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Resumen

El giro dentado (GD) es un sitio de produccién continua de nuevas neuronas en el
hipocampo adulto, recibe entradas de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
compacta (SNc). La presencia de dopamina dse ha relacionado con la proliferacion
celular. Por lo tanto, la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc durante la
enfermedad de Parkinson puede afectar directamente la neurogénesis del hipocampo
adulto.Una de las teorias mas aceptadas acerca de la etiologia de la enfermedad de
Parkinson (EP) es la del estrés oxidativo, sin embargo el tratamiento prolongado con L-
DOPA, el farmaco por eleccién, incrementa el estrés oxidativo y la muerte celular. La
administracion de L-DOPA como tratamiento de la EP pudiera estar induciendo estrés
oxidativo y contribuyendo al deterioro del nicho neurogénico en el GD. La melatonina
(hormona natural) muestra propiedades antioxidantes, y disminuye el estrés oxidativo en
varios nucleos cerebrales, es probable que al administrarla regule la neurogénesis en el

hipocampo.

El presente estudio se analizd la capacidad de la Melatonina (10 mg/kg) para modular la
neurogénesis en el hipocampo de ratas con un modelo de la EP comparado con un grupo
control, un grupo con L-DOPA (7.5 mg/kg) y un grupo con L-DOPA/Melatonina. Se
administré un marcador de neurogénesis, el BrdU, durante el mes de tratamiento
farmacolégico, y la neurogénesis se juzgd contando en el GD de las neuronas que
presentaron doble marca al revelarse la inmunocitoquimica anti BrdU y anti NeuN
(marcador neuronal), pues la colocalizacion es indicio de neuronas formadas durante la

administracion del marcador, es decir durante el tratamiento farmacoldgico.

Los resultados de este trabajo muestran que la pérdida de dopamina en la SNc en el
modelo experimental de Parkinson, disminuye los niveles de neurogénesis en el
hipocampo. La melatonina, y la melatonina en conjunto con la L-DOPA favorecen la

neurogénesis en el GD.

Palabras clave: Sustancia Nigra compacta, Melatonina, Hipocampo, Neuronas
dopaminérgicas.
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La neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas etapas, como la
proliferaciéon de las células pluripotenciales, la migracién, la diferenciacion y la
sobrevivencia de las neuronas nuevas, asi como la integracién de éstas en los circuitos
neuronales existentes (Ramirez et al., 2007).

El hallazgo del siglo XX sobre la neurogénesis en el cerebro adulto acaba con uno de los
dogmas de la historia de la medicina. La existencia de nichos neurogénicos en la edad
adulta abre multiples expectativas terapéuticas en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas tales como el Alzheimer o el Parkinson asi como la comprension mas
exhaustiva de la fisiologia cerebral (Segovia y Mora, 2002).

Se han reportado dos regiones en el cerebro adulto donde se lleva a cabo la formacion de
neuronas nuevas: el bulbo olfatorio y en el GD del hipocampo. Estas neuronas nuevas se
diferencian de las células pluripotenciales residentes en la zona subventricular de los
ventriculos laterales y de la zona subgranular del GD, respectivamente. Estas dos
regiones del cerebro presentan caracteristicas importantes que permiten que se lleve a
cabo el proceso de formacion de neuronas nuevas llamado neurogénesis (Rodriguez,
20013).

El hipocampo, en humanos, esta localizado en la parte medial del I6bulo temporal del
cerebro. Pertenece, junto con el hipotalamo y la amigdala, al circuito limbico del cerebro,
Cada una de estas regiones tiene tipos especificos de células y la plasticidad que
contribuyen a los procesos de aprendizaje y memoria (Kesner,2007).

Por otra parte, el hipocampo pertenece a la arquicorteza que, junto con el subiculo y el
GD, componen la formacién hipocampal.

La formacién de neuronas nuevas en el hipocampo parece contribuir para evitar una
alteracion de los circuitos neuronales (Kempermann, 2008). Se sabe que existe una
relacion entre la activacion de las areas dopaminérgicas y la formacion de memoria a
largo plazo dependiente del hipocampo (Wittmann et al., 2005).

En el proceso de neurogénesis, la DA juega un papel preponderante (Hoglinger et al.,
2004). La inervaciéon dopaminérgica hacia el hipocampo se origina de los grupos de
células dopaminérgicas del area ventral tegmental (A10) y la sustancia nigra compacta
(A9). La parte 'anterior' del hipocampo (CA1, CA3, EC) recibe una aportaciéon
dopaminérgica importante de la zona A10 mientras que la regién del hipocampo 'posterior'
(GD, C3) presenta aferencias dopaminérgicas tanto de A9 y A10, asi como de otros
grupos celulares. Las aferencias dopaminérgicas llegan a la region del hipocampo
principalmente a través de la ruta dorsal (Scatton et al., 1980). Por esta razéon la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo puede afectar a regiones
remotas del cerebro que estan inervados por las proyecciones de estas neuronas. El giro
dentado (GD), es el sitio de produccién continia de nuevas neuronas en el hipocampo
adulto, recibe entradas de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (SN). Por
lo tanto, el agotamiento de las neuronas de la SNc durante la enfermedad de Parkinson
(EP) o en la configuracién experimental de la misma enfermedad puede afectar
directamente la neurogénesis del hipocampo (Park y Enikolopov,2010).

La DA contribuye a la morfogénesis en el desarrollo embrionario, se sintetiza en etapas

iniciales del desarrollo al igual que sus receptores y continua regulando el ciclo celular en
el cerebro adulto (Hoglinger et al., 2004). El receptor D3 es fuertemente expresado
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durante el desarrollo de las zonas de proliferacion activa del neuroepitelio y se ha
reportado que su expresion continda en etapas adultas (Diaz et al., 1997). Su expresion
va de moderada a densa, también se ha reportado en el GD (Shafer y Levant, 1998), lo
que le confiere un papel importante en la induccién de proliferaciéon mediada por DAen las
zonas con potencial neurogénico (Hoglinger et al., 2004).

Por otra parte, el factor derivado de cerebro (BDNF), también juega un papel importante
ya que tiene efectos potentes sobre la supervivencia y la morfologia de las neuronas del
hipocampo y dopaminérgicas de la SNc, y por tanto su pérdida podria contribuir a la
muerte de estas células en la EP (Howells, 2000).

Se ha reportado que el BDNF es responsable de la aparicion de los receptores D3
durante el desarrollo y que mantiene su expresién en el adulto (Guillin et al., 2003). La
falta de BDNF reduce selectivamente la expresion de los receptores D3 (Guillin et al.,
2001). Esto sugiere que existe una estrecha interaccion entre el BDNF y los receptores
D3, ya que al activarse éstos aumentan la produccion del BDNF que mediaria los efectos
neurogenéticos de aquellos, dando lugar a neuronas maduras; que, en el caso de las
neuronas dopaminérgicas, a su vez producen BDNF que promoveria la expresién de mas
receptores, estableciéndose asi un circulo virtuoso auto-sostenido (Reyna, 2012). Cabe
sefialar que las neuronas dopaminérgicas de la SNc compacta expresan RNAmM para
BDNF (Venero, 1994), y que la expresién de BDNF, al igual que la produccion de
dopamina, se ve disminuida en la SNc de pacientes con la EP (Howells, 2000).

Si el BDNF es un factor autocrino/paracrino para las neuronas dopaminérgicas de la SNc,
la pérdida de neuronas que expresan BDNF puede comprometer el bienestar de sus
vecinas supervivientes. Por otra parte, las neuronas que expresan niveles particularmente
bajos de mMRNA para BDNF pueden ser los grupos de mayor riesgo de lesiones en la EP
y, posiblemente, el detonante de la propia degeneracion (Howells, 2000).

En este sentido, las deficiencias de memoria asociada a la EP se han relacionado con una
disminucién importante en los contenidos dopaminérgicos (Lewis, 2005; Shohamy, 2005)
y a medida que las lesiones progresan se pierden neuronas en el hipocampo, en la
corteza entorrinal y en las areas asociadas de la neocorteza (Segovia De Arana, 2002).

La enfermedad de Parkinson EP se considera la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun, en México afecta del 1 al 2% de las personas mayores de 65 afos. En
consecuencia, con base en las cifras del INEGI, se calcula que podrian existir alrededor
de 140,000 individuos con esta afeccion en México (Ramirez et al., 2006).

Es una enfermedad compleja de origen multifactorial que se debe a la interaccién de
factores ambientales y uno o mas genes que confieren susceptibilidad. Es un desorden
neurodegenerativo, progresivo de curso prolongado, que se manifiesta en la edad adulta y
que clinicamente se caracteriza por temblor ritmico involuntario, rigidez, pérdida de la
expresion facial, salivacién y manifestaciones psiquiatricas, particularmente del tipo de la
depresion (Salamanca, 2004).

Ademas de las manifestaciones clinicas, citotolégicamente la EP se caracteriza por
presentar depositos de material proteico en el citoplasma de las neuronas que se conocen
como cuerpos de Lewy, y el hallazgo mas caracteristico es una pérdida selectiva de las
neuronas dopaminérgicas en la SNc (Ramirez et al., 2007).
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El tratamiento de la EP sigue siendo un problema de dificil solucién. Desde que se
demostré que en la EP el cuerpo estriado presenta un déficit de DA que se ve reflejado
por la disminucién de 3-metoxi-4-hidroxifenilacético (DOPAC) y otros metabolitos de DA y
noradrenalina (Hornykiewicz, 1966) se han establecido diversos tratamientos con el objeto
de minimizar los sintomas de esta enfermedad y mejorar la funcion de las estructuras
involucradas. Sin embargo hasta el momento ningun tratamiento ha demostrado de forma
fehaciente la capacidad para modificar la evolucion del proceso degenerativo (Segovia De
Arana, 2002).

Debido a que la DA administrada de manera exdégena no atraviesa la BHE, comunmente
se emplea un precursor de este neurotransmisor que es capaz de atravesarla: la L-3,4-
dioxifenilalanina o L-DOPA la cual se forma a partir del aminoacido L-tirosina como uno de
los pasos intermedios de la sintesis de catecolaminas. Basicamente existen 2 reacciones
a partir de las cuales la L-tirosina se transforma en DA; la primera es catalizada por la
tirosina hidroxilasa (TH), la cual utiliza tres cofactores para realizar su funcion:
tetrahidrobiopterina (BH4), hierro y oxigeno que actian sobre la L-tirosina para dar paso a
la formaciéon de L-DOPA; la siguiente reaccion, es catalizada por la Dopa Descarboxilasa
(DDC), que utiliza piridoxal 5fosfato (PLP) como cofactor logrando la descarboxilacién de
la L-DOPA para producir DA (Vallone, 2000).

La L-DOPA atraviesa la BHE y es captada por las neuronas dopaminérgicas remanentes
o bien por otras neuronas aminérgicas (catecolaminérgicas o serotoninérgicas). Debido a
la presencia en el plasma de enzimas que convierten a la L-DOPA a DA, el precursor se
administra a la par de un inhibidor de las descarboxilasas periféricas, como las hidrazidas
carbidopa y bencerazida, en particular la primera (Feldman, 1997; Richardson, 1982).

La L-DOPAadministrada via oral, que es la via comun, se absorbe en el duodeno y
primeras porciones del yeyuno almacenandose en el estomago, en donde puede ser
transformada a DA por accion de la DDC. La DA que circula en el plasma, luego de la
accion de la DDC sobre la L-DOPA, produce multiples y frecuentes efectos adversos,
como nauseas y vomitos; posteriormente, la DA es metabolizada en el higado, musculos,
rifones y gldbulos rojos por la catecol-orto-metil-transferasa (COMT) y en el cerebro por la
MAO-B, de esta manera, la biodisponibilidad cerebral se reduce a tan solo un 5%-10%
(Vallone et al., 2000).

El empleo de la L-DOPA, revolucioné el tratamiento de la EP por su eficiente capacidad
para reducir el temblor, la rigidez y las bradicinesias aunque como todos los farmacos
tiene algunos efectos adversos, entre los mas comunes se encuentran las nauseas y los
dolores abdominales. Ademas de severas complicaciones motoras manifestadas por la
disminucién de la duracion del efecto, y por la aparicion de movimientos involuntarios
también llamados discinesias (Mones et al., 1970).

Se han descrito algunas vias por las cuales, la L-DOPA puede tener efectos adversos; por
ejemplo: Maharaj y colsaboradores reportaron en el 2005, que la L-DOPA estimula la
peroxidacion lipidica in vitro en la presencia de fierro y de acido ascorbico en
homogeneizado de cerebro de raton; y que la DA tiene una reaccion quimica con el fierro
y el acido ascorbico, que provoca la induccion de formas hidroxiladas de los productos de
la DA. En base a que la SNc es el principal nucleo afectado durante la EP y que en ella se
han detectado altos contenidos de fierro, es posible inferir que la administracion de L-
DOPAproduce un estado alterado en cuanto al balance oxidativo de la sustancia nigra,
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por lo que se ha sugerido que la administracion de un antioxidante como la melatonina
podria mejorar o retardar el curso de la enfermedad (Adler y Ahlskog, 2000).

Ante la posibilidad de que el progreso de la enfermedad se vea impulsado por el
desbalance oxidativo inducido por la administraciéon de L-DOPA se ha propuesto el
empleo de antioxidantes como coterapia.

Una sustancia que se ha destacado por su accién antioxidante es la Melatonina una
hormona producida en la glandula pineal. La melatonina actia como un mensajero
quimico de traduccién de informacion de fotoperiodos en el cerebro, también como
mediador de ritmos reproductivos, circanuales, ritmo circadiano, hibernacién, suefio-vigilia
y temperatura (Veneck, 1998; Simonneaux, 2003; Reiter, 2003).

La melatonina protege células, tejidos y 6rganos del dafio oxidativo, ya que neutraliza el
peréxido de hidrégeno (H,0,), el oxido nitrico (ON), el radical superéxido (O? ) y NOO®
(Reiter, 2000; Reiter et al., 2000); mas aun puede inducir la expresion de genes que
codifican para enzimas antioxidantes (Bondy y Sharman, 2007), disminuyelos niveles de
peroxidaccién de lipidos (Harms, 2000; Khaldy, 2003), tiene efectos oncostaticos y
estimulan el sistema inmune (Reiter, 2003; Boutin, 2005).

La administracion de melatonina tiene importantes efectos positivos ya que favorece la
proliferacién, maduracion y diferenciacion neuronal, ademas de mejorar las capacidades
cognitivas de animales de edad avanzada o que padecen determinadas neuropatologias,
sin afectar a individuos jévenes (Roig, 2015).

Datos de nuestro laboratorio han mostrado que la coadministracion de L-DOPA-
melatonina en animales con el modelo de EP mejoran el desempefo, (Mayoral, 2008;
Torres, 2012) y preservan mayor numero de neuronas dopaminérgicas a nivel de la SNc
(Gutiérrez, 2007; Torres, 2012).
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HIPOCAMPO

La formacion hipocampica comprende seis regiones distinguibles conectadas de forma
unidireccional: el hipocampo, formado por el hipocampo propio y el giro dentado
(separados por la fisura hipocampica); el complejo subicular, formado por el presubiculum,
el subiculum y el parasubiculum; y la corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1989).

La investigacion sobre el significado funcional de la neurogénesis adulta, hasta ahora, se
ha centrado principalmente en el GD. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las
células granulares (CG) recién diferenciadas no operan de manera aislada, sino mas bien
son parte de un circuito neuronal importante para el aprendizaje y la memoria que se
origina en la corteza entorrinal (CE). Se considera que el flujo de informacion de la CE es
procesado en serie por la transmision sinaptica excitatoria a la DG — CA3— CA1 y de
nuevo a la CE (Vivar y Van Prag, 2013). Si bien se ha hecho cada vez mas claro que hay
redes recurrentes entre estas areas (Lisman, 1999; Scharfman, 2007) para las nuevas
CG.Las neuronas recién diferenciadas reciben entrada preferencial de la corteza
entorrinal lateral, perirrinal, y algunas inervaciones de corteza entorrinal central, o una
"retroproyeccién" directa desde el area CA3. Esta conectividad unica puede tener
implicaciones importantes para la comprensién del papel de las nuevas neuronas del DG
en funcion de la memoria (Vivar y Van Prag, 2013).

El GD esta formado por una capa de somas pequefios densamente empaquetados en
columnas: stratum granulare (donde residen las células granulares, Gr)(Fig.1). Estas
neuronas son de naturaleza glutamatérgicas y poseen axones basales denominados
fibras musgosas. En la capa mas cercana a la fisura hipocampica, stratum molecular o
capa molecular (Mol) (Fig.1), se localizan las prolongaciones dendriticas apicales de las
neuronas granulares, algunas interneuronas y células gliales. La capa mas profunda del
GD, designada hilus, se caracteriza por ser polimorfica, compuesta por una gran variedad
de tipos celulares (Amaral, 1978; Amaral y Witer, 1989).

Entre el stratum granulare y el hilus se pueda distinguir una fina capa, la capa
subgranular, compuesta por precursores neurales que poseen actividad proliferativa
durante la vida adulta (Altman y Das, 1965; Kaplan y Bell, 1984; Altman y Bayer, 1990;
Seri et al., 2001).

Figura 1. Microfotografia de una seccién
cerebral del hipocampo de ratén, tefiido por la
doble tinciéon de Timm-Nissl. En las regiones
CA1-CA3 se identifican una serie de estratos
celulares y fibrosos: oriens (Or), piramidal (Py),
radiatum (Rad) y lacunosum moleculare (LMol).
Unicamente, en la area CA3, hay otra capa
denominada stratum lucidem (SLu). En el giro
dentado, justo por debajo de la fisura hipocampica
(hif), se observala capa molecular (Mol), y hacia el
interior la capa de células granulares (Gr), seguida
de la capa polimorfa (Po; fi, fimbria; cc, corpus
callosum. (figura extraida de Amaral y Witter,
1989).
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El hipocampo esta dividido en tres areas: CA1 (Cuerno de Amén 1), CA2 (Cuerno de
Amon 2) y CA3 (Cuerno de Amon 3). La zona mas distal del hipocampo, designada CA1,
se caracteriza por estar formada por células piramidales pequenas, mientras la zona mas
proximal, formada por la CA2 y CA3, es rica en células piramidales de mayor tamafio. Las
distintas areas estan estratificadas (Fig.1). Asi, en la capa mas interna encontramos un
estrato rico en fibras, el alveus o sustancia blanca.

Luego, encontramos una capa estrecha, el stratum oriens (Or), formada esencialmente
por las dendritas basales de las células piramidales, que conforman el stratum piramidale
(Py), de naturaleza glutamatérgica. A continuacién, encontramos el stratum radiatum
(Rad), formado por las dendritas apicales de las neuronas piramidales. En la parte mas
exterior (cercana a la fisura hipocampica) encontramos el stratum lacunosum moleculare
(LMol), que contiene las ramificaciones mas distales de las dendritas apicales de las
neuronas piramidales. Unicamente en el area CA3, entre el stratums piramidale y el
radiatum, se localiza un estrecho estrato acelular, formado por las dendritas apicales de
las neuronas piramidales de CA3 y en el cual se establecen conexiones con las fibras
musgosas procedentes del GD, el stratum lucidem (SLu) (Fig.1)(Amaral y Witter, 1989).

La formacion hipocampica posee un circuito trisinaptico excitador que se inicia en la via
perforante de la corteza entorrinal, cuyas proyecciones contactan con las células
granulares del GD. Estas envian sus axones (fibras musgosas) hacia las neuronas
piramidales de la CA3, atravesando el hilus (Amaral, 1978; Chicurel y Harris,1992) y éstas
a su vez envian sus axones hacia las neuronas piramidales de el area CA1, mediante las
colaterales de Schaffer (SC), como puede observarse en la Fig.2.

La principal conexién externa de la formacién hipocampica se establece con el septum.
Las células granulares del GD no proyectan hacia afuera de la formacion hipocampica, sin
embargo reciben axones provenientes del hipotalamo (Swanson y Cowan, 1977; Vertes,
1992) (Fig.2). Las neuronas de el area CA3 envian sus axones fuera de la formacion
hipocampica unicamente a la region septal (Amaral y Witter, 1989). Por el contrario, las
neuronas del area CA1 proyectan hacia la regién septal, pero también hacia la corteza
frontal, retrosplenial y perirrinal, asi como hacia el bulbo olfatorio, la amigdala y el
hipotalamo (Jay et al., 1989; Groen y Wyss, 1990).
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Figura 2 .Conexiones del Hipocampo (en roedor). El hipocampo tiene una red de conexiones
principalmente unidireccional, con una conexion de entrada desde la corteza Entorrinal (EC) que conecta con
el Giro Dentado (GD) y hacia CA3 por la via perforante (PP). Las neuronas piramidales del area CA3 reciben
la conexion del GD por la via de las Fibras Musgosas (MF). Ellas a su vez emiten sus axones a las células del
area CA1 por la via Colateral de Schaffer, del mismo modo que las células de la area CA1 emiten hacia el
hipocampo contralateral por la via Comisural Asociativa. Las células piramidales de la area CA1 reciben una
conexion directa por la via Perforante y mandan sus axones al Subiculum (Sb). Estas neuronas devuelven la
informacién hipocampal de nuevo a la EC, cerrando de esta forma el ciclo de informacion (Figura tomada de
MRC “Centre for Synaptic Plasticity, School of Medical Sciences, Department of Anatomy, University Walk,
Bristol”).

Estudios relacionados con las proyecciones axonales de las células granulares hacia el
area CA3, las fibras musgosas, muestran un orden topografico en estas proyecciones, es
decir, las eferencias de las proyecciones axonales de las células granulares esta dirigida a
una localizacion concreta del area CA3 (Hastings et al., 2001). Sin embargo, las neuronas
granulares laterales y superficiales, habiendo sido éstas formadas durante etapas
tempranas en el desarrollo, envian proyecciones mas divergentes al area CA3 que las
proyecciones emitidas por las neuronas formadas durante etapas mas tardias del
desarrollo. Aunque la competicidn sinaptica se cree que juega un papel determinante en
la divergencia de la emision de las fibras musgosas (Blackstad et al., 1970; Gaarskjaer,
1978), los mecanismos topograficos que determinan esta divergencia, asi como su
explicacion funcional, permanecen desconocidas. De este modo, se propone que cada
region concreta de la capa granular del GD podria estar destinada a una funcion
hipocampica concreta, y por tanto, emitiria su proyeccién axonal a una localizacion
especifica de la area CA3 (Hastings et al., 2001).

En el GD, la poblacion de células precursoras reside en la capa ZSG (zona subgranular).
La progenie de estas células en continua division migra distancias cortas hasta la capa
granular. Una vez situadas en esta capa, estas células emiten las dendritas hacia la capa
molecular, hasta contactar con las células granulares alli presentes con anterioridad,
ademas de emitir su axén a lo largo de las fibras musgosas que van a contactar con la
region CA3 del hipocampo. Después de un corto plazo de tiempo, estas células estan
completamente integradas y son funcionales, por lo que no podran diferenciarse de las
que residian en esa zona con anterioridad (Rao y Shetty, 2004).
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De este modo, en el GD, aparecen los siguientes tipos celulares:

- Las células tipo B (astrocitos): denominadas como las células madre neuronales y con
capacidad de autorenovarse. Su morfologia es parecida a la de las células de la glia
radial, poseen un soma triangular con un proceso apical que alcanza la capa de células
granulares (Seri et al., 2001). Pueden diferenciarse dos tipos de astrocitos basados en su
orientacion en la ZSG:

e Astrocitos radiales (rAs): poseen un cuerpo celular grande, con forma redondeada,
poligonal o triangular, con una fina ldmina basal orientada tangencialmente a lo largo de la
ZSG y una prolongacion radial que crece profundamente en la capa molecular. Este tipo
de astrocitos poseen mas organelos, poliribosomas y mitocondrias que el otro subtipo
astrocitico (Seri et al., 2004).

e Astrocitos horizontales (hAs): no poseen proyeccion radial pero extienden su
arborizacion en paralelo a la capa ZSG y unas ramificaciones secundarias hacia el hilus y
la capa granular. Su cuerpo celular es alargado (Seri et al., 2004).

Ambos subtipos astrociticos son positivos para el marcador de astrocitos maduros GFAP,
para el marcador de astrocitos inmaduros vimentina, y para la proteina musashi que se
une al RNA especifico de astrocitos (Sakakibara y Okano, 1997).

- Las células tipo D: son las precursoras intermediarias en la formacion de las nuevas
neuronas granulares, y provienen de la division de las células As. Las células D aparecen,
generalmente, formando grupos de dos a cuatro células del mismo tipo. Pueden
diferenciarse tres subtipos de células D segun su ultraestructura y morfologia:

e Células D1: son células pequenas con forma redondeada, ovoide o de gota invertida.
Generalmente no tienen prolongaciones en el plano de la ZSG.

e Células D2: poseen una prolongacién corta, a veces bifurcada. Se diferencian tres
clases de células tipo D2 segun la orientacién de su proyeccion respecto a la capa
granular: las células D2v, con su proyeccion orientada verticalmente, las de tipo D2h, cuya
proyeccion es horizontal, es decir, paralela a la capa granular, y por ultimo, las células
D2i, con la prolongacién invertida respecto a la capa granular, apuntando hacia el hilus.

e Células D3: poseen una arborizacion prominente, con una prolongacion radial que se
extiende a través de GCL hacia la capa molecular (ML), y unas finas proyecciones hacia
el hilus. Estas células, renombradas por algunos autores como células progenitoras
neuronales amplificadoras (Encinas et al., 2006; Balu et al., 2008).

- Células G (Neuronas Granulares): estas nuevas neuronas se situan en el borde entre
ZSG-GCL. Su soma es redondeado, con una arborizacion dendritica que se extiendehacia
la capa molecular y su axon se prolonga hasta hacer sinapsis con las células de la region
CAZ3 del Cuerno de Amén, caracteristicas de las neuronas maduras, por tanto raramente
se dividen (Kronenberg et al., 2003); eléctricamente activas y capaces de descargar
potenciales de accion en respuesta a descargas sinapticas, y de recibir descargas
sinapticas tanto inhibitorias como excitatorias. Ademas son capaces de liberar
neurotransmisor en respuesta a los potenciales de accién (Song et al., 2002).
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La inervacién dopaminérgica hacia el hipocampo se originan en los grupos de células
dopaminérgicas del area ventral tegmental (A10) y la SNc (A9) ver figura 3. Las aferentes
dopaminérgicas llegan a la regidn del hipocampo principalmente a través de la ruta dorsal
(Scatton, 1980). Por esta razén la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo durante la EP puede afectar a regiones remotas del cerebro que estan
inervadas por las proyecciones de estas neuronas. El GD, el sitio de produccién continua
de nuevas neuronas en el hipocampo adulto, recibe entradas de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc.

La marcada caida de los niveles de DOPAC en el hipocampo después de la transeccion
de la fimbria-fornix sugiere que las aferentes dopaminérgicas a la formacién hipocampica
entran principalmente a través de la ruta dorsal (Lindvall y Bjorklund, 1978; Simon et al.,
1976).

aSGZ
_ 4 " :SN¢ . SN¢
yTA oN¢ VTA VTA
Anterior Intermediate Posterior

Fig 3.Topografia dela inervacion dopaminérgica de la SNc y AVT a la ZSG. Células dopaminérgicas
localizadas en el area tegmental ventral (AVT) y SNC inervan conjuntamente la ZSG en el hipocampo
anterior, y porciones posteriores intermedios (aZSG, mZSG, pZSG, respectivamente) (Hoglinger et al.,
2014).
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Durante la primera mitad del siglo se pensé que la formacién hipocampica estaba
relacionada primariamente con el olfato, razén por la que se llamd Rinencéfalo o cerebro
olfatorio. Pocas evidencias apoyaron este punto de vista ya que animales andsmicos
podian tener un desarrollo del hipocampo normal. Papez (1937) propuso que la formacion
hipocampica y sus conexiones con los cuerpos mamilares, nucleos talamicos y corteza
cingular, constituian un circuito neural responsable de las experiencias emocionales y la
respuesta a las mismas (Teoria de Papez). Después se interpreté que el papel modulador
en la experiencia emocional estaba mas relacionado con el complejo amigdaloide que con
la formacion hipocampica.

Hoy se acepta ampliamente que la funcidén del hipocampo estd relacionada con la
memoria (Scoville y Milner, 1957; Zola-Morganand y Squire, 1991; Bizon et al., 2003;
Winters, 2004). Ademas se ha demostrado la relacién entre neurodegeneracién de
poblaciones hipocampicas y la enfermedad de Alzheimer, asi como algunos tipos de
amnesia (Takeda et al., 2007). Por otra parte se ha demostrado el papel del hipocampo
en la memoria en base a la potenciacion de largo plazo (LTP) y la plasticidad sinaptica en
la mayoria de los componentes del circuito hipocampica (lzquierdo y Medina, 1995;
Adams, 2004).

Son clasicos los experimentos en que la eliminacion de ambos hipocampos, para inhibir
crisis epilépticas, origind una pérdida de la memoria a corto plazo (Scoville y Milner,
1957).Estas observaciones, y otros estudios en animales (Wu, 2000; Parent y Baxter,
2004), confirmaron el papel del hipocampo en la memoria.

Se sabe que el hipocampo, especialmente las areas CA1 y CA3, participa en la
denominada “memoria espacial”. O'Keefe (1978) y Muller (1996) demostraron la
existencia de células piramidales hipocampicas denominadas “Place cells”, las cuales se
cree que dan informacién del lugar especifico en donde se encuentra el sujeto.
Experimentos posteriores han determinado que estas células se activan cuando la cabeza
del animal estd orientada en determinada posicion (Frielingsdorf et al., 2006).
Otrasinvestigaciones han demostrado que el hipocampo también participa en otros tipos
de memoria (Dussek et al., 1997).
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NEUROGENESIS

Uno de los dogmas fundamentales mantenido en las neurociencias hasta el siglo pasado
sostenia que la regeneracién del sistema nervioso no puede ocurrir en etapas de la vida
adulta. Sin embargo, a partir de los trabajos de Joseph Altman en la década de los 60s,
utilizando la técnica de autoradiografia con timidina tritiada (timidina-3H) para marcar
células en division, se demostrd la existencia de neurogénesis en algunas areas del
cerebro postnatal y adulto de la rata. Especificamente en el bulbo olfatorio (BO) y elGD
del hipocampo (Altmanet al., 1965). Estas observaciones recibieron poca atencién durante
los afios siguientes, hasta que en la década de los 90s diversos grupos reforzaron las
investigaciones con las que se demostré que la neurogénesis persiste en los mamiferos,
incluido el humano (Eriksson et al.,1998; Gould et al., 1999).

El descubrimiento de que nuevas neuronas continlan generandose en el cerebro adulto
ha modificado el concepto de plasticidad cerebral y ha revelado nuevos mecanismos que
garantizan la homeostasis del sistema nervioso. La neurogénesis, es un proceso que
involucra la generacidon de nuevas neuronas, se ha demostrado en el hipocampo y en el
bulbo olfatorio de mamiferos adultos. Los precursores primarios se han identificado en
zonas especializadas denominadas nichos neurogénicos. De forma interesante, la célula
que da origen a las nuevas neuronas en el cerebro adulto expresa marcadores de células
gliales, un linaje celular diferente al de las neuronas. Trabajos realizados durante el
desarrollo del cerebro, han demostrado que la glia radial no solo se diferencia en
astrocitos, también neuronas, oligodendrocitos y células ependimales. Ademas, se ha
reportado que la glia radial es también la precursora de las células troncales/progenitoras
neuronales del cerebro adulto. En conjunto, estos datos soportan la idea de que las
células troncales/progenitoras se desarrollan de un linaje neuroepitelial-glia radial-
astrocitico. Es asi que la identificacion de los precursores primarios, tanto en el cerebro en
desarrollo como en el cerebro adulto, es fundamental para comprender el funcionamiento
del sistema nervioso y posiblemente desarrollar estrategias de reemplazo neuronal en
diversos procesos neurodegenerativos (Langston et al.,1987).

En el proceso de neurogénesis se diferencian varias etapas: la primera esla proliferacion
celular a partir de células progenitoras (citogénesis), en segundo lugar ocurre la
diferenciacién o maduracion a neuronas, proceso que puede ocurrir de forma paralela a
su migracion, y por ultimo, su integracion funcional en circuitos neuronales. La
neurogénesis implica proliferacion y diferenciacion, que se traduce en la re-entrada vy
salida de neuroblastos en el ciclo celular. En este sentido, existe un incremento en el
numero de neuroblastos que salen del ciclo celular y se diferencian durante el desarrollo
(Caviness et al., 2000). La diferenciacion neuronal es un proceso clave, estrechamente
vinculada con el ciclo celular, ya que las células que salen de éste en fases tempranas,
exhiben unas determinadas caracteristicas, mientras que las que salen en las fases
tardias exhiben otras (Ohnuma y Harris, 2003). Por ello, debe existir una precisa
coordinacion entre el ciclo celular y la diferenciacion neuronal.
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La diferenciacion neural ocurre simultdneamente con la migracién celular. Las células
postmitoticas en migracion, empiezan a desarrollar proyecciones que se extienden hacia
las regiones donde estableceran su posicion final (Auladell et al., 1995). Las nuevas
neuronas, una vez posicionadas en la capa granular, emiten su proyeccion axonal a lo
largo de las fibras musgosas para conectar con las células piramidales de la zona CA3,
aproximadamente después de 4 y 10 dias de su division (Hastings y Gould, 1999). Las
dendritas de estas nuevas neuronas crecen en la direccion opuesta a los axones,
emitiéndose a la capa molecular tras dos semanas, y permanecen creciendo durante
meses (Van Praag et al., 2002).

Los mecanismos de diferenciacion y crecimiento axonal no estan aun bien dilucidados, ya
que en los mecanismos de diferenciacion pueden estar implicadas una gran cantidad de
proteinas diferentes. Algunos estudios muestran que la supervivencia de las nuevas
células, esta regulada por la actividad de su propio receptor de glutamato tipo NMDA (N-
metil-Daspartato)durante un periodo corto tras su formacién (Tashiro et al., 2006),
sugiriendo que la supervivencia de las nuevas neuronas y su posterior integracién estan
reguladas por sefiales internas.

De hecho, en la diferenciacion neuronal se ha descrito que los neuropéptidos
(somatostatina, colecistoquinina, VIP o la sustancia P), los componentes de la matriz
extracelular (laminina, fibronectina y colageno), los factores troficos (NGF, EGF, FGF,
IGF, BDNF), los neurotransmisores (serotonina, dopamina acetilcolina) y las interacciones
con las células gliales, pueden estar estrechamente vinculados con los fenbmenos de
elongacién axonica, migracion celular e interconexion celular (Vernadakis y Mangoura,
1988; Ivins y Pittman, 1989; Hatten y Mason, 1990).

Durante la diferenciacién en el hipocampo, las células de amplificacién transitoria se
convierten en neuronas inmaduras. Posteriormente, éstas extienden sus proyecciones
axonales a lo largo de las fibras musgosas hacia la capa CAS3, y envian sus dendritas en
la direccién opuesta hacia la capa molecular (Ming y Song, 2005).

Cuando se produce la integracién funcional, las nuevas neuronas granulares reciben
sefiales de entrada desde la corteza entorrinal, y las envian a el area CA3 y al hilus (Ming
y Song, 2005). Figura 4.
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Figura 4. Estadios del crecimiento

dendritico en el hipocampo. Se muestra el

desarrollo delaxén y el crecimiento dendritico,

siguiendo una clasificacion temporal, definida

por los autores basada en las observaciones

A hechas a partir del marcador DCX. Etapa A (0-3

CA3 ™ 81 dias): polarizacién, migracion y crecimiento

AT axonal y dendritico; Etapa B1 (3-11 dias):

S . B1 crecimiento axonal y dendritico principalmente;

7 N Etapa B2 (12-16 dias): entrada de los axones a

10,V CAS3; Etapa C(a partir del dia 16): crecimiento

6| & B2 de las espinas; Etapa D (a partir del dia

. 56):modificacién estructural de las espinas.

DG v+ »~ (Las flechas a lo largo del GD, indican

desplazamiento temporal y no espacial)
(Imagen de Zhao et al., 2006).

HF

Aunque no esta bien caracterizado, es posible trazar el proceso de maduracion de las
células recién formadas en el GD, mediante la expresién diferencial de marcadores
moleculares. De esta manera, la B-tubulina-lll, marcara un estadio posterior de
maduracién al observado en las células que expresan DCX, o el marcador tipico de
neuronas completamente maduras como es el NeuN, que junto con los marcadores de
proliferacién nos permitiran caracterizar la poblacion celular existente, diferenciando entre
células en proliferacion, las que estén en maduracion y aquellas que ya han madurado.

Del mismo modo se podran diferenciar las neuronas de las células de la glia donde estos
marcadores no se expresan (Zhao et al., 2006).

El BrdU (5’-bromo-2-deoxiuridina) es un marcador exdgeno se intercala entre las bases
nitrogenadas del DNA mientras la célula se esta dividiendo. Uno de los problemas que
muestra este tipo de marcadores exdgenos, es que deben ser inyectados en el animal, y
esto puede alterar la division o la diferenciacion de las células a estudiar, e incluso, con el
uso de drogas la barrera hematoencefalica puede verse alterada y por tanto, la cantidad
de dosis que llegaria a las células estaria modificada (Cameron y McKay, 2001; Kee et al.,
2002). La sensibilidad del BrdU depende de la dosis inyectada y de la técnica
inmunohistoquimica para detectar el anticuerpo (Cameron y McKay, 2001).

El marcador mas utilizado para identificar neuronas es el NeuN, que se restringe a
neuronas postmitodticas (Fig. 4). Pero unas pocas células de la poblacién neuronal que
incluye las células de Purkinje cerebelosas, las células mitrales del BO y una poblacion de
neuronas en el nucleo coclear, son negativas para NeuN. El nombre del marcador NeuN
proviene de “neuronal nuclei”, es decir, nucleo neuronal, puesto que la expresion se
localiza principalmente en el nucleo, aunque ocasionalmente también marca la zona
cercana a éste y algunas neuritas. Se ha observado que el NeuN puede unirse al ADN, lo
que sugiere que se trata de un factor de transcripcion que se activa cuando ha terminado
la diferenciacion (Mullen et al., 1992).
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Figura 5. Fases de la neurogénesis y marcadores. Se muestran las fases que siguen las células
presentes en el hipocampo durante laneurogénesis. En la fase 1- proliferacion: las células madre (de color
azul) con sus cuerpos celulares situados en la capa subgranular del giro dentado emiten sus procesos
radiales hacia la capa granular y sus cortos procesos tangenciales se extienden hacia la capa granular y el
hilus. Estas células dan lugar a las células amplificadoras transitorias (verde intenso). En la fase 2—
diferenciacion: paso en el cual las células amplificadoras se diferencian a neuronas inmaduras (verdes). En
la fase 3— migracion: las células inmaduras migran una corta distancia hacia la capa granular. En la fase 4—
emision del axén y las dendritas: las neuronas inmaduras (naranja) extienden sus proyecciones axonales
hacia la via de las fibras musgosas a las células piramidales de la zona CA3.Ademas emiten sus dendritas
en direccion opuesta, hacia la capa molecular. Por ultimo, en la fase 5-: Integracion sinaptica: las nuevas
neuronas granulares (rojas) reciben sefiales de entrada de la corteza entorrinal y mandan sefiales de
salida hacia las zonas del CA3 y el hilus. Las caracteristicas especificas de cada fase se resumen la parte
inferior de la figura. Tanto los marcadores histolégicos, como las propiedades eléctricas de las membranas
en cada fase e incluso los mecanismos moleculares que se potencian en cada etapa. GD: regién del giro
dentado, ML: capa molecular; GL: capa granular (Imagen tomada de Ming y Song, 2005).
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La neurogénesis adulta es un proceso extremadamente dinamico, que puede ser regulado
tanto por factores intrinsecos como extrinsecos que afectan a la proliferacion,
supervivencia, maduracion e integracion funcional de las neuronas (Figura 5)(Duman et
al., 2001).

La neurogénesis no es un proceso bioldgico estatico, ya que su tasa es variable y es
altamente dependiente de los cambios del entorno neuroquimico y ambiental (Peterson,
2002). Estudios recientes han demostrado que la actividad fisica, los ambientes
enriquecidos, la restriccion caldrica y la modulacion de la actividad neural, asi como los
factores hormonales, los esteroides ovaricos y los estrégenos enddgenos, actuan como
reguladores positivos de la neurogénesis (VanPraag et al., 1999; Banasr et al., 2001;
Mirescu y Gould, 2004; Tanapat et al., 2005). Por el contrario, los animales que viven en
condiciones de estrés o de aislamiento, presentan una baja tasa de neurogénesis en el
giro dentado, incluso una profunda inhibicion (Gould et al., 1997; Tanapat et al., 2001).

La generacién de células madre y la diferenciacion de las células precursoras son
procesos regulados por el microambiente o nicho especifico, en el que estas células
residen (Alvarez-Buylla y Lim, 2004).

A continuacion se detallan algunos de los factores que pueden alterar la neurogénesis,
unicamente se explican aquellos que se consideran relevantes en la regulacion de la
neurogenesis.

CONDICIONES DE ESTRES

Se han encontrado efectos contradictorios en cuanto a la regulacion de la neurogénesis
hipocampica mediada por estrés, en los que laexposicion puntual a estrés produce la
disminucién en la proliferacidon celular total (Gould et al., 1998), en cambio laexposicion
mas prolongada a bajos niveles de estrés, produce efectos positivos en la neurogénesis
(Gould et al., 1997), por ultimo, altos niveles de estrés causan una tasa baja tasa de
neurogénesis en el GD o, incluso una inhibicién total (Tanapat et al., 2001).Por tanto, la
relacion entre la exposicion al estrés y los niveles de neurogénesis seguiria una pauta de
U invertida.

Alteraciones en el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal, inducidas por situaciones persistentes
de estrés durante el desarrollo, pueden conducir a una bajada permanente en la
produccion de nuevas células en el GD (Lemaire et al., 2000). Ademas, la proliferacién
celular en el GD es disminuida por los glucocorticoides, los cuales son liberados en
respuesta al estrés (Tanapat et al., 2001).
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GLUTAMATO

La via de sefalizacion a través de glutamato es activada a través de tres tipos de
receptores ionotrépicos: el receptor de NMDA, el receptor de &cido kainico (KA) y el
receptor AMPA (a-amino-3-hidroxi-5- metilisoxazolpropionato) (Balu et al., 2008).

Tras destruir la via perforante (principal aferencia glutamatérgica al GD), se observa un
aumento de la proliferacion, por lo que se deduce que el glutamato produce la inhibicién
de la division celular bajo éstas condiciones, mediado por la activacion de receptores de
NMDA (Bursztajn et al., 2007).

Sin embargo, también se han identificado situaciones bajo las que el glutamato produce
un aumento de la proliferacién, mediado por la activacion de los receptores AMPA (Bai et
al., 2003). Del mismo modo, la estimulacion de los receptores KA produce un aumento en
la neurogénesis hipocampica (Parent et al., 1997; Jessberger et al., 2007).

DOPAMINA

Las fibras dopaminérgicas procedentes del AVT inervan la ZSG. La destruccién selectiva
de estas fibras provoca un descenso de la proliferacién celular, que se correlaciona con
una disminucion de células marcadas con PCNA en la capa ZSG (Hoglinger et al., 2004).

Otros estudios que nos permiten esclarecer cémo la DAcontribuye a la regulacion de la
neurogeénesis son aquellos en los que se administran agonistas o antagonistas de los
diferentes tipos de receptores dopaminérgicos. Asi pues, tras la administracion de un
antagonista del receptor D2 no se observa ningun efecto sobre la proliferacion (Malbreg et
al., 2000). Y la administracion de un agonista del receptor D3 aumenta la neurogenesis en
la ZSV y el estriado, asi como en la sustancia nigra (Van Kampen y Robertson, 2004),
pero hasta el momento no se ha probado que este receptor participe en la regulacién de
la neurogénesis en el hipocampo.

SEROTONINA

Los terminales serotonérgicas provenientes de la zona dorsal y medial del nucleo del rafe
inervan a diversas estructuras cerebrales, entre ellas el hilus, la capa molecular y la capa
ZSG del giro dentado del hipocampo (Oleskevich et al., 1991).Algunas investigaciones
demuestran que la serotonina produce un aumento de la proliferacion en el GD y la ZSV
adultos, de este modo si se inhibe la sintesis de 5-HT (serotonina) mediante el inhibidor
paraclorofenilalanina (PCPA) (Banasr et al., 2001), o lesionando de manera selectiva las
neuronas serotonérgicas del nucleo del rafe (Brezun y Daszuta, 1999), se produce una
disminucién de células BrdU+ y PSA-NCAM en el GD y laZSV, por lo tanto, disminuyen
las células inmaduras del hipocampo .
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En la regulaciéon de serotonina pueden participar 15 receptores de serotonina, aunque los
mecanismos concretos siguen sin estar del todo dilucidados. De este modo, se sabe que
la activacion del receptor 5-HT1A, afecta a la neurogénesis en la zona del GD mediante
mecanismos indirectos (Sahay y Hen, 2007). También se ha demostrado que la
administracion de un antagonista del receptor 5—-HT2A, produce la disminucién de la
proliferacién de las células hipocampicas (Banasr et al., 2004). En cambio el receptor 5—
HT4 aumenta la proliferacion celular en el hipocampo de las ratas tratadas con su
agonista (Lucas et al., 2007). El papel de la serotonina en la regulacién neurogénica es
complejo, no sélo depende del subtipo de receptor expresado, sino que ademas participa
el estado del organismo, puesto que la serotonina puede inducir factores tréficos vy
neurotrofinas que a su vez afectan a la regulacion neurogénica (Duman y Monteggia,
2006).

GABA (ACIDO y-AMINOBUTIRICO)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorioen el cerebro, es comun que las
proyecciones GABAérgicas sean una red local de interneuronas inhibitorias. El GD posee
diferentes clases de interneuronas (Freund y Buzsaki, 1996), que modulan la actividad de
las células granulares y controlan el nivel de GABA en el ambiente de la ZSG (Ge et al.,
2006). Algunos estudios muestran que la administracion de GABA produce un aumento
de la expresion del factor de transcripcion NeuroD, que facilita la diferenciacién neuronal
(Tozuka et al., 2005). En cambio, otro estudio muestra que lainactivacion parcial del
receptor GABA produce la reduccion en la supervivencia celular, aunque la proliferacion
no se ve afectada. El mecanismo mediante el cual este neurotransmisor regula la
proliferacién, diferenciacion o supervivencia del hipocampo sigue sin esclarecerse.
Existen algunas evidencias que muestran que la activacion de GABA es necesaria para la
integracion sinaptica de las células granulares en el hipocampo (Ge et al., 2006).

FACTORES TROFICOS

Los factores de crecimiento o tréficos (BDNF, FGF, EGF, CNTF, IGF,...), implicados en
guiar el destino celular, pueden determinar el tamafo de una poblaciéon neuronal o glial
(Kuhn et al., 1997; Pencea et al., 2001).

Asimismo, estos factores se encuentran sobre-expresados en distintos modelos
neurodegenerativos, en los cuales pueden actuar como factores protectores del dafo
neural, pero también como factores inductores de la generacion y diferenciacion de
nuevas células que remplazarian las células lesionadas (Kuhn et al., 1997; Aberg et al.,
2000; Pencea et al., 2001). Por tanto, en la secuencia de una lesion o dafio neural, se
activa la sefalizacidbn para la neurogénesis, en el sentido de minimizar el dafo
ocasionado (Kozorovitskiy y Gould, 2003).
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NEUROGENESIS, HIPOCAMPO Y MEMORIA
Existen diferentes sistemas de memoria:
1. Aprendizaje flexible y declarativo de estimulos, dependiente del I6bulo temporal medial.

2. Aprendizaje de habitos o aprendizaje estimulo-respuesta y depende sobre todo del
estriado.

3. Memoria emocional y aprendizaje estimulo-refuerzo, el cual se centra principalmente en
la amigdala.

4. El hipocampo, el estriado y la amigdala parecen ser las estructuras mas importantes
para cada tipo de memoria, si bien forman parte de sistemas mas amplios formados por
mas estructuras (Tabla 1).

Tabla 1. Principales sistemas de memoria. En la tabla se muestra una
clasificacion de los tipos de memorias, junto con sus principales
caracteristicas yestructurasasociadas a las mismas (Santin et al., 2000).

Episodica y Reforzada Condicionada
seméntica

Seleccién de Preferencias y
Recuerdo respuesta aversiones

persistente

Expresion flexible

Amigdala,
Hipocampo y Estriado, cerebelo, Hipotalamo, sistema
region tronco del encéfalo y nervioso auténomo y
parahipocampica médula espinal endocrino.

La participacién del hipocampo en la formacion de la memoria ha sido ampliamente
reconocida (O’Keefe y Nadel, 1978), y numerosas evidencias sugieren que la produccion
de neuronas nacidas durante la etapa adulta del animal puede contribuir en los procesos
de memoria. En primer lugar, el nivel de neurogénesis esta directamente relacionado con
el aprendizaje de tareas dependientes de hipocampo (Drapeau et al., 2003). En segundo
lugar, las condiciones del aumento de la memoria producen un incremento en la
neurogeénesis, mientras que condiciones de disminucion de la neurogénesis perjudican el
aprendizaje (Kempermann et al., 1997; VanPraag et al., 1999).

Se ha demostrado que el aprendizaje espacial aumenta tanto la supervivencia de las
nuevas neuronas (Gould et al., 1999) como la proliferacion celular (Shors et al., 2001;
Dobrossy et al., 2003). Por el contrario, se ha demostrado que el aprendizaje espacial en
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un laberinto acuatico esta relacionado con una disminucion en el numero de nuevas
neuronas en el GD (Ddbrossy et al., 2003; Ambrogini et al., 2004). Aun mas sorprendente
resulta el hecho de que la disminucion en la neurogénesis se vea correlacionada con las
habilidades espaciales, de modo que, ratas con un bajo numero de nuevas neuronas
tengan mejores rendimientos en tareas de memoria, hecho que indica que el aprendizaje,
y no el entrenamiento, disminuye el numero de nuevas células adultas.

Este complejo entramado de resultados crea un rompecabezas en el que aumentos y
disminuciones en el numero de nuevas neuronas estan relacionados con el aprendizaje,
mediante un mecanismo todavia desconocido.

Existen pruebas, tanto a favor como en contra, de la existencia de una relacién directa
entre la neurogénesis y la memoria. Algunas pruebas a favor, son los estudios que
relacionan numerosas drogas con la disminucion de la neurogénesis, como el caso del
alcohol, la nicotina y los opiaceos (Eisch et al., 2000, Abrous et al., 2002, Nixon and
Crews, 2002), y todas ellas, administradas en las dosis adecuadas, pueden llegar a
producir déficits en las tareas de aprendizaje (Spain y Newsom, 1991; Matthews y Silvers,
2004; Scerri et al.,, 2005). También confirman la hipotesis de la relacién entre la
neurogénesis y la memoria, los estudios relacionados con cambios complejos en el
ambiente, como el aumento que se produce en el numero de neuronas inmaduras tras
elaumento de estrogeno en el medio (Tanapat et al., 1999), o el gjercicio fisico (vanPraag
et al.,, 1999), pueden causar un aumento en las tareas de aprendizaje dependientes de
hipocampo (Daniel et al., 1994; Kempermann et al., 1997; Luine et al., 1998; vanPraag et
al., 1999; Leuner et al., 2004).

Algunas de las pruebas en contra de establecer una relacidon entre la neurogénesis y la
memoria, son los estudios en los que tras un aumento de glucocorticoides, del estrés o de
la edad puede producir una disminucion de la proliferacion celular, que pueda resultar o
no en déficits en tareas dependientes del hipocampo (Bizon and Gallagher, 2003). De
hecho, la exposicidn al estrés puede aumentar el aprendizaje de las tareas hipocampicas
(Wood et al., 2001; Leuner et al., 2004), por lo que se establece una relacion inversa entre
el aprendizaje y la neurogénesis.

Una de las pruebas mas claras acerca de la conexién directa entre el nacimiento de
nuevas neuronas y la capacidad de memoria en mamiferos, fue el estudio realizado por
Shors y su equipo en 2001, en los que se blogqued la neurogénesis en el hipocampo de
ratas (Shors et al., 2001). Para ello, administraron a los animales el metilazoximetanol
(MAM), una substancia que resulta toxica para las células en proliferacién. Con este
estudio pudieron concluir que, la incorporacion de nuevas neuronas al hipocampo y la
renovacidon de circuitos neuronales en dicha zona son necesarias para el desarrollo de
determinados tipos de memoria, en concreto los que implican el recuerdo del orden en
que se producen determinados acontecimientos.

De este modo, los resultados confirmaron que neurogénesis y memoria estan
relacionadas en el cerebro de mamiferos. Y se observo que las nuevas neuronas que van
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siendo incorporadas al hipocampo, podrian contribuir a procesos de formacion de
memoria en los que hay implicados elementos temporales (Shors et al., 2001).

La plasticidad de los circuitos hipocampicos, es esencial para el desarrollo de su funcion
en el aprendizaje y la memoria, pudiendo aumentar su vulnerabilidad por varios estimulos,
incluyendo el estrés (McEwen, 1999). En el caso de las nuevas neuronas generadas en el
hipocampo, sus conexiones tanto aferentes como eferentes, son las que permiten la
supervivencia de estas células debido a los estimulos que se generan durante el
aprendizaje (Dupret et al., 2005). De hecho, el aumento de la actividad sinaptica produce
a su vez, un aumento en la supervivencia celular (Bruel-Jungerman et al., 2006). Por el
contrario, se produce una muerte de las neuronas inmaduras, de manera selectiva, de
aquellas que no hayan establecido las conexiones adecuadas durante el aprendizaje. La
supresion de este tipo celular, permite la integracion de las neuronas con mayor estadio
de maduracion que se han establecido por estimulos dependientes de la actividad
generada durante el curso del aprendizaje.
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ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita por James Parkinson en 1817, es uno de los
trastornos neurodegenerativos mas frecuentes y mejor estudiados. Clinicamente se
caracteriza por escasez y lentitud de movimientos (bradicinesia), aumento del tono
muscular (rigidez), rostro inexpresivo y un temblor caracteristico (4 0 5 Hz por segundo)
en reposo. También destaca, la marcha festinante (pasos cortos y arrastrando los pies),
asi como una postura flexionada y con equilibrio inestable (Langston et al., 1987).

Los defectos en la funcion motora se deben a la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNc), una poblaciéon de neuronas
en el mesencéfalo que proyectan hacia su blanco principalmente el nucleo caudado y
putamen, por lo que su muerte representa un déficit de DAen estas estructuras
(Hornykiewicz, 2001).

En el analisis histologico postmortenen tejido de enfermos se han detectado algunas
neuronas sobrevivientes, con inclusiones citoplasmaticas eosindfilas llamadas cuerpos de
Lewy, formados por ubiquitina y alfa-sinucleina (Fahn,2003).

Los sintomas de la enfermedad aparecen cuando la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas excede el umbral critico: 70-80% menos de las concentraciones de
dopamina en el estriado y 50-60% del pericarion en la SNc. Una vez que aparecen los
primeros sintomas, la muerte neuronal continua y los trastornos motores progresan
lentamente. Asi mismo diversos mecanismos compensatorios, retrasan la aparicién de los
sintomas (Hornykiewicz, 2001).

La degeneracion y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, es un problema
fundamental en la EP. Esta degeneracion se extiende a varios nucleos del tallo cerebral y
otras areas del cerebro donde hay células dopaminérgicas. Ademas, del déficit de DAen
el estriado, se presentan alteraciones en otros neurotransmisores como: noradrenalina, 5-
hidroxitriptamina (5-HT), acetilcolina y acido gamma-aminobutirico (GABA) (Hornykiewicz,
2001).

Actualmente, se desconocen las causas que generan la EP. Sin embargo, se postula que
el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, toxinas exdgenas, acumulacion intracelular
de metabolitos téxicos, infecciones virales, excitotoxicidad y deficiencias en el sistema
inmune, pueden ser factores que favorecen la aparicién de la EP (Langston et al., 1987;
Hornykiewicz, 2001).

Los primeros esfuerzos en el tratamiento de la EP se redujeron la ayuda sintomatica y en
algunos casos aislados, a procedimientos estereotaxicos ablativos que interrumpen la
desinhibicién resultante del eje globo palido-talamo-corteza hacia las neuronas motoras
(Lozano et al., 1998).

A mediados de los afios 50s, Arvid Carlsson demostré que el 80% de la DAdel cerebro se
encuentra en los ganglios basales (Carlsson, 1959). Mas tarde, Olen Horynekiewicz
descubrid que el cerebro de los pacientes con EP tenia un déficit de DAen el estriado,
sobre todo en el putamen. A principios de los afios 60s se demostré que la EP se debe a
la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Con base en estos
conocimientos, Walter Britkmayer y Olen Hornykiewicz reportaron que con la
administracion intravenosa de L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), la molécula precursora de
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la DA, se lograba una correccion, si bien breve, de los sintomas motores de la EP. La L-
DOPA atraviesa la barrera hemato-encefalica y es metabolizada a DAen el estriado y de
esa forma activa los receptores dopaminérgicos (Hornykiewicz, 2001).

Asi, en 1967 George Cotzias demostro que la administracion de cantidades
gradualmente mayores de L-DOPA por via oral, daba como resultado mejoria significativa
y continda de los sintomas (Cotzias et al., 1967). Aun cuando esta terapia proporcion6 un
avance significativo en el tratamiento farmacolégico, incluso con el desarrollo de farmacos
antiparkinsonianos mas especificos, sélo se ha logrado controlar parcialmente algunos
sintomas de la EP, mejoras que comienzan a desaparecer al cabo de cinco afnos de
tratamiento, al tiempo que se producen molestos efectos secundarios en forma de
fluctuaciones de la respuesta motora y discinesias relacionadas con el farmaco
(Hornykiewicz, 2001).

La limitacion y corta duracion del tratamiento farmacolégico en base a L-DOPA llevaron al
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. En 1979, se propuso como una nueva
estrategia, el reemplazo de las neuronas dopaminérgicas por trasplante celular,
demostrandose resultados positivos primero en modelos experimentales y posteriormente
en humanos (Bjorklund et al., 1979; Drucker-Colin et al., 2004), pero esta opcion al ser
compleja y con resultados temporales, en la mayor parte de los casos, ha perdido fuerza.

Las neuronas dopaminérgicas de la SN y el AVT envian numerosas proyecciones a las
regiones distantes del cerebro (Scatton et al., 1980; Swanson, 1982; Verney et al., 1985;
Gasbarri et al., 1994;1997); por lo tanto, la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc, un sello distintivo de la EP, tiene profundas consecuencias para estas regiones
remotas. En particular, las principales proyecciones dopaminérgicas de mesencéfalo al
hipocampo se encuentran en la formacion del hipocampo y del GD, un sitio de
neurogénesis importante; los pacientes con EP muestran una disminucién significativa en
los niveles de DAen el hipocampo (Lang y Obeso, 2004; Schapira et al., 2006). Los
mecanismos de accion de la DAen la division de los precursores neuronales esta
insuficientemente comprendidas, con resultados de sistemas experimentales in vivo e in
vitro se han reportado efectos opuestos al aumento o agotamiento de la DA. Por ejemplo,
la destruccion de las neuronas dopaminérgicas disminuye la neurogénesis en el GD en
roedores y primates in vivo (Baker et al., 2004; Freundlieb et al., 2006); sin embargo, en
un entorno experimental similar pero in vitrolos experimentos con antagonistas del
receptor de la DA, han mostrado que la supresién de la sefializacién de la DA puede tener
un efecto opuesto, lo que sugiere que el neurotransmisor DA modula la proliferacion
celular en el cerebro embrionario. De particular interés, los receptores de DAdel subtipo
D3 contribuyen a la influencia benéfica de los agonistas dopaminérgicos para la
proteccion y restauracion de las vias dopaminérgicas en la EP (Dawirs et al., 1998; Kippin
et al., 2005; Peng et al.,2008). Estos resultados contradictorios pueden reflejar un caracter
complejo y multifuncional de la sefalizacion de la DAen las células en division; ademas,
siempre son representativas de algunos mecanismos de compensacion que se activan
para ayudar al sistema nervioso frente a la enfermedad.
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TRATAMIENTOS

En las décadas de los afos 50 y 60 Gugenhain, Birkmayer y Hornykiewicz siguiendo la
linea de trabajo que buscaba un nuevo farmaco para el manejo de la hipertensién arterial
descubren uno que revolucionaria el manejo de la enfermedad de EP(Birkmayer, 2001).
Este farmaco, la L-DOPA, ha sido desde su introduccion en el mercado en la década de
los 70s la primera eleccion en el manejo de la EP.

Basicamente existen 2 reacciones a partir de las cuales la L-tirosina se transforma en DA;
la primera es catalizada por la tirosina hidroxilasa (TH), la cual utiliza tres cofactores para
realizar su funcion: tetrahidrobiopterina (BH4), hierro y oxigeno que actuan sobre la L-
tirosina para dar paso a la formacién de L-DOPA; la siguiente reaccion, es catalizada por
la Dopa Descarboxilasa (DDC), que utiliza piridoxal 5fosfato (PLP) como cofactor
logrando la descarboxilacién de la L-DOPA para producir DA (Vallone, 2000).

La L-DOPA atraviesa la barrera hematoencefalica y es capturada por las neuronas
dopaminérgicas remanentes o bien por otras neuronas aminérgicas (catecolaminérgicas o
serotoninérgicas). Debido a la presencia en el plasma de enzimas que convierten a la L-
DOPA a DA, el precursor se administra a la par con de un inhibidor de las descarboxilasas
periféricas, como las hidrazidas carbidopa y bencerazida, en particular la primera
(Feldman, 1997; Richardson, 1982).

Sin embargo, su uso masivo y en ocasiones descuidado provocé graves complicaciones,
el llamado Sindrome a largo plazo por L-DOPA, que consiste en manifestaciones
psiquiatricas y motoras las que en ocasiones generan mayor discapacidad que la quela
propia EP provoca (Chouza, 1976;Marsden, 1977).

Se han descrito algunas vias por las cuales, la L-DOPApuede tener efectos adversos; por
ejemplo: Maharaj y cols. reportaron en el 2005, que la L-DOPAestimula la peroxidacion
lipidica in vitro en la presencia de fierro y de acido ascorbico en homogeneizado de
cerebro de ratén; y que la DAtiene una reaccion quimica con el fierro y el acido ascérbico,
que provoca la induccién de formas hidroxiladas de los productos de la DA.

Estos efectos colaterales hicieron de la L-DOPA una alternativa de segunda linea en el
manejo de la EP, privilegiandose el uso de agonistas dopaminérgicos como primera linea
de tratamiento. Esta linea fue reforzada por hallazgos en algunos estudios in vitro, que
sugerian que la L-DOPA podria ser neurotdxica (Agid, 1998; Mytilineou et al., 2003). El
descrédito en que cayo fue tal, que su uso se restringié a casos severos o en cuadros
avanzados. Esta idea de toxicidad, con algun grado de variacion, se ha mantenido hasta
la actualidad entre médicos no habituados con el manejo de la EP. Los puntos respecto al
uso de laL-DOPA son por tanto dos: Las complicaciones con el uso crénico de L-DOPA y
la posible neurotoxicidad de este farmaco (Jenner et al., 1998).

Respecto a las complicaciones motoras hoy se sabe, a partir de estudios in vitro en
animales de experimentaciéon y de la practica clinica, que éstas dependen de la
estimulacién dopaminérgica pulsatil sobre el estriado (Clarke et al., 1987; Pearce et al.,
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1995). El tono dopaminérgico sobre el estriado en condiciones normales es continuo, con
minimas variaciones al realizar actos motores (DeLong et al, 1983; Grace, 1991). Esta
condicion, se pierde en la EP, sobretodo en estadios avanzados de la enfermedad. La
suplementacion exégena de DAen forma de pulsos induce la promocion de ciertos genes
en las neuronas estriatales, que se manifiestan por un mecanismo no del todo conocido,
en discinesias (Jolkkonen et al., 1995). La estimulacion dopaminérgica pulsatil ocurre, de
manera mas intensa con farmacos de vida media corta, como lo es la Apomorfina o la L-
DOPA. Farmacos con accion dopaminérgica prolongada como lo son la mayoria de los
agonistas dopaminérgicos, inducen menos discinesias o lo hacen a un tiempo de uso
mucho mas prolongado. Por lo tanto la aparicion de discinesias no depende del uso de L-
DOPA en si mismo, sino del estimulo pulsatil que con ella se realiza en el estriado. Este
fendbmeno ocurre mucho frecuentemente en la EP, siendo mucho menos frecuente en
pacientes que padecen otra enfermedad y que utilizan L-DOPA de manera crénica, como
es el caso de distonia sensible a L-DOPA o en el Sindrome de Piernas Inquietas. Las
discinesias ocurren de manera mucho mas notable en la EP, porque en personas que
tienen un numero minimo de neuronas en la SNc, como ocurre en las situaciones clinicas
antes mencionadas e incluso en pacientes con fases iniciales de EP, estas neuronas
capturan la L-DOPA la metabolizan a DAy la liberan de manera continua, evitando un
estimulo pulsatil sobre el estriado. En la medida que la EP progresa el efecto
amortiguador que las neuronas supervivientes poseen se pierde, produciéndose
estimulacién pulsatil y por tanto discinesias (Jolkkonen et al., 1995).

Por lo tanto, para evitar o retardar la aparicion de discinesias se requiere que el estimulo
sea lo mas continuo posible. En el caso de la L-DOPA esto se logra al fraccionar la mayor
cantidad de veces posible el tratamiento o prolongando su vida media al inhibir enzimas
que la degradan. Asi se ha demostrado que la L-DOPA asociada a Entacapone, un
inhibidor de Catecol Orto Metil Transferasa (COMT), enzima que degrada L-DOPA,
retarda la aparicion de discinesias en el modelo experimental con MPTP (-1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine- Smith et al., 2005). Una vez aparecidas, la discinesias
se deben manejar con agonistas dopaminérgicos, que poseen una vida media mas larga,
se fraccionando las dosis de L-DOPA o agregando farmacos que prolonguen su vida
media, como se menciond antes (Chase 1998; Hughes et al., 1993).

Respecto a la neurotoxicidad se han realizado estudios in vitro, en modelos animales de
L-DOPA y en estudios clinicos de pacientes con la EP. Los hallazgos in vitro son
contradictorios; al administrar L-DOPA a un cultivo neuronal, estas neuronas mueren bajo
ciertas circunstancias como el estrés oxidativo, sin embargo, bajo otras, como lo es con
medios enriquecidos con ciertos aminoacidos u otras sustancias, L-DOPA no solo no fue
téxica, sino que ademas demostrd tener propiedades neuroprotectoras (Langeveld et al.,
1995). Por otra parte, cabe mencionar que las concentraciones que inicialmente fueron
téxicas son muy altas, imposibles de alcanzar en condiciones clinicas, se sabe que un
porcentaje muy bajo de la dosis administrada via oral, llega finalmente al cerebro
(Benetello et al., 1993).
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En modelos animales, primates tratados con la toxina MPTP o ratas tratadas con 6-OHDA
(6-Hidroxidopamina), no se demostrd, segun el analisis con imagenes funcionales o con
estudios patoldgicos, que la L-DOPA fuera toxica (Perry et al., 1984). Los estudios
funcionales, con técnicas PET o SPECT, con marcadores del transportador de DADAT
(marcador presinaptico) o de receptores dopaminérgicos (marcador postsinaptico), no han
sido concluyentes respecto a la pérdida de neuronas de la SNc que L-DOPA
eventualmente induciria. En el afo 2002, se publicd el primer articulo que utilizando
marcador de DAT analizé el efecto de la L-DOPA y el Pramipexole sobre neuronas
dopaminérgicas (Parkinson Study Group, 2002).

En suma laL-DOPA desde su descubrimiento ha sido y es la terapia mas efectiva en el
alivio sintoméatico de la EP. No hay evidencia que la L-DOPA sea neurotéxica basandose
en estudios in vitro, en modelos animales de EP, ni estudios clinicos. Las discinesias son
inducidas por la estimulacion dopaminérgica pulsatil sobre el estriado y no por L-DOPA
per se. Las discinesias pueden ser evitadas, su aparicidon retardada o ser tratadas al
estimular de manera continua al estriado. La L-DOPA es la terapia mas efectiva,
economica y difundida para el alivio sintomatico de la EP (Colzi et al., 1998).

Como la actual terapia de la EP es fundamentalmente sintomatica, y con el avance de la
enfermedad aparecen sintomas que no responden a la L-DOPA; es muy necesario poder
disponer de una terapia que retrase la progresion de la enfermedad, y encontrar formas
para proteger a grupos especificos de neuronas de otros factores que también influyen y
son tan complejos como elestrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad,
inflamacion y activacién glial, deficiencia de factores troficos y, finalmente, la apoptosis.
Estos distintos factores son las dianas para una terapia neuroprotectora (Mouradian,
2002).
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ANTIOXIDANTES

Entre las terapias neuroprotectoras los agentes antioxidantes han sido ampliamente
estudiados ya que existe evidencia de que los mecanismos oxidativos estan
incrementados en las neuronas dopaminérgicas de la SNc de los pacientes con EP.

Las enzimas antioxidantes son un sistema de defensa que impide el dano oxidativo en
macromoléculas (Rao et al., 1990), juegan un papel crucial en la proteccion del organismo
contra el estrés oxidativo (Chance et al., 1979; Reiter et al., 1991; Leon et al., 2004).

Un antioxidante es una molécula o un ion relativamente estable, capaz de retardar o
prevenir la oxidacion incluso de otras moléculas (Halliwell y Gutteridge, 2010).

El cerebro es muy susceptible al dafios por los radicales libres debido a sus altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados y los metales de transicion tales como
fierro (Cardozo et al., 2000; Escames et al., 2010). Mas aun, el sistema antioxidante se ve
afectado durante el envejecimiento asi como la sintesis de la melatonina pineal (Akbulut,
2008).

Las células cuentan con sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para hacer
frente a los danos producidos por los radicales libres (Dickinson y Forman, 2002). Las
vitaminas y minerales antioxidantes y otros compuestos funcionan de distintas formas:
determinadas vitaminas antioxidantes donan sus electrones o moléculas de hidrogeno a
los radicales libres para estabilizarlos y reducir los dafios producidos por la oxidacion. El
sistema de enzimas antioxidante promueve que haya mas antioxidantes vitaminicos,
incluye la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa (GPx)
(Matés, 2000); el sistema no enzimatico esta formado por pequefias moléculas tales como
el a-tocoferol (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), B-caroteno y glutation (GSH)
(Dickinson y Forman, 2002).

La SOD catalizan la disminucién del O2" para producir H,O, y O? se ha encontrado en
mayores concentraciones en el citosol de las células, aunque también puede estar
presente en el nucleo, en la mitocondria, protegiendo a este organelo de los 02~
producidos durante el transporte electréonico mitocondrial (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La CAT cataliza la reduccién del H,O, a H,O y O La mayoria de las células contienen
catalasa en los peroxisomas; organelos que, por otra parte, contienen muchas de las
enzimas generadoras de H,O, de las células (Dunlop y Steeves., 2003).

La GPx cataliza la reduccién del H,O, y de hidroperéxidos organico, se localiza
fundamentalmente en el citosol de las células, aunque también puede localizarse en las
mitocondrias (Jackson et al., 2002). La GRD cataliza la reduccion de glutation oxidado
utilizando equivalentes redox en forma de NADPH. Su localizacién es citosdlica y
mitocondrial (Jackson et al., 2002; (Dunlop y Steeves, 2003).

Ademas de las enzimas descritas anteriormente, existe otra linea de defensa antioxidante
que funciona sin intervenciéon enzimatica, secuestrando a los radicales libres que escapan
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de las enzimas antioxidantes. Dentro de este grupo se encuentran diversas proteinas y
moléculas como el glutation, la vitamina C, el acido urico y la taurina, entre otros (Gil y
Rabelo, 2010).

El glutation (GSH) puede reaccionar con especies como el H,O, u otros perdxidos
organicos, con radicales libres como 02y OH’ (Gil y Rabelo, 2010).

La vitamina C o acido ascorbico reacciona con el 027, el OH’ y diversos hidroperdxidos
lipidicos, restauran las propiedades antioxidantes de la vitamina E (Thompson et al., 2008;
Gil y Rabelo, 2010). La vitamina E es un conjunto de compuestos denominados
tocoferoles. De todos estos el que posee una mayor actividad antioxidante es el a-
tocoferol. La vitamina E se ha encontrado en la membranas de la mayoria de las células.
La molécula de tocoferol es capaz de reaccionar con especies reactivas de oxigeno como
los radicales peroxilo (ROO") (Thompson et al., 2008). El B-caroteno, que es un precursor
de la vitamina A, se encuentra en elevadas concentraciones en las membranas de
distintos tejidos. Este carotenoide ademas de secuestrar oxigenos, es capaz de
reaccionar con los radicales peroxilo que se generan durante la peroxidacion de lipidos
(Thompson et al., 2008; Gil, 2010).
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MELATONINA

La melatonina posee propiedades antioxidantes, sin embargo no entra en la categoria de
antioxidantes.

La melatonina es una neurohormona liposoluble sintetizada principalmente en la glandula
pineal por los pinealocitos (Hardeland et al., 2011), también es secretada a través de la
glandula pineal al tercer ventriculo (Tricoire et al., 2002; 2003), se difunde en los capilares
y en el liquido cerebroespinal. Como la melatonina pasa a través de todas las membranas
biolégicas con facilidad, el tejido cerebral puede tener mayores niveles de melatonina que
otros tejidos del cuerpo (Tan et al., 2010). Sin embargo, en la mayoria de las partes del
sistema ventricular y en el canal espinal, las concentraciones de melatonina son menores
en comparacion con la glandula pineal (Hardeland, 2011).

La melatonina esta involucrada en multiples procesos bioldgicos. Posee funciones
adicionales como un factor tisular local y acciones paracrinas y autocrinas (Tan et al.,
2003). Es una indolamina (N-acetil-5-meto-xitriptamina) (Figura 6), la cual regula los
ritmos circadianos por el efecto que ejerce sobre el hipotalamo en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) durante la fase obscura del fotoperiodo. Sin embargo, sus
funciones son mucho mas amplias, en términos de los sitios de biosintesis y accién (Tan
et al., 2003; Hardeland et a., 2010).
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Figura 6. Dibujo de la molécula de la Melatonina (Yoshikazu et al., 2010).

La melatonina se sintetiza de la serotonina en dos pasos, N-acetilacion a N-
acetilserotonina seguido por O-metilacién (Leu-Semenescu et al., 2010). Su principal via
de catabolismo es mediante 6-hidroxilacion por monooxigenasas hepaticas, los tejidos
pueden ser vias alternas de catabolismo, pero son de menor importancia cuantitativa
(Pandi-Perumal et al., 2006).

La melatonina esta presente en numerosos érganos y células, tales como el tracto
gastrointestinal, la médula ésea, varios leucocitos, la membrana de la cdclea, la piel, y
otras regiones. Cantidades altas de melatonina entran en la sangre desde el tracto
gastrointestinal en respuesta a factores nutricionales (Bubenik, 2002).
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Aparte de regular los ritmos circadianos, la homeostasis del suefio, la neuromodulacién de
la retina, y las respuestas vasomotoras. Las propiedades antioxidantes de la melatonina
pueden ser directas e indirectas (Seithikurippu et al., 2012). Directamente es un barredor
de radicales libres, neutraliza el carbonato hidroxilado y varios radicales organicos, asi
como especies reactivas de nitrogeno (ERN). Indirectamente mejora el potencial
antioxidante mediante la estimulacion del sistema enzimatico antioxidante incluyendo la
SOD, la GPx, y GRD, y mediante el aumento de los niveles de GSH. Preserva la
homeostasis mitocondrial, reduce la generacién de radicales libres y protege las
mitocondrias (Galano et al.,2011). Contiene efectos sedantes, antiexcitatorios y
anticonvulsivos que comprenden diferentes acciones, tales como la modulacién de los
receptores de glutamato entre otros (Hardeland y Poeggeler, 2008).

La melatonina puede actuar a través de dos receptores de membrana acoplados a
proteina G: MT1 y MT2 (Dubocovich et al., 2010). Los receptores MT1 y MT2 estan
acoplados a proteinas G, presentes en numerosos tejidos como la retina, el higado, el
intestino, los rifiones, las adrenales, el timo, la glandula tiroides, las células inmunes, el
pancreas, los ovarios, el cuerpo carotideo, la placenta y el endometrio(Dubocovich y
Markowska, 2005; Hardeland et al., 2010), en el SNC se encuentran en la SNc, amigdala,
corteza cerebral, glandula pineal; especificamente el receptor MT2 esta presente en
hipocampo y retina. EI MT1 se encuentra en mayores concentraciones en las capas | a IV
de la corteza cerebral, en el sistema cerebrovascular especialmente en la arteria
intrahipocampal (Savaskan et al., 2001; 2002; Brunner, 2006; Savaskan et al., 2007;
Tovinet al., 2010). Ambos receptores estan presentes en el NSQ de la mayoria de las
especies (Hardeland et al., 2011). La melatonina promueve el suefio mediante la
activacion del receptor MT1 del NSQ (Saper et al., 2005; Fuller et al., 2006).

Los receptores MT1 y MT2 ejercen acciones opuestas en el sistema vascular, la
activacion de MT1 causa vasoconstriccion, y la de MT2 vasodilatacion (Dubocovich vy
Markowska, 2005).

Ademas de la unioén a receptores MT1 y MT2, la melatonina muestra afinidad por otro sitio
de union (MT3), el cual es una enzima, quinonareductasa 2 (QR2 o NQO2) (Nosjean et
al., 2000). Protege contra el estrés oxidativo resultante de la transferencia de electrones
de quinonas, pero hay poca informacién sobre él (Harada et al., 2001).

En ratones knockout MT2, se ve alterada la LTP (Larson et al., 2006), un hallazgo de
interés en términos de plasticidad neuronal y aprendizaje. Ratones knockout MT1
muestran déficit sensomotor gradual y mayores tiempos de inmovilidad en las pruebas de
natacion forzada, que suele interpretarse como una indicacion del comportamiento
depresivo (Weil et al., 2006).

Otros sitios de unién de la melatonina es la familia del receptor nuclear del acido retinoico,
el receptor RORa y RORP (Carlberg, 2000). RORa se expresa en altos niveles en los
linfocitos T y B, en neutrofilos y monocitos (Lardone et al., 2011), mientras que RORP se
encuentra en la glandula pineal, la retina, el bazo, en sitios de union relacionados con el
metabolismo dependiente de Ca y en las mitocondrias (Hardeland, 2009).

La melatonina también puede actuar directamente sobre las células a través de su unién a

CaM (Benitez-King, 2006), tubulina (Cardinali y Freire, 1975), calreticulina y, tal vez, otras
proteinas de unién al Ca2 (Macias et al., 2003).

39



Se ha reportado el efecto neuroprotector de la melatonina, el cual se puede explicar por
su propiedad como barredor de radicales libres y estimulante del sistema antioxidante
(Reiter, 2003), al disminuir los niveles de peroxidacién de lipidos (Gutiérrez, 2007), como
el malondialdehido (MDA) en la corteza frontal (Mogulkoc et al., 2006; Akbulut, 2008) y
aumentando los niveles de enzimas antioxidantes (Oztiirk et al., 2012).

En el hipocampo se expresan ampliamente los receptores para melatonina MT1 y MT2
sobre todo en el giro dentado y con mayor grado en la zona CA3, CA1y el subiculum. La
expresion de ARNm para los receptores MT1 y MT2 en el hipocampo sugiere que la
melatonina puede ejercer efectos sobre la fisiologia del hipocampo a través de estos
receptores. Dado que la melatonina ejerce su efectos probablemente a través de los
receptores MT1 y / o MT2 especificos de la proteina G acoplada, se puede especular que
los mecanismos intracelulares estan implicados en el cambio de la excitabilidad. Estos
mecanismos podrian inducir cambios continuos en el estado de las células (Musshoff et
al., 2002). El receptor de melatonina MT2 se encuentra en mayor concentracion en el
hipocampo, donde se cree que esta involucrado en la modulacién de la plasticidad
sinaptica y la funcion cognitiva. Es importante destacar que ladisminucién significativa en
la expresion del MT2 se ha observado en el hipocampo de los pacientes que padecen
Alzheimer (Bahna et al., 2014).
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MELATONINA Y PARKINSON

Después de que se descubrieron las propiedades antioxidantes de la melatonina esta ha
sido probada con éxito en varios experimentos in vivo e in vitro de la EP y se encontré que
inhibe los efectos prooxidantes la DA y L-DOPA y que es mas eficaz que la vitamina E, en
la prevencion de la autooxidacion de la dopamina (Carocci et al., 2014).

En la EP se ha demostrado que existe una elevacion nocturna del nivel de melatonina en
algunos pacientes tratados conL-DOPA, esta observacion sugiere que la L-DOPA podria
modificar el patron de secrecion de melatonina. Ademas de su papel en la sincronizacion
de ritmo bioldgico, la melatonina también ejerce efectos motores directos a través de
interacciones con las vias de DAy serotonina, lo que sugiere que la presencia o ausencia
de complicaciones motoras relacionadas con la L-DOPA (LDRMCs) también pueden ser
influenciados por cambios en el patron de secrecion de melatonina. LDRMCs ocurren en
al menos de la mitad de los pacientes con EP después de los primeros 5 anos de
tratamiento. Ambos mecanismos farmacocinéticos y farmacodinamicos han sido evocados
para explicar los diferentes efectos motores secundarios. Episodios wearing-off suelen
estar relacionados con cambios en las propiedades farmacocinéticas centrales y
periféricos de la L-DOPA, mientras que las discinesias o en fendmenos ON/OFF se
considera que estan generalmente relacionadas con cambios farmacodinamicos centrales
que implican la expresion del receptor de la DA D3o la sensibilidad, en particular,
lahipersensibilidad de receptores D2. La melatonina podria estar implicada en los cambios
de la sensibilidad del receptor de DA D3, ya que se ha demostrado experimentalmente
que la administracion de melatonina es capaz de aumentar la sensibilidad del receptor de
dopamina D2. Sin embargo, la implicacién de la melatonina en la fisiopatologia de los
efectos secundarios de la L-DOPA todavia no se ha investigado (Bordet et al., 2003).
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JUTIFICACION

Enlos reportes clinicos de pacientes con la EP es comun que se mencione entre los
sintomas alteraciones de memoria, principal sintoma en demencias seniles y que nos
indica que probablemente exista alteracion a nivel del hipocampo. Actualmente se sabe
que este nucleo recibe inervacion dopaminérgica del mesencéfalo, incluyendo a la SNc.
En pacientes con EP se ha reportado déficit en la proliferaciéon neuronal en el GD,
presumiblemente como consecuencia de la denervacion dopaminérgica; aunque también
esta la posibilidad de que esta pérdida se deba a que el tratamiento de la EP es la
administracion de L-DOPA, sustancia que es tomada por las terminales dopaminérgicas
remanentes y metabolizada para producir DA; durante este proceso hay una produccion
exacerbada de radicales libres y estos también podrian estar alterando los procesos
normales en el GD.

Debido a que la melatonina muestra propiedades antioxidantes muy importantes
consideramos relevante probar si al administrar por via oral este farmaco, sélo o en

combinacion con L-DOPA, se puede favorecer la neurogénesis en el hipocampo de
animales con el modelo experimental de la EP.

OBJETIVO:

Examinar la capacidad de laL-DOPA(7.5 mg/kg)y/o Melatonina (10 mg/kg) para modular
la neurogénesis en el hipocampo de ratas con el modelo de la EP

OBJETIVOS PARTICULARES:
Conteo de neuronas TH remanentes en la SNc.

Comparar la tasa de neurogenesis en el Hipocampo de animales con el modelo de la EP y
que recibieronL-DOPA y/o Melatonina.

Comparar la relacion de neuronas dopaminérgicas remanentes en la SNc y la tasa de
neurogenesis en el GD de hipocampo.

Comparar la proliferacion en la ZSV animales con el modelo de la EP y que recibieron L-
DOPA y/o Melatonina.
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MATERIALES Y
METODOS



ANIMALES

Se utilizaron 36 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 180 a 200gr.
mantenidas en condiciones de laboratorio con foto-periodos de 12/12h (luz-obscuridad)
con acceso libre a agua y alimento.

LESION

Las ratas se lesionaron quirdrgicamente: se anestesiaron por via intraperitoneal (IP) con
pentobarbital sédico a una dosis de 35 mg/kg de peso. Posteriormente fueron fijadas en
un aparato estereotaxico para ser lesionadas unilateralmente (lado izquierdo) en el haz
medial del cerebro anterior (mfb) zona por la que pasan los axones nigrales. Se realizo el
trépano con un taladro pequeno (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 inyecté8ug de 6-OHDA (H4381, Sigma, Truong, 2006) diluida en 4pul de
solucion vehiculo (solucién salina al 0.9% y acido ascérbico 1%)en esta zona por medio
de una jeringa Hamilton acoplada a una micropipeta de vidrio de diametro entre 50 y
100um.

Se realizo el mismo procedimiento para los animales del grupo Sham, con la diferencia
que a estos se les inyecto solucion vehiculo en lugar de 6-OHDA.

GIRO INDUCIDO

Dos dias posteriores a la lesidon se administré a los animales una dosis de apomorfina
(A4393, Sigma) de 0.25mg/kg por via IP. Para evaluar el giro inducido, se coloco una rata
a la vez, en cajas de acrilico transparente de 60X50cm vy se registré el numero de giros
que daba cada rata hacia el lado contralateral a la lesion (derecho). Se tomaron para el
estudio las ratas que giraron 200 o mas veces en un periodo maximo de 30 minutos,
pudiendo repetir la prueba por dos ocasiones consecutivas (cada 24 horas). Las ratas que
no cumplian el criterio no se emplearon, los grupos se formaron incluyendo 6 ratas por

grupo.

TRATAMIENTO

Después de 24 horas de la prueba de giro inducido, se inicié la administracion de los
tratamientos farmacolégicos particulares para cada grupo durante 60 dias (ver tabla 2).
Los farmacos se administraron por via oral mediante una jeringa de 1ml sin aguja. Cabe
mencionar que aquellos grupos a los que se les administré L-DOPA se diluyé en agua.
Por otra parte, al grupo IV que se le administré Melatonina (M5250, Sigma) se mezclo con
Cerelac de Nestlé® en proporcion 1:1 diluido con un poco de agua.
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Tabla 2. Protocolo de tratamiento

Grupo Control ~ seeeeeeees e

Grupo Sham Solucién vehiculo e

Grupo 6-OHDA 6-OHDA e

Grupo L-DOPA 6-OHDA 7.5mg/kg de L-DOPA
Grupo Melatonina 6-OHDA 10mg/kg de Melatonina
Grupo 6-OHDA 7.5mg/kg de L-DOPA + 10mg/kg de
L-DOPA/Melatonina Melatonina

ADMINISTRACION DEL BrdU.

Para los estudios de proliferacion celular se administré 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU)
(B5002, Sigma); este es un nucleétido sintético analogo de la Timidina o 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 por via IP cada tercer dia durante las primeras dos
semanas del tratamiento (8 inyecciones en total por rata) para la marcacion de neuronas
de nueva creacion.

PERFUSION INTRACARDIACA.

Al finalizar la aplicacion de los tratamientos se sacrificaron los animales mediante
perfusion intracardiaca via adrtica; inicialmente pasando solucién salina isotonica (0.9 %
NaCl) seguida de fijador: Paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos salino (PBS 0.1 M,
p.H. 7.4; Avila-Costaet al., 2006) (Apéndice 1). Ya perfundidos los animales se extrajeron
los cerebros y se colocaron en fijador por 24 hrs. Posteriormente se realizaron cortes
coronales de 50 um con un vibratomo (Pelco 101 de Ted Pella Inc.) para tomar rebanadas
de mesencéfalo conteniendo la SNc ipsilateral y contralateral a la lesién con el fin de
procesarlos con la técnica de inmunocitoquimica para TH y del hipocampo ipsi y
contralateral para la inmuno BrdU y NeuN.

INMUNOHISTOQUIMICAS.

Se realizé el analisis inmunohistoquimico para el conteo de neuronas inmunorreactivas a
NeuN (MAB 377B, Millipore) y BrdU (MAB 3222, Millipore) en el Giro dentado del
Hipocampo ipsilateral y contralateral a la lesién en 6 cortes coronales por cerebro (ver
anexo).

Las fotografias fueron tomadas con ayuda de una camara (Moticam 1000 de Motic y

software Motic Images Plus 2.0ML) acoplada a un microscopio 6ptico (Nikon). El analisis
estadistico utilizado fue ANOVA y prueba de Tukey con el Software (GraphPad Prism 4).
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RESULTADOS



RESULTADOS

Empleando doble marcaje con inmunohistoquimica para BrdU (que marca células en
proliferacién) y NeuN (marcador neuronal), hemos examinado el efecto de la pérdida de la
proyeccion dopaminérgica sobre la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo,
esta zona recibe inervacion dopaminérgica de la SNc; al trabajar con un modelo de la EP
se hace una primera evaluacion in vivomidiendo el giro inducido por el agonista
dopaminérgico Apomorfina. Previamente se sefiald que solo se emplearon animales que
dieron 200 o mas giros en un periodo de 30 min de observacion, dato que se ha
relacionado con disminucion de los contenidos de DA estriatal en mas del 80% (Hefti et
al., 1980); como complemento para asegurar el grado de deplecién dopaminérgica
realizamos inmunocitoquimica (anti-TH) para marcar neuronas dopaminérgicas e hicimos
el conteo de las mismas en la SNc.

CONTEO DE NEURONAS TH EN LA SUBSTANCIA NIGRA

La inyeccién unilateral de 8ug de 6-OHDA en el haz medial indujo pérdida significativa de
neuronas positivas a TH, es decir neuronas dopaminérgicas, en la SNc compacta
ipsilateral a la inyeccién (llegando a perderse hasta el 86% de las neuronas) comparada
con el lado contralateral (grafica 1 A y B) que en promedio se contaron 84.83+14.3
neuronas TH+ por corte, cabe destacar que en todos los casos también se presentd
pérdida importante de neuronas TH+ (entre 25 a 35%) en el lado contralateral a la lesion
al comparar con el grupo sham.
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Grafica 1. Neuronas dopaminérgicas remanentes. Podemos observar que el niumero de neuronas TH+
remanentes en la SNc disminuyé en todos los grupos de animales con inyeccién de 6-OHDA, del lado
ipsilateral a la lesion (A) comparados con del grupo Sham. (*=p<0.05). (B) En la SNc contralateral podemos
observar que el grupos con 6-OHDA vy el tratado con L-DOPA tienen una disminucién en la cantidad de
neuronas TH+, mientras que los grupos Sham, Melatonina y Malatonina/L-DOPAse mantuvieron muy
parecidos al grupo control (*= p< 0.05 Vs Sham).
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CONTEO DE NEURONAS BrdU/NeuN+ EN EL GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO

Para realizar el conteo en la zona del hipocampo empleamos una doble marca con
anticuerpos para BrdU y NeuN (Fotomicrografia 1 y 2), el primero marca células en
proliferacién y el segundo es un marcador neuronal. Cabe destacar que las células
proliferantes en esta zona son capaces de integrarse al sistema, hacer contactos
sinapticos funcionales a partir de los 21 dias de su generacion, y recibir inervaciones de
otros nucleos (Vivar et al., 2013) en nuestro caso se sacrificd a los animales después de
60 dias de tratamiento farmacolégico, periodo durante el cual también se mantuvo a los
grupos control y sham.

Una vez realizado el conteo de las neuronas inmunopositivas para BrdU/NeuN (neuronas
de nueva generacién) del GD contralateral (no lesionado) e ipsilateral (lesionada con 6-
OHDA, lesion falsa en el grupo Sham) (grafica 2) observamos que el grupo control
(70£5.86 neuronas) y el grupo Sham (89.14+15 neuronas) mantuvieron un numero similar
de neuronas de nueva generacion en ambos lados del GD, lado depletado de DA y lado
intacto.

En cuanto al lado ipsilateral a la lesion el grupo lesionado con 6-OHDA presenta una
disminucién significativa en el nimero de neuronas inmunopositivas para BrdU/NeuN
respecto a los otros grupos teniendo en promedio 28+13.69neuronas con la doble marca.
El grupo Sham presentd valores mas altos de neurogénesis (promedio de 105+15.52
neuronas) respecto al grupo control que en promedio tuvo 70.3+5.86neuronas por campo,
la diferencia no es estadisticamente significativa, cabe destacar que entre estos dos
grupos la diferencia central es la lesion mecanica producida en el grupo sham durante la
inyeccion de la solucion vehiculo.

Del lado contralateral los grupos tratados con Melatonina y con Melatonina/L-DOPA no
presentaron diferencias respecto a los controles (promedio de 82+6.88neuronas por
grupo). Es importante sefalar que el unico grupo que presentd diferencias aunque
noestadisticamente significativas con fue el grupo tratado con L-DOPA en el que hubo
una disminucion en el numero promedio de neuronas con ambos marcadores
(61.94£5.51neuronas).

Mientras que los grupos tratados con Melatonina (promedio de 931£0.05 neuronas con
doble marca) y Melatonina/L-DOPA (101+£0.48neuronas por campo) presentaron un
aumento respecto al grupo 6-OHDA, el grupo tratado con L-DOPA(promedio de
8048.07neuronas) mantuvo un numero similar de neuronas respecto al grupo Control
(70+5.86 células con doble marca).
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Grafica 2. Células inmunopositivas para BrdU/NeuN en el giro dentado. La inyeccion de 6-OHDA reduce la
presencia de neuronas positivas a BrdU/NeuN, y la administraciéon de L-DOPAy/omelatonina revierte este

efecto.”= p<0.05 vs control.
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Fotomicrografia 1. (A)(B)(C) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado del grupo control marcadas con
BrdU/NeuN de ratas.
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Fotomicrografia 2. Neuronas granulares del GD marcadas con BrdU/NeuN de ratas expuestas a 60 dias de
tratamiento. (A) grupo Sham, (B) grupo 6-OHDA, (C) grupo L-DOPA, (D) Melatonina, (E) grupo L-
DOPA/Melatonina.

CONTEO DE NEURONAS BrdU+ EN LA ZONA SUBVENTRICULAR

Como sefalamos previamente el proceso de neurogénesis implica proliferacion y
diferenciacién, en el caso de los datos presentados en esta seccién donde se hizo el
conteo de células que contienen BrdU (marcador de division celular) y NeuN (marcador de
fenotipo neuronal) estamos presentando células diferenciadas. Para complementar la
informacién e investigar un poco mas sobre el proceso de proliferaciéon hicimos el conteo
de células con BrdU en la zona Subventricular.

En el caso del conteo realizado en la zona Subventricular, se hizo para ver el efecto de la
deplecién dopaminérgica sobre una zona que se sabe tiene potencial de proliferacion
celular, y que recibe inervacion de la SNc (Hoglinger et al., 2014).

En este caso para realizar el conteo se empled solo el marcaje con inmunohistoquimica
para BrdU (que marca células en proliferacion), la grafica 3(A) en el lado ipsilateral,
muestra un leve aumento en la proliferacién celular tanto en los grupos Sham como en el
grupo 6-OHDA con respecto al grupo control (aprox. 30%), los grupos Sham (con
195+29.30células positivas a BrdU) y 6-OHDA (con 185+16.12células positivas a BrdU) se
comportaron del mismo modo que el lado contralateral presentando un ligero aumento en
la proliferacion; en el grupo con L-DOPA/Melatonina, Melatonina y L- DOPA se
mantuvieron igual que el grupo control (127+11.08 y 124+17células en promedio
respectivamente); aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos.

En cuanto al lado contralateral grafica 3(B) el grupo tratado con L-DOPA (promedio de
65+£16.38células) presenta una leve disminucion en el numero promedio de células
marcadas y el grupo tratado solo con Melatonina no presentaron ningun cambio en el
numero de células positivas a BrdU (promedio 103+7.66células).
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Grafica 3. Proliferacion celular en la Zona Subventricular. Al comparar los grupos experimentales se observa
que ante la inyeccion se incrementd, aunque no significativamente, el nimero de células en proliferacion del
los grupos Sham, el lesionado con 6-OHDA vy el grupo tratado con L-DOPA/Melatonina. Mientras que los
grupos L-DOPA y Melatonina mantienen sus niveles sin cambios respecto al control. En el lado contralateral
(B) hubo tendencia a incrementar la proliferacion en el grupo 6-OHDA, mientras que el grupo L-DOPA se
presenta una leve disminucion en la proliferacién celular.
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La neurogénesis adulta, una forma especifica de la plasticidad del cerebro en los
mamiferos que se produce en la zona Subventricular(ZSV) y la zona subgranular (ZSG),
estd sujeta a las regulaciones complejas. La DA se ha identificado como un factor
regulador en roedores, primates no humanos, y seres humanos. La SNc inerva alaZSV'y
la parte inferior y superior del GD, incluyendo la ZSG. Con base en estos resultados, se
sugiere que las zonas neurogénicas estan en condiciones de ser afectadas por los
cambios de los niveles de DAen la SNc (Hoglinger, 2004).

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc y el AVT envian humerosas proyecciones a las
regiones distantes del cerebro incluyendo al hipocampo (Gasbarri et al., 1997, 1994,
Scatton et al., 1980, Swanson 1982, Verney et al., 1985); por lo tanto, la degeneracién de
las neuronas dopaminérgicas de la SNc, un sello distintivo de la EP, puede tener
profundas consecuencias para estas regiones remotas. En particular, las principales
proyecciones dopaminérgicas del mesencéfalo se encuentran en la formacion del
hipocampo y del GD, el sitio de la neurogénesis adulta persistente (Fotomicrografia 1y 2);
los pacientes con EP muestran una disminucion significativa en los niveles de DAen el
hipocampo (Lang y Obeso, 2004; Schapiraetal, 2006). Se ha demostrado
experimentalmente que la deplecién de DAdisminuye la generacién de nuevas neuronas,
tanto en la ZSV como en el GD del hipocampo (Fotomicrografia 1y 2), lo que concuerda
con nuestros resultados (grafica 2A) donde se observa que los grupos tratados con la
neurotoxina 6-OHDA tienen una pérdida de la proliferacion. La DA activa especificamente
a los receptores de DA presentes en el hipocampo (Liggins, 2012), regulando mediante
este mecanismo la neurogénesis en el cerebro adulto (Baker et al., 2004; Coronas et al.,
2004; Borta et al., 2004). Estos hallazgos sugieren que la proliferaciéon celular en el GD
puede estar, al menos en parte, regulada por la inervacién dopaminérgica de la SNc
(Scatton et al., 1980; Gasbarri et al., 1997).

Hoglinger y colaboradores en el 2004 informaron del efecto de la denervaciéon
dopaminérgica sobre la proliferacion celular en el GD de ratones tratados con la
neurotoxina MPTP induciendo una pérdida completa de neuronas y fibras dopaminérgicas
en la SNc que después de 70 dias se recuperaban por completo. La proliferacién celular
en el GD primero disminuyo y luego se recuper6 en paralelo con la denervacion y
reinervacién dopaminérgica respectivamente.

Trabajos previos han demostrado que la DAes un potente estimulador de la proliferacién
de células precursoras neurales endogenas en la ZSV de roedores adultos (Baker et al.,
2004; Coronas et al., 2004; Hoglinger et al., 2004; Van Kampen et al., 2004;Winner et al,
2006). Aunque también se ha reportado la capacidad de la DApara inhibir a las células
madre de roedores adultos (Kippin et al., 2005), su efecto estimulante sobre las células
precursoras parece predominar in vivo (Coronas et al., 2004; Hoglinger et al., 2004). En la
ZSV de roedores adultos, la estimulacion dopaminérgica aumentd la produccion de
células precursoras (Hoglinger et al., 2004; Van Kampen et al., 2004), mientras que el
agotamiento de la DAredujo la produccién de células precursoras (Baker et al., 2004;
Hoglinger et al., 2004; Winneret et al., 2006). EI agotamiento de la DAen macacos de
edad resultdé en la disminucion significativa en la proliferacion celular en la ZSV, en
correlacion con la pérdida de la inervacion dopaminérgica, y en una disminucién en el
numero de PSA-NCAM+ (marcador de neuronas inmaduras) neuroblastos. Estas
observaciones sugieren que el efecto estimulante de la dopamina sobre la proliferacion de
células precursoras en la ZSVdel adulto es funcional y filogenéticamente conservada en
roedores y primates (Freundlieb et al., 2006) Ademas de su funcién bien conocida en la
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regulacion del estado de animo, la motivaciéon, y el movimiento, las células
dopaminérgicas de la SNc también participan en la regulacion de la neurogénesis adulta a
través de sus proyecciones dopaminérgicas a la ZSV y al GD del hipocampo. El efecto de
la disminucién de DAen la produccion de ceélulas precursoras puede tener importantes
implicaciones para las enfermedades humanas. El agotamiento crénico de DAen los seres
humanos, como ocurre en la EP, podria dar lugar a una reduccion consistente en la
produccion de ceélulas precursoras, como habia sido sugerido por los resultados de los
modelos de roedores de la enfermedad (Baker et al., 2004; Hoglinger et al., 2004; Winner
et al., 2006).

Por lo tanto, la alteracidn crénica del suministro de proyecciones dopaminérgicas a lazona
neurogénica del hipocampo podria ser la base de la confusion y a la baja de la memoria
tan comun en pacientes con EP (Berendse et al., 2001).

Por el contrario, la estimulacion de la neurotrasmisién dopaminérgica por medios
farmacoldgicos podria resultar beneficiosa en enfermedades degenerativas.

Modelos experimentales han demostrado que tras una lesion mecanica o quimica se
potencia la neurogénesis en la ZSV del cerebro. En estos trabajos se ha visto que
neuroblastos de esta region modifican su via de migracién para dirigirse a la zona de la
lesion, donde se diferencian a neuronas (Grafica 3). Estas células recién formadas
intentan sustituir la pérdida celular consecuente a la lesién. Sin embargo, la mayoria de
las células que provienen del nicho neurogénico de la ZSV experimentan procesos de
muerte celular por apoptosis durante este proceso, y el numero de neuronas que
consiguen integrarse en la zona lesionada no es suficiente como para obtener signos de
recuperacion funcional (Otero et al., 2010).

En nuestra experiencia, cuando realizamos la lesién con la neurotoxina, se observa que
los animales muestran a nivel de la ZSV un nimero mayor de células BrdU positivas no
lo, respecto de los animales control. La ZSVno solo es un nicho neurogénico sino también
donde existe proliferacion de glia, se ha demostrado que estas células migran
progresivamente a la zona de lesion, y 6 meses después del trasplante algunas de las
células recién formadas que alcanzan esta zona de lesion expresan un fenotipo de
neuronas inmaduras (B-Ill tubulina). Es posible admitir, por tanto, que la neurogénesis
enddgena, activada por la lesion se suma a la neurogénesis que ya existe en el sistema.

Es logico, por tanto, suponer que la busqueda de mecanismos de neuroproteccion,
inhibiendo la apoptosis de las neuronas recién generadas, puede aumentar la
supervivencia de éstas y a su vez reflejarse en la mejora en del sistema. En este sentido,
juega un papel muy importante el medio en que se encuentran las células proliferantes de
la ZSV, recientemente se ha demostrado que la melatonina gracias a su efecto
neuroprotector es capaz de mantener un ambiente estable capaz de aumentar la
supervivencia y las posibilidades de que estas células nuevas se integren al sistema
(Otero et al., 2012).

Nuestros resultados muestran que los grupos Sham que presento una lesion mecanica y
el grupo 6-OHDA lesionado con la neurotoxina presentaron un aumento en la proliferacién
de neuronal (ver grafica 2) pero no hay diferencia significativa lo cual se puede deber a la
expresion de diversos factores de crecimiento como BDNF, IGF-l, EGF, HB-EGF, VEGF
que estan involucrados en la neurogénesis en el GD del hipocampo y ademas participan
como factores protectores del dafno neuronal o como factores inductores durante la
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generacioén y diferenciacion de nuevas células que reemplacen a las células lesionadas.
Se ha demostrado que la administraciéon intracerebroventricular del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) incrementa la neurogénesis en el bulbo olfatorio. Ademas,
se sabe que el BDNF es necesario para mantener la tasa de neurogénesis en el
hipocampo de ratones adultos. Por otro lado, la infusion por via periférica del factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-l) incrementa la neurogénesis en el hipocampo de ratas
adultas (Berghauzen et al., 2015).

Se ha reportado que la lesion con 6-OHDA baja los niveles de BDNF y otros factores
neurotroficos en la zona C3, C1 y GD. El aumento de la cantidad y/o disponibilidad de
FGF-2 parece ser critico para la neurogénesis después de una lesién cerebral. Yoshimura
y colaboradores demostraron en el 2001 que la sobreexpresion de FGF-2 aumenta la
neurogénesis en el hipocampo, mientras que la deficiencia de FGF-2 disminuye la
neurogénesis en el cerebro adulto en respuesta a una lesién. Por lo tanto, el FGF-2 es un
regulador critico de la reparacién neuronal. Miradas en torno a la importancia de FGF-2
después de una lesidn cerebral proporcionan una estrategia para la comprension de los
mecanismos de reparacion o regeneracion del sistema nervioso central después de la
exposicién a toxinas, accidente cerebrovascular, convulsiones, o durante la enfermedades
neurodegenerativas.

Respecto a las enfermedades neurodegenerativas, se ha visto que la formacién de
neuronas nuevas se encuentra regulada en éstas. En la EP, el potencial proliferativo se
encuentra disminuido, asi como el nivel de los factores que ayudan a la regeneracién
(Brinton et al., 2006). Se ha demostrado un incremento en la expresion del marcador de
células inmaduras (Jin et al., 2006).

Cuando el estrés oxidativo es severo y prolongado, puede provocar una pérdida en la tasa
de neurogénesis en el hipocampo. Se ha informado de la exposicion crénica de los
roedores a estrés oxidativo puede causar atrofia de las neuronas piramidales del
hipocampo CAS3 del hipocampo, (Govindarajan , 2006; Vyas et al., 2002) y disminuir los
niveles de DA en el hipocampo y disminuir la actividad neurogénica (Rao et al.,
2004; Srikumar et al., 2007) situaciones que podria ser similares en el grupo tratado con
L-DOPA donde el sistema metabdlicoestaria incrementando la produccion de radicales
libres, es decir el sistema estaria con estrés oxidativo y eso explicaria el por qué en
ambos hemisferios se encuentra disminuida la neurogénesis en este grupo .

Ahora bien, como se describe en nuestros resultados, los animales que recibieron
tratamiento con melatonina presentaron un aumento en el numero de neuronas
BrdU/NeuN (Grafica 3) a diferencia del grupo de 6-OHDA y los que recibieron el
tratamiento con L-DOPA. La neuroproteccion observada con el tratamiento con
melatonina pudo deberse a que ésta actia como atrapador de radicales libres y
antioxidante, ya que tiene la capacidad de estimular las enzimas antioxidantes como el
GSH y SOD proporcionando un ambiente favorable para la neurogénesis (Mayo et al.,
2005).

Estudios recientes han demostrado que la melatonina aumenta la proliferacion celular en
el hipocampo de ratones adultos y en el cerebro medio de rata, y que también influye en
la proliferacién y diferenciacién de las células embrionarias. Se ha comprobado que la
pinealectomia provoca pérdida de neuronas piramidales del hipocampo en ratas y, que
este efecto es revertido por la administracion de melatonina (Sharma, 2007; Kong, 2008).
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En cuanto a los grupos tratados con L-DOPA, la L-DOPA no protegio las alteraciones
inducidas por la 6-OHDA. A este respecto se ha sugerido que el tratamiento con L-DOPA
produce estrés oxidativo por dos vias: a) Incremento en la degradacion de DA por la MAO
generando H,O, como un producto (Maratos et al., 2003), y b) por la autooxidacion de la
L-DOPA a DA, la cual resulta en la produccion de H,O,, 0?, OH y quinonas (Luo y Roth,
2000). Por lo que se ha propuesto que la pérdida neuronal puede ser causada por
mecanismos de oxidacion, lo que podria estar frenando la neurogénesis en el hipocampo,
ya que existe una amplia evidencia de que la L-DOPA reduce la supervivencia de las
células dopaminérgicas en cultivo (Michel y Hettil, 1990; Walkinshaw y Waters, 1995). La
accion de la DAen estos sitios refuerza las acciones estriatales, ademas de regular el
nivel de actividad cortical a través de dos familias de los receptores dopaminérgicos, los
D1 estimula la actividad cortical por desinhibicién, en tanto que los D2 la refuerza
blogueando la actividad de los circuitos inhibitorios (Penney, 1983). Existe un incremento
de la supersensibilidad funcional producida por la denervacion o muerte de las neuronas.

Este fendmeno estd claramente asociado a la sobreactividad de receptores D1
(Gerfen,2002; Chartoff, 2001). Esto quiere decir que la terapia de L-DOPA aumenta aun
mas el proceso de supersensibilidad que la muerte neuronal inicio. Los efectos de la
administracion de L-DOPA son atribuidos a la activacion directa de los receptores D1y D2
(Gerfen, 1990; Aubert, 2005).

CONCLUSION:

% Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la pérdida de neuronas

dopaminérgicas en la SNc disminuye los niveles de neurogénesis en el giro
dentado.
Y siendo que el GD esta implicado en los procesos de memoria, los cuales estan
afectados en gran proporcién de pacientes con la EP; es decir la perdida de
dopamina, que es el distintivo de esta enfermedad, afecta sistemas remotos no
exclusivamente relacionados con el sistema motor.

% La L-DOPA, la melatonina y la coadministracion de L-DOPA/melatonina favorecen
la neurogénesis en el GD de animales con deplesion dopaminérgica.
En el caso de la L-DOPA es obvio que la estimulacion de los receptores
dopaminergicos regresa a sus niveles basales la tasa de neurogenesis. En cuanto
a la melatonina, este farmaco es capaz de barrer las ROS y con ello disminuir el
dano en el sistema, favoreciendo la supervivencia de nuevas células. Tal vez a
largo plazo seria apropiado emplear ambos farmacos en el tratamiento de la EP.
Tambien valdria la pena disefiar experimentos encausados a la evaluacion de la
memoria.
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En la Zona subvectricular no hay diferencias significativas en el numero de células
proliferantes en ningun grupo. Solo hay una ligera tendencia al aumento en el
numero de dichas células ante la lesidn, que parece ser revertido por la
administracion de L-DOPA o Melatonina.
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ANEXOS



PERFUSION PARA UNA RATA (200 mililitros)

SOLUCION A:

BUFFER PBS:

SUSTANCIA CANTIDAD
AGUA DESTILADA 150 ml.
FOSFATO MONOBASICO 0.612ml.
FOSFATO DIBASICO 3.534 ml.
CLORURO DE SODIO 0.208 ml.

SE SACAN 50 ml DEL BUFFER Y SE LLEVAN A 100 ml PARA QUE QUEDE SOLUCION
DE 0.1 M (Se va a usar para los lavados en inmunohistoquimica)

SOLUCION B:
PARAFORMALDEHIDO Y GLUTARALDEHIDO:

100 mI DE AGUA DESTILADA: SE CALIENTA A 50 °C

SE AGREGAN 4 g DE PARAFORMALDEHIDO

SE AGREGAN 2 O 3 HOJUELAS DE HIDROXIDO DE SODIO

YA QUE ESTA MEZCLADO Y TRANSPARENTE SE ENFRIA HASTA 24 °C
Y YA FRIO SE LE AGREGAN 8 ml DE GLUTARALDEHIDO AL 50%

Se mezcla la solucién A + solucién B
Solucion final: 0.1M Ph 7.4

SOLUCION C:

SOLUCION SALINA AL 9%: En 100 ml de agua destilada agregar 0.9 gramos de cloruro
de sodio y mezclar.

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA BrdU

Cortar Tejido

Equilibrar temperatura de la muestra y navaja en criostato a -20 C por 20 min.

Realizar cortes de 50 um.

Guardar hasta 6 cortes por pozo con 1ml de PB 0.1M (varia segun tamafio de tejido y del
pozo).

Preparar Muestra

Incubar 10 minutos en PB 0.1 M + Tritéon 0.3% + H,O, 3% en obscuridad.
Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M + Tritén 0.3%.

Incubar 2 horas a 65 °C en formamida 50% en SSC 2X.

Hacer un lavado de 5 minutos con SSC 2X.

Incubar 30 minutos a 37 °C en HCI 1N.

Incubar 10 minutos en Borato de Sodio 0.1 M.
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Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M + Tritéon 0.3%.

Incubar anticuerpo primario

Incubar de 12 a 16 horas en anticuerpo primario contra BrdU levantado en ratén 1:500 en
solucién de bloqueo; (Al dia siguiente).

Incubar anticuerpo secundario

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M + Tritén 0.3%.

Incubar 2 horas en anticuerpo secundario contra IgG de ratén 1:500 en solucion de
bloqueo.

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M + Tritén 0.3%

Incubar 90 minutos en solucion A + B.

Revelado

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M + Tritén 0.3%.

Incubar 3 minutos en DAB 0.5mg/ml + H,O, y Niquel.

Detener la reaccion con PB 0.1 M.

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA NeuN

Preparar Muestra

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M

Incubar 30 minutos en PB 0.1 M + H,0O, 3% + Metanol al 10%.

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M.

Incubar una hora en PB 0.1 M + Triton 0.3% + 30 p de suero normal de caballo.
Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M.

Incubar anticuerpo primario

Incubar 2 dias en anticuerpo primario contra NeuN levantado en ratén 1:500 en solucion
de bloqueo.

Incubar anticuerpo secundario

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1

Incubar 2 horas en anticuerpo secundario contra IgG de raton 1:200 en solucion de
bloqueo.

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M.

Incubar 90 minutos en solucion A + B.

Revelado

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PB 0.1 M.
Incubar 3 minutos en DAB 0.5mg/ml + H,0,.
Detener la reaccion con PB 0.1 M.
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PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA PARA TH.

Los animales fueron anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sddico y se
perfundieron via intracardiaca con una bomba peristaltica pasando 50 ml de solucién
salina al 9% vy posteriormente 150 ml de paraformaldehido (4% en buffer fosfatos salina
PBS-, 0.1 M, P.H. 7.4). Se extrajeron los cerebros y se colocaron primero en el mismo
fijador durante 2 hrs y luego en PBS con sacarosa al 30% durante 12 hrs. Con la ayuda
de un criostato se realizaron cortes coronales de 50 um para ser sometidos a la técnica
de inmunocitoquimica anti-TH. El proceso de inmunotincion se efectuo por flotacion y
consistié en los siguientes pasos: los cortes se lavaron en buffer PBS durante 3 periodos
de 10 min cada uno. Después se colocaron durante 30 min en PBS conteniendo peréxido
de hidrégeno al 0.3% y metanol al 10%, para inactivar la peroxidasa endogena.

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 efectud por 48 hrs a 4 °C la incubacién con el anticuerpo primario
anti-TH, policlonal hecho en conejo (Chemicon International; Temecula, CA, EUA), 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 de conejo
(Vector Laboratories; Burlingame, CA, EUA) 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 (Vector) a una concentracion de 0.1% en PBS.
Al cumplirse el periodo de incubacion, los cortes se lavaron y se colocaron en una
solucion de diaminobenzidina (Sigma) diluida 1:2000 en PBS para revelar la
inmunoreaccion.

Una vez revelada la inmunoreaccion, los cortes se montaron en portaobjetos
gelatinizados, se dejaron secar y se cubrieron con resina.
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Soluciones

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

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

Buffer de fosfatos (PB) 0.1 M (1L) pH 7.4
Solucion A 95 ml

SolucionB 405 ml

Agua MilliQ 500 ml

PB 0.1 M + Triton 0.3% (500ml)
PBO0.1M 498.5 ml
Triton X-100 1.5 ml

PB 0.1 M + Triton 0.3% + H,O, 3% (15ml)
PB0.1 M+ Triton 0.3%  13.5ml

H202 30% 1.5ml
SSC 20X (100ml) pH 7 Filtrar
NaCl 17.5 gr.
Citrato de Sodio 8.8 gr.
Agua MiliQ 100 ml
SSC 2X (20ml)
Agua MiliQ 18 ml
SSC 20X 2ml
Formamida 50% en SSC 2X (15ml)
SSC 2X 7.5ml
Formamida 7.5ml
HCI 2N (50ml)
Agua MiliQ 41.8 ml

HCI 37.5% (p/p)  8.2ml

HCI 1N (15ml)
Agua miliQ 7.5 ml
HCI 2N 7.5ml

Borato de Sodio 0.1M (100ml) pH 8.5
Borato de Sodio 3.81qr.
Agua MiliQ 100 ml

A+B (10 ml)



Reactivo A 254l
Reactivo B 25l
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 II (100ml)
Albumina 39r.
PB0.1 M 90 ml
Filtrar
Azida de sodio (antimicético)  0.025 gr.
Triton X-100 100pl
Aforar a 100ml con PB.
Guardar a4°C

DAB
1gota de reactivo del KIT por cada 2.5 ml de solucion.
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