcional en pruebas
conductuales. Concluyendo que la expresion de receptores dopaminérgicos D3 juegan un
papel importante en la neurogénesis. Dichos receptores se expresan en neuronas
dopaminérgicas de la SNc y AVT (Diaz et al., 2000).

De esta manera la DA provista por la administracion exdgena de L-Dopa podria estar
activando receptores dopaminérgicos del tipo D3 ubicados en la SNc y desencadenar las
cascadas de sefializacién relacionadas con el potencial neurogénico de estos receptores;
asi, estimularia los progenitores celulares presentes en este nucleo. Ademas de que el
potencial de la melatonina como barredor de RL estaria brindando un ambiente mas

permisivo para desarrollar procesos neurogeénicos.

Aunado al potencial neurogénico que se confiere a los receptores dopaminérgicos D3,
Lee y cols. (2002) reportd que los receptores acoplados a proteinas G han mostrado ser
capaces de activar cascadas de sefalizacion relacionadas con MAPKinasas y receptores
mitogénicos de Cinasas Tirosinas (Sistema de sefializacion de receptores Unico de
neurotrofinas). Asi, la activacion de receptores de Dopamina D3 podrian a su vez activar
potencialmente cascadas de sefalizacion mitogénicas normalmente mediadas por

neurotrofinas.

En la neurogénesis embrionaria y adulta, tiene lugar una oleada de muerte celular
programada dependiente de la actividad, justo después de que las nuevas neuronas se
forman y comienzan a establecer conexiones funcionales. Segun la hip6tesis propuesta
por Levi-Montalcini en 1987, la supervivencia de las células que prevalecen va a depender
en gran medida de su capacidad de responder a factores neurotréficos. El aporte de estos
factores neurotroficos puede provenir de forma retrograda de la neurona postsinaptica,
anterograda, autocrina (por la propia neurona) o paracrina (por los astrocitos y/o microglia)
(Wright et al., 1992; Altar et al., 1998; Kuczewski et al., 2009).
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Estudios de Kuppers y Beyer (2001) sugieren que el BDNF (neurotrofina) parece estar
mediado por la actividad dopaminérgica. La administracion de L- Dopa eleva la expresion
de BDNF en el nlcleo estriado de ratas, efecto bloqueado por antagonistas
dopaminérgicos (haloperidol) (Okazawa et al., 1992; Angelucci et al., 2000). Similarmente,
el tratamiento con haloperidol reduce significativamente la expresion de BDNF en la SNc y

nacleo estriado de ratas (Dawson et al., 2001).

De esta forma la activacion de receptores dopaminérgicos D3 puede influir en la expresion
o liberacion de BDNF (Guillin et al., 2001;2003). Paralelamente la expresion de receptores
D3 en el SNc de rata puede ser influenciado a su vez por BDNF sintetizado por las

mismas neuronas dopaminérgicas (Sokoloff et al., 2002).

La coexistencia de estos factores induce un ambiente mas propicio para la generacion de
nuevas neuronas, y que estas a su vez expresen fenotipos dopaminérgicos. Lo cual abre

la posibilidad de una nueva estrategia terapéutica basada en procesos neurogénicos.

El grupo tratado con L-Dopa no presento diferencias significativas con el grupo de la
combinacion terapéutica. De manera cualitativa observamos un gran nimero de células
inmunorreactivas a BrdU en la SNc en los grupos que se les administro L-Dopa (datos no
mostrados); sin embargo, desconocemos el fenotipo de dichas células, dado que el 90%
de la poblacién neuronal en la SNc es de origen dopaminérgico, suponemos que dichas
células poseen un fenotipo glial.

Resultados previos demuestran que las células gliales son importantes reguladores de la
transmision sinaptica y la homeostasis extracelular en el SNC (Lee et al., 2000; Araque et
al., 2001). Lie y cols. (2002), muestra la presencia de nuevas células gliales en la SNc que
sugiere un constante reemplazamiento glial. La presencia de nucleos positivos a BrdU
“asociados” con neuronas dopaminérgicas da lugar a proponer que esta estrecha
asociacion es necesaria para la induccién de la diferenciacion o como soporte trofico (Lie
et al., 2002).
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Desde hace unos 20 afios existen evidencias experimentales que apoyan la existencia de
un cuarto tipo de glia, distribuida por todo el SNC adulto y en desarrollo. Una de las
caracteristicas principales de este tipo glial es la expresion del condroitin
sulfatoproteoglicano (NG2), proteina integral de membrana; algunos autores han
propuesto la el nombre de “polidendrocitos” (Nishiyama et al., 2009). Los polidendrocitos
participan en los procesos de plasticidad singptica y comunicacion entre la glia y las
neuronas. Se ha propuesto que estas células constituyen un tipo celular que estabilizaria y
modularia la funcién neuronal en las sinapsis y en los nodulos de Ranvier, ademas de
prevenir la formacion de colaterales axénicos (Nishiyama et al., 2009). Actualmente se
consideran células con potencial para actuar como precursores neuronales, que podrian
activarse cuando el tejido nervioso se ve comprometido (Berry et al., 2002; Horner et al.,
2002; Stallcup, 2002).
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12. CONCLUSIONES.

e La administracién exdégena de Melatonina ayuda a detener y/o revertir los dafios en
la SNc causados por la administracion intracerebral de la neurotoxina 6-OHDA en

ratas.

e Se demuestra la evidencia de células positivas a BrdU/TH en la SNc de ratas
lesionadas con 6-OHDA; lo cual es un indicativo de neuronas dopaminérgicas de

nueva creacion.

e La administracion de L-Dopa/Melatonina estimula el proceso neurogénico en la SNc

de ratas lesionadas con 6-OHDA.
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APENDICE 1

PERFUSION INTRACARDIACA.

La perfusion es la accién que consiste en hacer que un liquido ingrese de manera
lenta pero sostenida en el organismo. Para la perfusion de una rata de 200 gr.
aproximadamente se requiere preparar 200 ml de fijado: paraformaldehido al 4% y 200
ml. de solucién salina isot6nica al 9% (C).

Solucion Ay Buffer PBS Solucién B

Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
Agua Destilada 150 ml Agua Destilada 100 ml
Fosfato Monobésico 0.612¢g Paraformaldehido 8¢
Fosfato Dibasico 3.534 g Hidréxido de Sodio 2 a 3 hojuelas
Cloruro de Sodio 0.208 g

Para la preparacion de la solucién A se pesan las cantidades especificadas y se mezclan
homogéneamente. Una vez preparada, se toman 50 ml y se agregan 50 ml de agua
destilada para obtener una solucion al 0.1 M que se ajusta a pH=7.4 (Buffer PBS) para
utilizarlo en los lavados del tejido en la prueba inmunohistoquimica para TH y BrdU. Los

50 ml restantes son la solucién A, que se mezclara con la B para la preparacién del fijador.

La solucién B se prepara calentando los 100 ml de agua destilada a 60°C para facilitar la
disolucién del hidréxido de sodio y el paraformaldehido. Una vez que se obtiene una
mezcla homogénea transparente se enfria a 24°C y se agrega el glutaraldehido. La
solucion resultante es B, esta se mezcla con la solucion A para obtener el fijador al 0.1 M.
El pH se ajusta a 7.4; puede hacerse agregando pequefias cantidades de una solucion de

hidroxido de sodio si la mezcla es muy acida o acido clorhidrico si es muy basica.

Para preparar la soluciéon C (Salina al 0.9%) se disuelven 9 gr de cloruro de sodio por cada

100 ml de agua destilada.
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Una vez preparado el fijador se coloca en un extremo de la bomba peristaltica y se
comienza a bombera antes de iniciar la perfusion hasta eliminar burbujas de aire en el
dispositivo. Posteriormente se coloca en el otro extremo la solucion salina y se repite el
proceso. La perfusién inicia con el bombeo de la solucion salina y posteriormente el fijador.
Ya extraidos los cerebros, se conservan en un vial de cristal conteniendo fijador; por lo

menos un dia en refrigeracion.
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APENDICE 2

INMUNOHISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASA (TH).

Una vez realizada la perfusion intracardiaca se extrajeron los cerebros y se colocaron
primero en fijador durante 24 hrs, y luego en PBS con sacarosa al 30% durante 48 hrs.
Con la ayuda de un criostato se realizaron cortes coronales de 50 um para ser sometidos

a la técnica de inmunocitoquimica TH.

El proceso de inmunotincion se efectdo por flotacion y consistié en los siguientes pasos:
Se guardan hasta 6 cortes por pozo (varia segun tamafia de tejido y del pozo). Los cortes
se lavaron en buffer PBS durante 3 periodos de 10 min cada uno. Después se colocaron
durante 30 min en PBS conteniendo perdxido de hidrogeno al 0.3% y metanol al 10%,
para inactivar la peroxidasa enddgena. Posteriormente se lavaron en PBS durante 3
periodos de 10 min cada uno, para después colocarlos durante una hora en PBS
conteniendo 3% de suero normal de caballo (SNcb) y 0.3% de triton X-100. Se efectu6 por
48 hrs a 4 °C la incubacion con el anticuerpo primario anti-TH, policlonal hecho en conejo,
diluido 1:1000 con PBS conteniendo 3% de SNcb. Pasando el tiempo establecido, los
cortes se sumergieron en PBS conteniendo 1% de SNcb durante 3 periodos de 10 min
cada uno, para después incubarse durante dos horas a temperatura ambiente con IgG
diluido 1:200 en PBS conteniendo 1% de SNcb. Los cortes fueron sometidos a 3 periodos
de lavados de 10 min cada uno, en PBS. Durante las siguientes dos horas, los cortes
permanecieron incubandose, a temperatura ambiente, con el complejo Avidina-Biotina a
una concentracion de 0.1% en PBS. Al cumplirse el periodo de incubacién, los cortes se
lavaron y se colocaron en una solucion de diaminobenzidina diluida 1:2000 en PBS para

revelar la inmunorreaccion.

Una vez revelada la inmunorreaccién, los cortes se montaron en portaobjetos

gelatinizados, se dejaron secar y se cubrieron con resina.
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APENDICE 3

INMUNOHISTOQUIMICA PARA 5-BROMO-2-DESOXIURIDINA (BrdU).

Una vez realizada la perfusion intracardiaca se extrajeron los cerebros y se colocaron
primero en fijador durante 24 hrs y luego en PBS con sacarosa al 30% durante 12 hrs. Con
la ayuda de un criostato se realizaron cortes coronales de 50 ym para ser sometidos a la

técnica de inmunocitoquimica para BrdU.

El proceso de inmunotincion se efectio por flotacién y consistidé en los siguientes pasos:
Se guardan hasta 6 cortes por pozo (varia segun tamafia de tejido y del pozo). Se
incubaron 10 minutos en PB 0.1 M + Triton 0.3% + H202 3% en obscuridad. Se lavaron 3
veces cada 10 minutos con PB 0.1 M + Tritobn 0.3% (lavados habituales). Después se
pusieron 2 horas a 65 °C en formamida 50% en SSC 2X. Una vez transcurrido el tiempo
se realizo un lavado de 5 minutos con SSC 2X. Para Incubarse nuevamente 30 minutos a
37 °C en HCI 1N (Es importante que no pase de este tiempo pues el tejido se dafia con
facilidad). Se lavé 10 minutos en Borato de Sodio 0.1 M y 3 lavados habituales de 10
minutos cada uno. Se incubo de 12 a 16 horas en anticuerpo primario contra BrdU
levantado en raton 1:500 en solucién de bloqueo para posteriormente volvera lavar el
tejido de la manera habitual, se Incubo 2 horas en anticuerpo secundario contra IgG de
ratbn 1:500 en solucion de bloqueo. Después hacer 3 lavados mas de 10 minutos cada
uno e Incubar 90 minutos en solucidon A + B. Realizan los ultimos 3 lavados con PB 0.1 M
+ Tritén 0.3% y se Incuba 3 minutos en DAB 0.5mg/ml + H?0? + niquel amonio. Detener la

reaccion con PB 0.1 M.
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SOLUCIONES PARA INMUNOHISTOQUIMICA DE BRDU

Solucion A (2L)
NaH2PO4 48 gr.
Agua MilliQ 2L

Soluciéon B (2L)
NaHPO4 56.8 gr.
Agua MilliQ 2L

Buffer de fosfatos (PB) 0.1 M (1L) pH 7.4
Solucion A 95 ml
Solucion B 405 ml
Agua MilliQ 500 ml

PB 0.1 M + Tritén 0.3% (500ml)
PB 0.1 M 498.5 ml
Tritdbn X-100 1.5 ml

PB 0.1 M + Tritén 0.3% + H2023% (15ml)
PB 0.1 M+ Tritbn 0.3%  13.5ml

H202 30% 1.5 ml
SSC 20X (100ml) pH 7 Filtrar

NacCl 17.5gr.

Citrato de Sodio 8.8 gr.

Agua MiliQ 100 mi
SSC 2X (20ml)

Agua MiliQ 18 mi

SSC 20X 2 ml
Formamida 50% en SSC 2X (15ml)

SSC 2X 7.5 ml

Formamida 7.5ml
HCI 2N (50ml)

Agua MiliQ 41.8 ml

HCI37.5% (p/p)  8.2ml

HCI 1N (15ml)
Agua miliQ 7.5 ml
HCI 2N 7.5 ml
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Borato de Sodio 0.1M (100ml) pH 8.5
Borato de Sodio 3.81qr.

Agua MiliQ 100 ml
A+B (10 ml)

Reactivo A 25l

Reactivo B 25pl

PB 0.1M+Tritén 0.3% 9.95 ml
Solucion de Bloqueo | (20ml)

Suero de caballo 1ml

PB 0.1M+Triton 0.3% 19 ml

Solucion de Bloqueo I (100ml)

Albumina 30r.
PB 0.1 M 90 ml
Filtrar
Azida de sodio (antimicético)  0.025 gr.
Triton X-100 100pl
Aforar a 100ml con PB.
Guardar a 4°C
DAB

1gota de reactivo del KIT de diaminobencidina por cada 2.5 ml de solucién.
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