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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es un desorden motor caracterizado por la pérdida
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta (SNc). El
mecanismo especifico aun no ha sido establecido, pero hay evidencias de que este
proceso degenerativo es mediado por especies reactivas de oxigeno. Por otra parte, el
modelo de 6-OHDA produce la deplecion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de
la via nigroestriatal, células que mueren en la enfermedad de Parkinson. Por lo que se
pretende comparar los efectos de farmacos con propiedades antioxidantes como la
Taurina y la Bromocriptina en nucleo caudado y SNc de ratas lesionadas con 6-OHDA.
Para lo cual se utilizaron 24 ratas macho Wistar, 18 se lesionaron con 8 ug de 6-OHDA
en el haz medial del cerebro anterior. El grupo control (n=6) fue inyectado en el mismo
sitio con 4 ul de solucién vehiculo. Todas las ratas se evaluaron con apomorfina (0.25
mg/Kg i.p.). De las ratas lesionadas 6 fueron tratadas con 0.3 mg/Kg de Bromocriptina,
6 con 43 mg/Kg de Taurina por via oral durante 30 dias y 6 que no recibieron
tratamiento se mantuvieron durante el mismo tiempo. Al termino del tratamiento todas
las ratas fueron sacrificadas y se tomaron fragmentos del ndcleo caudado ipsi y
contralateral a la lesiébn para el andlisis ultraestructural: el diametro del botén
presinaptico, blanco postsinaptico y el numero de sinapsis perforadas. Asimismo se
realizd la técnica inmunocitoquimica para tirosina hidroxilasa (TH) en el mesencéfalo
ventral (SNc) para hacer un conteo de neuronas inmunorreactivas. Tanto el grupo
lesionado como el grupo lesionado y tratado con taurina presentaron alteraciones
ultraestructurales muy evidentes asi como también pérdida significativa de neuronas
inmunorreactivas a TH en comparacion con el grupo control y con el grupo lesionado y
tratado con bromocriptina. Por lo que consideramos que las propiedades antioxidantes
de la taurina, al menos en este modelo, empeoran las condiciones citolégicas del

estriado y sustancia nigra.



INTRODUCCION

La actividad motora esta controlada intrincadamente por la accion de tres regiones
principales del encéfalo: corteza cerebral, cerebelo y ganglios basales. Estas regiones
influyen sobre las motoneuronas bajas, ya sea de manera directa a través del sistema
piramidal o indirectamente a través del sistema extrapiramidal. El sistema piramidal
comprende las vias corticobulbar y corticoespinal. El sistema extrapiramidal esta
compuesto por todas las otras vias de proyeccién que influyen sobre el control motor,
incluyendo los ganglios basales y las vias de proyeccion que van del tallo encefalico a
la médula espinal, por ejemplo: los fasciculos rubroespinal, reticuloespinal,
vestubuloespinal y tectoespinal (Gilmans, 1994). En un principio se pensaba que estos
sistemas eran independientes, hoy se sabe que los circuitos neuronales del sistema
extrapiramidal estan estrechamente conectados con los del sistema piramidal y
cooperan en el control de movimiento. Sin embargo, estos términos se siguen utilizando
clinicamente para denotar enfermedades neurolégicas que influyen en la actividad
motora (Kandel, 2000).

Las enfermedades de los ganglios basales (GB) producen principalmente movimientos
involuntarios. Estos son: temblor (con movimientos involuntarios ritmicos y oscilatorios),
atetosis (movimientos lentos de los dedos, manos y en ocasiones de los pies), corea
(movimientos abruptos de los miembros y de los musculos de la cara), balismo
(movimientos violentos) y distonia (postura persistente de alguna parte del cuerpo que
puede resultar en movimientos grotescos y posturas distorsionadas de cuerpo)
(Velasco, 1986; Joyce, 1993).

Estas enfermedades se pueden dividir en dos grupos principales de acuerdo a sus
caracteristicas clinicas. Asi, se encuentra el sindrome de hiperquinesia hipotonica que
se caracteriza por movimientos involuntarios irregulares los cuales afectan distintas
partes del cuerpo; cuando los musculos estan relajados el tono se encuentra muy
reducido: Este grupo incluye a la corea, la atetosis, el hemibalismo, la distonia y la

enfermedad de Wilson. Asimismo, existe el sindrome de aquinesia hipertonica que esta



caracterizado por reduccion de los movimientos espontaneos y asociados, incremento
en el tono muscular, dificultad para iniciar movimientos, temblor en reposo, pasividad en
los movimientos (aquinesia) y ejecucién lenta en los movimientos (bradiquinesia); a este

grupo pertenece la Enfermedad de Parkinson (EP) (Rinwald y Vigouret, 1988).

En 1817 James Parkinson describié este padecimiento, en su publicacion Essay on the
shaking palsy (Ensayo sobre la paralisis agitante), como movimientos involuntarios con
disminucién de la fuerza muscular en segmentos que estan en reposo. El paciente con
enfermedad de Parkinson desarrolla temblor, rigidez, acinesia y alteraciones de los
reflejos posturales. El temblor generalmente se presenta cuando el paciente esta en
reposo y es la manifestacion inicial mas frecuente, se inicia generalmente en una mano,
y en menor frecuencia en los labios, mandibula, lengua o en una extremidad inferior. El
temblor desaparece durante el movimiento, y reaparece cuando la extremidad vuelve al
reposo; el clasico movimiento de “contar monedas” suele desaparecer cuando el
temblor avanza y se extiende hacia el brazo, con el tiempo suele extenderse a la pierna
del mismo lado y por ultimo a las extremidades contralaterales (Pastor y Tolosa 2001).
La rigidez es causada por el aumento del tono muscular que afecta a todos los grupos
musculares (flexores, extensores, musculos axiales o de extremidades) y se refiere a la
resistencia que presentan algunas partes del cuerpo al movimiento (el miembro del
cuerpo no funciona a pesar de que el sujeto desea que se mueva); Al igual que el
temblor, la rigidez suele ser asimétrica a lo largo de la evolucion de la enfermedad,
aunque en estadios avanzados es casi siempre bilateral (Garcia-Martinez 2003). La
acinesia se manifiesta con dificultad para iniciar y efectuar movimientos secuenciales
voluntarios del tipo mas comun, incluyendo ponerse de pie, caminar, comer, escribir,
entre otros. Las lineas de la cara del paciente son lisas, su expresion es fija, y casi no
hay prueba manifiesta de respuesta emocional espontanea. Alteracion de los reflejos
posturales: postura encorvada del tronco con la cabeza y los hombros caidos, asi como
enlentecimiento de la marcha, los pasos son cortos y arrastrando los pies, los brazos se
mantienen a los lados y no se balancean ritmica ni automaticamente con las piernas
como deberia suceder. Aunque el paciente tiene dificultad para dar los primeros pasos,

una vez iniciada la marcha, los pasos son cada vez mas rapidos, y tiene dificultad para



detenerse cuando ha alcanzado su meta, a esta anormalidad para caminar se le llama

marcha festinante. (Gilman, 1994).

También se han reportado manifestaciones no motoras, asi en los estadios iniciales de
la enfermedad se han encontrado déficit cognitivos leves o moderados afectando la
funcidn visuoespacial, la atencion, y la fluidez verbal (Levin et. al. 1992). La demencia
de la EP sigue un patron de afeccion predominantemente subcortical, la cual puede
afectar al 20-30% de los pacientes en estadios avanzados de la enfermedad (Brown y
Marsden, 1984). Mientras que la depresién es el trastorno afectivo mas frecuente en la
EP y afecta a un 50% de los pacientes; en algunos casos es consecuencia de la
limitacion motora (Gotham et. al. 1986). También son habituales los trastornos del
sueno; es frecuente la reduccion en el suefio de ondas lentas, multiples despertares y

disminucién del suefio REM (Kales et. al. 1971).

La EP despertd gran expectacion a causa de su larga evolucién y de las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas. Charcot, 1880 (en Otero-Siliceo et al. 1996) afirmd que la

enfermedad era mas frecuente en personas mayores de 40 o 50 afios.

En 1986 Hornykiwicz analiz6 cerebros de pacientes con EP y encontré una reduccion
significativa de Dopamina (DA), serotonina y noradrenalina principalmente en el cuerpo
estriado y la substancia nigra (SN). Ademas se puntualizé que de las tres aminas
biogénicas, la mas reducida era la DA. Posteriormente se demostré que las neuronas
que estaban degenerando eran las neuronas dopaminérgicas de la porcion compacta
de la substancia nigra (SNc; Yurek y Sladek, 1990; Gibb y Less, 1991), y pérdida
moderada de la porcién dorsal de la misma (Gibb y Less, 1991). Asi, la EP se
caracteriza anatomopatolégicamente por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
SNc, con tipicas inclusiones eosinofilicas intracitoplasmaticas, denominados cuerpos de
Lewy (Otero-Siliceo en Oero-Siliceo, 1996) los cuales estan constituidos por
neurofilamentos que se acumulan tras su fragmentacién y fosforilacién anormal (Lopez-
Pousa et. al. 2003). En el estriado se observan alteraciones ultraestructurales: las

dendritas de estas neuronas estan hinchadas y con marcado decremento de espinas



dendriticas (McNeill et. al. 1988), también se observa disminucion en el porcentaje en
los botones sinapticos que contienen vesiculas granulares pequefas (Hokfelt y
Ungerstedt, 1969), asi como alteracion en el tamano de los botones sinapticos (Avila-
Costa et. al.1998) presencia de cuerpos multivesiculares, mitocondrias hinchadas y
células obscuras (Jedrzejewska et al, 1990), cambios en los tipos de contactos
sinapticos (Forno y Norville, 1979; Ingham et al, 1993; Avila-Costa et. al.1998) ademas
de la proliferacion astrocitica, degeneracion axonica y neuritas densas (Forno y Noville
1979; Machado, 1990). Ademas se observa disminucion de la serotonina y
norepinefrina (Bernheimer et. al. 1973; Langston et. al. 1987); decremento de la
actividad de las enzimas biosintéticas de catecolaminas, la tirosina hidroxilasa (TH) y la
dopa descarboxilasa (Lloyd et. al. 1975; Waters et. al. 1988; Pickel et. al. 1992a).
Aumento de acetilcolina, la cual incrementa su accién cuando desciende el nivel de
DA ( Segura et. al. 2003). Ademas se observa pérdida de inmunoreactividad a

encefalinas y dinorfinas en la SN de estos pacientes (Waters, 1988).

El umbral exacto de la disfuncién dopaminérgica nigroestriatal para la expresién clinica
del parkinsonismo aun no es conocida, ya que la pérdida de las neuronas nigrales
empieza varios anos antes de que la enfermedad se manifieste. Por lo que se ha
propuesto que la EP existe varias fases (Barrio et. al. 1997); 1) un estado libre de
enfermedad en donde los factores de riesgo estdan presentes; 1lI) una fase
presintomatica o subclinica caracterizada por la iniciacion y progresiéon de la
enfermedad, la cual es debida a mecanismos compensatorios para la supervivencia de
las neurona de la SNc y también de las células postsinapticas en el estriado que
ayudan a mitigar la pérdida progresiva de la inervacién dopaminérgica (Anglade et. al.
1995), se ha reportado un aumento metabdlico del recambio de DA, y por lo tanto una
elevada actividad de las neuronas dopaminérgicas remanentes, asi como un
incremento de la densidad de los receptores dopaminérgicos postsinapticos
(sensibilizacién) (Seeman P. y Niznik. 1990). Presumiblemente el sistema nigroestriatal
tiene una considerable capacidad para resistir un déficit dopaminérgico de mas del 50%
sin presentar manifestacion clinica y lll) la fase sintomatica donde la enfermedad cruza

el umbral, cuando el grado de deficiencia dopaminérgica no permite mantener la funcién
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normal, se ha observado que los sintomas clinicos aparecen cuando el 80% de las

neuronas dopaminérgicas se han pérdido (Pery y Young 1986, Hornykiewicz, O. 1986)

Asi, la EP se caracteriza por un problema clinico mayor causado por la disminucion de

DA en el cuerpo estriado, como resultado de una severa degeneracion de la via

dopaminérgica nigroestriatal. Por lo tanto se han establecido numerosas hipétesis para

tratar de explicar el origen de esta enfermedad. De las cuales éstas son sélo algunas.

a)

Es resultado de un proceso fortuito, es decir la disminucién de neuronas
dopaminérgicas se relaciona con el envejecimiento normal y que puede ser
acelerado por una accion acumulativa de dafos repetidos de la vida diaria (virus,
toxinas, trauma cerebral, etc.), a este concepto se le conoce también como la

hipotesis de envejecimiento acelerado (Appel, 1981).

Es causada por un defecto en el mecanismo de reparacion del acido
desoxirribonucleico (DNA). Se postula que ocurre una mutacién somatica en la
embriogénesis temprana, lo cual causa una acumulacién gradual de dafo

neuronal (Barbeau et. al. 1982 en Otero-Siliceo, 1996).

En la EP, el estrés oxidativo es inducido por la produccién de radicales libres
generados por el metabolismo de la DA (Lange, 1994; Yamamoto, 1998;
Shoulson, 1998; Cassarino y Bennet, 1999; lidia et. al. 1999; Molina-Arjona et. al.
1999).

ETIOLOGIA

La etiologia especifica de la EP aun no es clara, estudios epidemiolégicos indican un

gran numero de factores que pueden incrementar el riesgo de desarrollar dicha

enfermedad (Tanner y Langton 1990).
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v' Edad: La EP puede afectar a toda la poblacién sin importar su edad, contrariamente
a lo que se cree, no se trata de una patologia exclusiva de las personas mayores,
aunque es cierto que la mayoria de los enfermos superan los 60 afos (Checkoway
y Nelson, 1999). Cuando la EP se inicia antes de los 40 anos se define como
«enfermedad de Parkinson de inicio temprano», y se presenta con las mismas
caracteristicas que en los pacientes de mas edad. La enfermedad de «inicio juvenil»
(antes de los 20 afios) se diferencia por una mayor frecuencia de historia familiar de

EP y por la presencia de distonia al inicio (Muthane, 1994).

v Sexo: En afos recientes, estudios epidemiolégicos han marcado diferencias
sexuales en la incidencia de ciertas enfermedades neurolégicas. Se ha demostrado
que hay un marcado dimorfismo sexual en la incidencia de la EP, encontrando una
mayor susceptibilidad en los hombres comparado con las mujeres (Cuende y Baylin
1998; Murray, 2003). Li et. al. (1985) reporta una prevalencia en varones tres veces

superior a la de las mujeres.

v' Genética: A finales del siglo XIX, Charcot (en Otero-Siliceo et al. 1996) observé una
alta frecuencia en antecedentes familiares en personas afectadas por la EP. Desde
entonces se sugiri6 la importancia de una posible base genética de dicha
enfermedad. Un gran numero de familias han sido identificadas, donde sus
miembros, en distintas generaciones sufren de EP (Wood, 1998). Recientemente la
EP se ha ligado a la regién g-21-23 del cromosoma 4 en una familia Italo-americana,
estos pacientes relativamente jévenes, desarrollaban los sintomas clinicos y
patolégicos de la EP incluyendo los cuerpos de Lewy, dicha mutacién fue detectada
en el gen que codifica para la proteina a-sinucleina (Polimeropoulos et. al. 1997).
Se considera a esta proteina un componente fundamental de los cuerpos de Lewy
(Spillantini et. al. 1997). Por otra parte, el gen responsable del parkinsonismo juvenil
autosomico recesivo AR-JP Parkin, esta situado en el locus cromosémico q 25.2-27.
Diversas mutaciones patogénicas en este gen como deleciones, sustituciones o

multiplicaciones en varios exones se han identificado en pacientes con EP familiar
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con herencia autosémica recesiva en familias de origen japonés (Kitada et. al.

1998), europeas y africanas (Tassin et. al. 1998).

v" Factores ambientales: Diversos estudios han encontrado una asociacion entre la EP
y determinados factores ambientales, como son: habitar en ambiente rural, consumo
de agua de pozo, exposicion a pesticidas y a preservativos de la madera (factores
que reflejan la posible exposicion a compuestos neurotoxicos) (Gorell et. al. 1999).
La exposicidn prolongada a cobre y manganeso o la exposicion combinada a plomo,
cobre y hierro, se han relacionado con mayor riesgo para presentar EP. (Olanow y
Tatton, 1999). La principal evidencia de un factor ambiental de la EP esta
relacionado con la toxina MPTP (1-metil-4-fenil,2,3,6-tetrahidroxipiridina) Adictos a
drogas quienes tomaban MPTP desarrollaban este sindrome que resemblaba
estrechamente a la EP, tanto clinica como patolégicamente (Langston et. al. 1983).
El MPTP induce toxicidad a través de su conversion en los astrocitos al ion
pyridinium (MPP*) en una reaccion catalizada por la monoaminoxidasa B (MAO-B)
(Singer et. al. 1987).

PATOGENESIS.

v' Defectos no basicos han sido detectados en los niveles de acido ascérbico, a-
tocoferol, catalasa o glutatién peroxidasa. La actividad de la super oxido dismutasa
(MnSOD) se encuentra elevada; mientras que se ha descrito una disminucion
selectiva de la forma reducida del glutation (GSH) en la SNc en los pacientes con
EP, estos niveles reducidos no han sido detectados en otras areas del cerebro ni
han sido reportados en ningun otro desorden degenerativo. La reduccion del GSH
puede deteriorar la eliminacion del H,O, y promover la formacion de OH®,

particularmente en presencia de fierro (Jenner y Olanow, 1996).
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v" Un decremento selectivo de un 30-40% en la actividad del complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial ha sido encontrada en la SNc (Schapira et. al. 1990), al
igual que en plaquetas y musculo de pacientes con EP (DiMauro 1993). Dicho
defecto puede contribuir a la degeneracion celular en la EP debido al decremento en
la sintesis de ATP y un defecto bioenergético, o mediante la generacién de radicales
libres directamente en este sitio, o como un incremento compensatorio de la
respiracion en el complejo Il. Otra posibilidad es que el defecto del complejo |
produzca apoptosis, ya que hay evidencias de que la reduccion en el potencial de
membrana mitocondrial como resultado del dafio en la bomba de protones puede
llevar a la apertura del poro de permeabilidad transitorio mitocondrial y liberar

pequefas proteinas que sefalizan el inicio de la apoptosis (Olanow y Tatton 1999).

v' Se ha observado que tanto el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y el
factor neurotrdfico ciliar (CNTF) protegen a las neuronas de la SNc de ratas, de la
transeccion de los axones nigroestriatales (Lin et. al. 1993). El GDNF ha demostrado
que promueve la sobrevivencia y crecimiento de las neuronas nigroestriatales en
ratones y monos lesionados. En un estudio de hibridacion in situ no se encontraron
niveles detectables de RNAm para la expresion de GDNF en cerebros obtenidos de
enfermos de Parkinson. Es poco probable que la disminucion en la expresion de
GDNF inicie la perdida de neuronas dopaminérgicas, sin embargo reduce un
importante mecanismo de defensa contra dafos, y de esta manera contribuye a la

degeneracion celular (Olanow y Tatton 1999).

v Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que se unen a secuencias de DNA
y que modulan la expresién de los genes. Los FT se localizan en el citoplasma de
forma inactiva, tras un estimulo determinado ya sea Ca®, especies reactivas de
oxigeno (ROS) o factores troficos se activan y translocan al nucleo. Entre los FT
destaca el factor nuclear k-B (Nfk-B) (Segura 2003). Los niveles de interleucina 113
(IL-1R), interferon y (INF-y), vy el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en la SNc de
pacientes con EP estan incrementados de un 760-1570% en comparacion con los

controles. La activacion de los receptores TNF-a esta asociado con la translocacién
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nuclear del Nfk-B con el desarrollo de apoptosis en neuronas dopaminérgicas en
cultivo. Ademas en pacientes con EP hay un incremento de 70 veces la
translocacion del Nfk-B, lo cual sugiere que la activacion del TNF-a al igual que
mecanismos parecidos de transduccion pueden jugar un papel similar en la

neurodegeneracioén que ocurre bajo estas condiciones (Hunot et. al. 1996).

La excitotoxicidad es una causa establecida de la neurodegeneracion que ha sido
implicada en la EP basada en dos posibles mecanismos. El primero resulta del
incremento en la formacion de glutamato. Las neuronas de la SNc son ricas en
receptores para glutamato, y reciben una extensa inervacion glutamatérgica de la
corteza y del NST, en la EP la falta de dopamina provoca la desinhibicién del NST lo
cual incrementa la tasa de disparo en las aferencias excitatorias a la SNc,
provocando dafo excitotoxico (Rodriguez et. al. 1998). Un segundo mecanismo
sugiere que la reduccion de la energia por defecto del complejo | mitocondrial,
resulta en la pérdida del Mg-bloqueador dependiente de ATP de los receptores
NMDA, lo cual permite que una concentracion fisiolégica de glutamato medie el flujo
de Ca" al interior de la célula (Olanow y Tatton 1999). El Ca” es un ion fundamental
en procesos intracelulares, interviene en la produccion del potencial de accion, la
liberacion de neurotransmisores, la plasticidad neuronal y probablemente la
formacion de memoria. Sin embargo la entrada masiva de Ca* o el fallo de los
mecanismos que regulan su concentracion intracelular, desencadenan una serie de
acontecimientos que conllevan a la muerte neuronal (Yu et. al. 2001). Ya que dicho
aumento puede conducir a la activacion de rutas moleculares, entre las que se
incluyen a las proteincinasas, las fosfolipasas A2, la oxido nitrico sintasa y las

proteasas (Segura et. al. 2003).

Estrés oxidativo: las reacciones de oxido-reduccién, son reacciones bioldgicas
esenciales y necesarias que conducen a la formacion de diferentes compuestos en
los procesos metabdlicos celulares. Estas involucran la transferencia de electrones y
pueden generar productos conocidos como radicales libres (RL) o especies

reactivas de oxigeno (ROS) los cuales son especies quimicas que contienen un
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electron no pareado (Gonzalez-Fragela et. al. 1998). La produccion de especies
reactivas de oxigeno, entre ellas radicales libres y H»0O,, es un proceso natural
inevitable y constante, todas las células independientemente de su tipo estan
produciendo permanentemente estas moléculas con electrones desapareados los
cuales son productos normales del metabolismo aerdbico celular proveniente de la
cadena respiratoria mitocondrial. En condiciones metabdlicas normales, existe un
balance entre los eventos oxidativos (producto de los radicales libres) y los sistemas
de defensa (antioxidantes; Cadet y Brannock 1998). Cuando este balance no se
mantiene, ya sea por una pérdida o disminucion del sistema protector o por el
aumento en la produccion de los radicales libres, el tejido entra en “estrés oxidativo”;
dicho estado provoca la destruccion indiscriminada de macromoléculas celulares
como proteinas, ADN, carbohidratos y peroxidacion de lipidos con la consecuente
pérdida progresiva de la fluidez membranal, reduccion del potencial de membrana y
aumento de la permeabilidad de iones como el calcio (Ca**) (Oyama et al. 1996;
Clarke, 1999; Leist y Nicotera, 1999).

El cerebro es extremadamente vulnerable al dafno por ROS debido a su alto
requerimiento metabdlico de oxigeno; contiene una alta concentracion de acidos
grasos poliinsaturados y a que hay fierro en altas concentraciones en algunas areas
(Finotti et. al. 2000). Asi la sobreproduccion de radicales libres ataca y dafia
irremediablemente el tejido neuronal, contribuyendo de manera directa o sinérgica a
con los procesos neurodegenerativos (Segura et. al. 2003). Aunque las neuronas
poseen mecanismos de defensa altamente efectivos de reduccion y remocion,
responsables de contrarrestar los efectos toxicos de los ROS, éstos incluyen a la
superéxido dismutasa (SOD) la cual remueve O, y produce H,O2, que a su vez, es
removido por la glutation peroxidasa (GSH-Px) o la catalasa, ademas la quinona
reductasa que utiliza el NADPH o NADH para reducir las quinonas (productos
oxidados de los compuestos con una estructura catecol) a hidroquinonas,
compuestos menos toxicos (Cardenas 1994). Ademas de un segundo sistema no
enzimatico como la vitamina E “a tocoferol” y la vitamina C “acido ascorbico” (Sies
1992).
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En la EP el estrés oxidativo ha recibido la atencién principal, debido al potencial que
tiene la DA para oxidarse (figura 1) y formar H,O, y otras especies reactivas de
oxigeno (ROS). Asi el estrés oxidativo y la consecuente muerte neuronal se puede
desarrollar en la SNc cuando: a) incrementa el recambio de DA, resultando el un
exceso en la formacion de peroxido, b) deficiencia de la glutation peroxidasa, por lo
que disminuye la capacidad de limpiar H,O2, 6 ¢) un incremento en el fierro reactivo,
el cual promueve la formacion de OH*® (Olanow y Tatton 1999), en la actualidad no
se conoce ningun sistema enzimatico o de proteccion posible para la eliminacion
del OH*®, excepto la que provee la evolucion de la vida, el continuo recambio celular
de las moléculas dafadas, ello implica que una vez que se forma el dafio celular es
inminente, a no ser de la actividad eficiente de la célula para eliminar al H,O,

(Gonzales-Fragela et. al. 1998).

Durante su autoxidacion, la DA es convertida a semiquinona “SQ” y anion
superéxido “O7” (1), el cual puede reaccionar con otras moléculas de DA y formar
SQ y peroxido de hidrogeno “H,O,” (2) o reaccionar con o6xido nitrico y formar el
altamente toxico peroxinitrito “ONOO™ (4). El H,O, también es formado mediante el
metabolismo enzimatico de la DA por la monoaminoxidasa “MAQ” (3), asi el H;O»
generado durante estas reacciones en presencia de Fe?* (5), genera radical hidroxilo

“OH®” a lo cual se le denomina reaccion de Fenton, (Barzilai et. al. 2001).

1) DA+0, > Q'+0, +H"

2) DA+0O, +2H" > Q"+ H,0,

3) DA+0O,+H,0—"0°8 y34_DOPAA+NH, +H,0,
4) 0O, + NO——ONOO"

5) H,0,—F2F s*OH + OH -
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Figura 1: interaccion de la dopamina y el glutamato en la degeneracion del sistema dopaminérgico

nigroestriatal (Cadet y Brannock, 1998)
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Como ya se mencion0 anteriormente, la EP es reflejo de alteraciones en los ganglios
basales. Los cuales son considerados el mayor eslabon subcortical entre las areas
sensoriales y motoras de la corteza cerebral y, al igual que el cerebelo son un sitio de
convergencia e integracion de diversas aferencias. La importancia de los ganglios
basales es la integracion sensoriomotora, que se hace evidente al observar los déficit
de movimiento, postura y tono muscular que presentan los pacientes con desérdenes

de estos nucleos (DelLong, 1974).
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GANGLIOS BASALES.

El término ganglios basales, es utilizado para referirse a un grupo de nucleos anatémica
y funcionalmente relacionados, localizados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo.
Este grupo de ndcleos incluye al: Nucleo estriado (NE) que en los primates esta dividido
por la capsula interna en una porcion dorsomedial (nGcleo caudado) y en una porcion
ventrolateral (putamen) los cuales son considerados como los nucleos de entrada de
los ganglios basales. El nucleo caudado y el putamen se desarrollan de la misma
estructura mesencéfalica, por lo que estos nucleos se componen del mismo tipo de
células (Carpenter, 1976, 1981); nucleo subtalamico (NST) el cual se encuentra en la
region ventral del diencéfalo, en la unién con el mesencéfalo (DeLong y Georgopoulus,
1981; Carpenter, 1976); globo palido (GP) compuesto por el segmento interno (GPi) y el
externo (GPe) (Reiner et. al. 1984); en el mesencéfalo se encuentra la substancia negra
(SN) dividida en una regién ventral denominada pars reticulata (SNr) y una region
dorsal pars compacta (SNc) la cual esta compuesta por células dopaminérgicas cuyos
cuerpos neuronales contienen neuromelanina, este pigmento obscuro, el cual parece
ser un polimero de la DA o de sus metabolitos, da a la SN su nombre, pero su funcién
es aun desconocida (Coté y Crutcher, 1991). El Gpi y la SNr constituyen los principales
ndcleos de salida de los ganglios basales (Carpente, 1976,1984; Alexander y Crutcher,
1990).

La complejidad del estriado, entre todas las estructuras de los ganglios basales, es
ejemplificada por la rica diversidad de neurotransmisores que se han detectado, ya sea
entre las neuronas estriatales o entre las aferencias del estriado. Las evidencias
muestran que las neuronas estriatales contienen GABA , acetilcolina, substancia P,
somatostatina y péptidos opiaceos, mientras que las aferencias incluyen aquellas que
contienen glutamato (provenientes de la corteza), DA (de la SNc) y 5-hidroxitriptamina
(del rafe dorsal) (Hattori et. al. 1976; Herrera-Marschitz et. al. 1986; Sandler et. al. 1987,
Voorn y Bujis, 1987; Reiner y Anderson, 1990; Stoof et. al. 1992; Picket et. al. 1992b;
McGeer y Mcgeer, 1993; Ostergaard, 1993; Angulo y Mc Ewen, 1994; White et. al.

1994). Las fibras cortico-estriatales provienen de toda la corteza (Kemp y Powell, 1970);
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en los primates, la corteza prefrontal proyecta al nucleo caudado, mientras que la
corteza sensoriomotora proyecta al putamen (DeLong y Georgopoulos, 1981; Alexander
y Crutcher, 1990). Por lo que se ha sefalado que las funciones motoras de los ganglios
basales, se llevan acabo principalmente mediante el putamen y las funciones cognitivas

mediante el nucleo caudado (Coté y Crutcher, 1991; Robbins y Everitt, 1992).

Estudios celulares con tincién de Nissl, revelan la existencia de aproximadamente 111
millones de neuronas en el estriado de humano (Fox et. al. 1975). De las cuales se han
descrito siete tipos neuronales ( Chang et. al. 1982a; DiFiglia et. al. 1976; DiMova et. al.
1980; Chang y Kitai 1982b; Graverland et. al. 1985). Se ha reportado (Wilson, 1998)
que la mayor composicion celular (aprox. 95%) en el estriado esta dado por las
llamadas “neuronas espinosas medianas de proyeccion” las cuales se caracterizan
principalmente por presentar una gran densidad de espinas que cubren a las dendritas.
Estas células tienen un cuerpo celular de entre 12-20um de diametro,
ultraestructuralmente presentan un ndcleo relativamente grande con pocas
indentaciones y agregados de cromatina en la membrana nuclear, también presentan
poca cantidad de citoplasma y pocos organelos (Fox et al. 1975) Ademas presentan de
25-30 ramificaciones dendriticas que irradian en todas direcciones, presentando un
radio de 300-500 um (Wilson, 1998), las cuales son lisas en sus primeras 30 um, de ahi
se ramifican y presentan numerosas espinas dendriticas. Otra caracteristica de estas
neuronas es que su axon colateral se distribuye en la misma area que su arbol
dendritico (Bishop et al. 1982; Wilson y Groves, 1980). Aunque su morfologia es
homogénea, ademas de contener &cido gamma aminobutirico (GABA) como
neurotransmisor, expresan diferentes neuropéptidos (Penny et. al. 1986), incluyendo
substancia P (Christenson-Nylader et. al. 1989) y dinorfina (Davies y Dray, 1976).
También se ha reportado otro tipo de neurona espinosa menos comun, que tiene pocas,

pero largas ramificaciones dendriticas (Bolam et. al. 1981; Graveland et. al. 1985).
El 5% restante de la poblacion total del estriado esta conformado por varios tipos de

neuronas (interneuronas), cuya caracteristica principal es la de carecer de espinas

dendriticas. Se han identificado de 7-8 tipos de interneuronas en base a su morfologia,
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aungque tres son las mejor detalladas, de acuerdo al tipo de neurotransmisor y

neuromodulador que expresan, caracterizandose estructural y funcionalmente como:

1. Interneuronas gigantes colonérgicas, que representan el 2% de la poblacién total en
el estriado (Bolam et. al. 1984; Wilson, 1998).

2. Interneuronas en forma de canasta que contienen GABA/parvoalbumina, ademas se
incluye también otro grupo de interneuronas que contienen GABA/calretinina, sin
embargo este tipo de neurona no esta caracterizada en detalle (Wilson, 1998).

3. Interneuronas que contienen somatostatina/oxido nitrico sintetaza, que representan
1-2% de la poblacion total (DiFiglia et. al. 1982; Kawaguchi et. al. 1995; Wilson,
1998).

ORGANIZACION FUNCIONAL

Existen evidencias de que las funciones de los ganglios basales no solamente incluyen
aspectos sensoriomotores de programacion de movimientos también estan
involucrados en aspectos de planeacion de los movimientos, seleccion y memoria
motora (Albin et. al. 1989; De long y Georgopoulos, 1981; Coté y Crutcher, 1991;
Graybiel, 1990a; Alexander y Crutcher, 1990; Parent y Hazrati, 1995).

Las complejas conexiones de los ganglios basales se pueden simplificar en base a
circuitos intrinsecos, los cuales estan organizados funcional y estructuralmente, ademas
aparentemente trabajan en paralelo y estan funcionalmente segregados,
relacionandose corteza-ganglios basales-tadlamo-corteza. A la fecha se conocen 5
circuitos principales:

1. Circuito motor, que proyecta a regiones corticales motores precentrales, talamo,
ndcleos ventral lateral pars oralis, ventral anterior pars parvocellularis, y ventral
anterior pars magnocellularis.

2. Circuito 6culomotor, que proyecta a regiones corticales visuales frontal,
suplementaria y talamo.

3. Circuito prefrontal, que proyecta a la corteza prefrontal dorsolateral y talamo.
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4. Circuito orbitofrontal lateral, que proyecta hacia la corteza prefrontal oOrbitofrontal
lateral y al tAlamo.

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

CIRCUITO MOTOR

El circuito motor, corteza-ganglios basales-talamo-corteza (Figura 2) es visto como una
via de reentrada, a través de la cual, la inervaciébn proveniente de las areas
sensoriomotoras de la corteza precentral y postcentral (area motora suplementaria,
corteza promotora, corteza motora y corteza somatosensorial) van de regreso a ciertas
areas motoras precentrales después de procesos intermedios dentro de los ganglios
basales y el talamo (Alexander y Crutcher 1990; Wichmann y DelLong, 1993).
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Figura 2.- (A) Modelo esquematico que ilustra el circuito motor normal (Corteza-ganglios basales-
talamo-corteza). El estriado el cual es considerado el nicleo de entrada a los ganglios basales, modula
la actividad de GPi/SNr (ndcleos de salida) mediante dos vias paralelas, directa (Dir) e indirecta (Ind).
La via directa proyecta del estriado al Gpi/SNr, mientras que la via indirecta proyecta del estriado al
GPe y este al STN antes de alcanzar al GPi/SNr. Debido, al hecho de que los receptores D; y D, actlan
diferencialmente sobre la via directa e indirecta, el resultado de una entrada dopaminérgica apropiada
al estriado, produce la inhibicién de GPi/SNr y asi facilita la actividad del sistema motor talamo-
cortical. Las conexiones excitatorias estdn marcadas por (+) y las inhibitorias por (-). (B) Modelo
esquematico que ilustra el circuito motor en la Enfermedad de Parkinson, asi como la lesion de la via
nigroestriatal. La deplecién de Dopamina a el estriado, provoca la reduccion de la actividad de la via
directa, y la hiperactividad glutamatérgica del SNT, que se traduce en un aumento de la accién
inhibitoria de los nicleos de salida GPi/SNr causando la depresion del sistema talamo-cortical; lo cual
es la posible causa de los sintomas parkinsénicos. El resultado de las alteraciones que se presentan
después de la pérdida dopaminérgica en todo el circuito, esta indicado por el grosor de las flechas
(Bjarkam et. al. 2001).
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Las areas especificas de la corteza envian proyecciones glutamatérgicas (y
posiblemente aspartérgicas) excitatorias (Sandler, et. al. 1987; Bolam e lzzo 1987,
Graybiel, 1990a; Carlsson y Carlsson, 1990; McGeer y McGeer, 1993) a regiones
especificas del estriado (caudado y putamen), los cuales representan los nucleos de
entrada de los ganglios basales. Por otra parte, los niucleos de salida de los ganglios
basales (Gpi y SNr) ejercen efectos inhibitorios mediados por GABA sobre los nucleos
del tAlamo (Albin et. al. 1989; Alexander y Crutcher 1990; Graybiel, 1990a; McGeer y
McGeer, 1993; White et. al. 1994). Dentro de cada circuito, dicho flujo inhibitorio esta
modulado por dos vias opuestas pero paralelas, que van desde el estriado hasta los

nacleos de salida de los ganglios basales (Alexander y Crutcher 1990).

El circuito motor incluye una via "directa" que inicia en el estriado, cuyas eferencias
inhibitorias, las cuales contienen GABA y substancia P, proyectan directamente a los
nacleos de salida (Gpi/SNr) (Hong et al. 1977; Brauth et. al. 1983, Christensson-
Nylander et. al. 1986; Reiner y Anderson, 1990; Alexander y Crutcher, 1990). La
activacion de esta via tiende a desinhibir la etapa talamica del circuito (Alexander y
Crutcher, 1990; Coté y Crutcher, 1991). Cada circuito también incluye una via
"indirecta”, en la cual, las neuronas estriatales de proyeccion que contienen GABA y
encefalina (DiFiglia et al. 1982; Weber, 1982: Bolam et al. 1983; Reiner y Anderson,
1990; Alexander y Crutcher, 1990; Coté y Crutcher, 1991; Graybiel, 1990b; McGeer y
McGeer, 1993; Angulo y McEwen, 1994), proyectan al GPe (Graybiel y Ragsdale,
1983), ahi las eferencias GABAérgicas del GPe proyectan al NST cuyas proyecciones
glutamatérgicas excitatorias conectan con los nacleos de salida (Nakanishi y Kita, 1987;
Smith y Parent, 1988). La tasa espontanea de descarga de las neuronas del GPe ejerce
una influencia inhibitoria sobre el NST. La activacion de la proyeccion inhibitoria
GABA/encefalina, proveniente del estriado, tiende a suprimir la actividad de las
neuronas del GPe y por lo tanto a desinhibir al NST, incrementando la excitacién sobre
los nucleos de salida e incrementando la inhibicion sobre los nudcleos del talamo
(Alexander y Crutcher, 1990; Cote y Crutcher, 1991).
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Asi, la activacién de ambas vias produce efectos opuestos, es decir al incrementar la
actividad de las neuronas de la via directa, se inhibe tonicamente a las neuronas de los
nucleos de salida, disminuyendo la inhibicién de las neuronas del tAlamo. Mientras que
al incrementar la actividad de las neuronas de la via indirecta, se inhibe tonicamente la
actividad del GPe, este decremento conlleva a la desinhibicién de las neuronas del NST
y éstas a su vez incrementan la actividad de las neuronas de los nucleos de salida,
inhibiéndose las neuronas del talamo (Alexander y Crutcher 1990; DeLong 1990; Smith
et. al. 1998).

Por otra parte, la DA en el estriado parece que tiene efectos diferenciales sobre la
actividad de las vias directa e indirecta (Gerfen y Young, 1988; Gerfen, 1992),
facilitando la transmisién de la via directa y decrementando la actividad de la via
indirecta. Esta actividad diferencial de la DA esta posiblemente regulada por los
diferentes tipos de receptores que hay, de los cuales se han encontrado al menos 7
subtipos de receptores genéticamente diferentes, divididos en dos familias: D; (D1, Ds) y
D, (D3, D4, Dic y Dip) (Schwartz et al. 1992, Sidhu 1998; Missale et. al. 1998), en donde
los receptores D, se han encontrado en las neuronas que proyectan al GPe y los
receptores D; en las neuronas que proyectan al GPi (Gerfen, 1992) bajo condiciones
normales, la actividad de la via directa incrementa las eferencias de los ganglios
basales hacia las neuronas tdlamo-corticales (figura 1A), las cuales a su vez, modulan
la actividad de las areas motoras precentrales (Wichmann y DelLong, 1993). La
influencia de la inhibicion ténica de las eferencias de los ganglios basales sobre la
actividad de las neuronas talamo-corticales, podrian ayudar a suprimir el movimiento,
mientras que la reduccion fasica de las eferencias de los ganglios basales, permitiria la

actividad motora voluntaria.
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CONSECUENCIAS DE LA DEPLECION DOPAMINERGICA.

Las consecuencias de la deplecion de DA mediante la lesién unilateral de la via
nigroestriatal con 6-OHDA, produce la alteracion en la integracion de respuestas

motoras.

FUNCIONALES.

La denervacién dopaminérgica estriatal provoca que aumente la densidad de los
receptores D, y la disminucion de los receptores D; (Joyce 1991) estas alteraciones
inducen cambios funcionales dentro de la circuiteria de los ganglios basales (Albin et.
al. 1989; Calabresi et. al. 1993). Se ha propuesto que debido a que la DA ejerce
funciones diferenciales sobre la frecuencia de disparo en las neuronas espinosas de
proyeccion, en la via directa se decrementa esta actividad, mientras que en la via
indirecta aumenta esta frecuencia de disparo (DelLong 1990; Greenamyre 1993;
Calabresi et. al. 1993).

NEUROQUIMICAS.

La deplecion de la DA altera la expresion del RNAm de algunos neuropéptidos y
neurotransmisores (Sivam et. al. 1987); se incrementa la concentracion de RNAm del
GABA, preproencefalina y serotonina (Descarries et. al. 1992). Asi mismo aumentan,
por un lado los niveles de RNAm de preproencefalina-A (PPE-A) (Via indirecta) y por
otro lado disminuyen los niveles de preproencefalina-B (PPE-B) (via directa) (Henry et.
al. 1999). También se ha observado que se incrementa la liberacién de acetilcolina y
aumento en los sitios de recaptura (DeBoer et. al. 1993) asimismo se pierde el control
inhibitorio que ejerce la serotonina sobre la liberacion de acetilcolina (Joyce 1991).
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ULTRAESTRUCTURALES

Ingham y cols (1991 y 1993) lesionaron ratas e hicieron un analisis a los 12, 26 dias y
13 meses después de la lesion, reportando que el estriado denervado presenta un
mayor numero de contactos axodendriticos, ademas los botones sinapticos son mas
grandes, comparados con los animales control desde los 12 dias poslesion. También
reportaron que los animales control (sin lesion) de 13 meses de edad presentaron el
mismo incremento en el tamafio de los botones sinapticos que en los animales
lesionados. Estos autores indican que las alteraciones que encontraron en los animales

control, son inherentes a las alteraciones que se observan en la vejez.

En estudios realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado, que muestras de
nacleo caudado de pacientes con EP (Colin 1994), asi como ratas con deplecion
dopaminérgica a diferentes tiempos postlesion (Avila-Costa 1996; Avila-Costa 1998),
presentan un aumento en el tamafio de los botones presinapticos, cambios en los
blancos postsinapticos, aumento en el nimero de sinapsis perforadas, asi como
degeneracion neuronal, estableciéndose una correlacion entre el desarrollo natural de
la EP y lo que se observa cuando se inducen estas alteraciones dentro del nucleo
caudado mediante el empleo de la 6-OHDA. Mas aun, 40 dias después de la lesién no
sOlo se observan las alteraciones en el caudado ipsilateral (lesionado) anteriormente
descritas, si no que también el caudado contralateral (no lesionado) presenta
alteraciones ultraestructurales, llegando a la conclusion de que dicho caudado no puede

ser tomado como control.
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MODELOS EXPERIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.
El estudio del Sistema Nervioso desde hace mucho tiempo, se ha realizado mediante

investigacion analoga en animales de laboratorio bajo procedimientos generales que

posibilitan la demostracion de ciertos padecimientos. El experimento puede constar en
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producir por algin medio una lesidn especifica, que permitira demostrar que la ausencia
de cierta area provocara ciertas alteraciones (Avila-Costa, 1996), o la utilizacion de
ciertas substancias quimicas neurotéxicas que permiten estudiar los mecanismos
basicos que regulan la funcion neural tanto a nivel celular, molecular o conductual de
diferentes organismos, la finalidad de estos modelos es recrear algunos de los eventos

gue suceden en las enfermedades neurodegenerativas (Anaya 1997).

El desarrollo de agentes quimicos que selectivamente destruyen neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales en animales de laboratorio, proporcioné0 un nuevo
periodo de investigacion en el area. Entre las neurotoxinas selectivas, que han sido
utilizadas en animales experimentales, se encuentran la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y
el 1-metil-4,fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Winn 1991).

Los modelos animales de la degeneracion nigral, han tenido gran importancia, ya que
se puede definir la naturaleza anatomica, ultraestructural, fisiol6gica, bioquimica vy
conductual de esta degeneracion. La alteraciobn dopaminérgica, puede ser evaluada de
diversas maneras: cuantificando la reduccion de células de la SNc, midiendo la
actividad de la Tirosina hidroxilasa (TH) (enzima Ilimitante en la sintesis de
catecolaminas), midiendo la concentracién de dopamina en el estriado (Alexi et. al.
2000).

MODELO CON MPTP.

El MPTP es una toxina que afecta a las mitocondrias, causando destruccién selectiva
de las neuronas de la SNc. EI MPTP es convertido al ion MPP™, el cual es reconocido y
tomado por el sistema de recaptura de DA de alta afinidad de las neuronas
dopaminérgicas (Alexi et. al. 2000). Una vez incorporado este ion dafia el complejo | de
la cadena respiratoria mitocondrial induciendo muerte celular (Sonsalla et. al. 1992,
Alexi et. al. 2000). La administracion sistémica de MPTP reduce entre el 80 y 85% el
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namero de neuronas dopaminérgicas, al igual que de la concentracion de DA y sus

metabolitos (Langston et. al. 1984; Hallman et. al. 1985).

En monos la infusion unilateral de MPTP, a través de las arterias carétidas produce
hemiparkinsonismo, el cual se caracteriza por presentar rigidez de los miembros,
temblor en reposo, bradiquinesia, dificultad para iniciar movimientos y heminegligencia
(Burns et. al. 1983) ademas de presentar giro espontaneo ipsilateral, que puede ser
revertido con la aplicacion sistémica de agonistas dopaminérgicos (Davis y Dray 1979;
Bankiewicz et. al. 1986). La administracion sistémica bilateral de MPTP en monos,
provoca severas deficiencias motoras como la bradiquinesia, aquinesia, rigidez
muscular, temblor y postura encorvada, sintomas semejantes a los que presentan las

personas con EP (Langston et. al. 1984; Carlman et. al. 1991).

MODELO CON 6-OHDA

La 6-Hidroxidopamina (2,4,5-trihidroxifeniletilamina; 6-OHDA) es wuna de las
neurotoxinas mas comunmente usadas para generar modelos experimentales de
degeneracion in vivo e in vitro. Es un analogo hidroxilado de la DA (Blum et. al. 2001) la
cual produce deplecion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc y sus
terminales en el estriado. Este modelo generalmente permite la conservacion de otros
sistemas catecolaminérgicos ya que destruye selectivamente las células que mueren en
la EP (Ungerstedt, 1968). Jolicoeur et. al. (1991) reportan que la administracion bilateral
de 6-OHDA a ratas en el haz medial del cerebro anterior, producia cambios
neuroquimicos (muy parecidos a los observados en humanos con EP), ademas de
adipsia, afagia, akinesia, catalepsia y desbalance sensorial bilateral. Aunque la adipsia
y la afagia desaparecen con el tiempo, el dafio motor y sensorial es permanente
(Fibiger et. al. 1973; Marshall et. al 1974; Ungerstedt 1971c; Zigmond y Stricker 1972;
Zigmond y Stricker 1973).

Una vez administrada la 6-OHDA actia de la siguiente forma, la neurotoxina es

selectivamente transportada a las neuronas catecolaminérgicas por via del sistema de
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recaptura de alta afinidad de DA (Thoenen y Tranzre, 1973), la cual provoca una
acumulacion intraneuronal del compuesto citotoxico con la subsecuente degeneracion
de las terminales axonicas y de los cuerpos celulares (Heikkila y Cohen, 1971; Zigmond
et al, 1990). Ya que, bajo condiciones fisiologicas la 6-OHDA es rapidamente oxidada,
no enzimaticamente por el oxigeno molecular (Soto-Otero, 2000) produciendo radicales
libres, peréxido de hidrogeno (H20,) y productos de oxidacion de quinonas, los cuales
también estan involucrados como intermediarios de radicales libres inestables (Leon,
1996). Asi, el H,O; resultante de la autoxidacion de la 6-OHDA puede ser facilmente
reducido en presencia de fierro (Fe®*) via la reaccién de Fenton, formando radical
hidroxilo (OH®) el cual es considerado el mas dafiino de los radicales libres para las
células; el hecho de que las neuronas dopaminérgicas sean ricas en fierro es debido
probablemente a la neuromelanina (Enochs et. al. 1994). También se ha reportado que
la 6-OHDA puede actuar directamente, por inhibicibn de la cadena respiratoria
mitocondrial a nivel de los complejos | y IV (Glinka et. al. 1998). Debido al déficit
metabdlico (deplecion de ATP intracelular), las neuronas no pueden ejercer sus

funciones fisiologicas normales y consecuentemente mueren (Blum et. al. 2001).

En la investigacion preclinica de la EP, los modelos en rata han sido ampliamente
utilizados, en donde la 6-OHDA ha sido inyectada en uno de tres sitios, ya sea en la
SNc, el haz medial o el complejo caudado-putamen, bilateral o unilateralmente; la
eleccion de uno u otro modelo depende del objetivo del experimento. EI modelo animal
que indudablemente ha contribuido en la mayoria de investigaciones preclinicas de la
EP es la lesion unilateral del haz medial del cerebro anterior en ratas (Deumens et. al.
2002), la cual produce, cerca de la deplecion total de la DA en el cuerpo estriado. Asi,
después de la inyeccion unilateral de 6-OHDA, las terminales dopaminérgicas
degeneran del lado de la lesion, el animal presenta giro espontaneo ipsilateral,
disminuye su conducta exploratoria espontanea y presenta adipsia y afagia (Ungerstedt,
1971a; Miller y Beninger, 1991; Fornaguera et al. 1993).

Aunque la conducta de giro espontaneo disminuye con el tiempo, esta conducta puede

ser provocada mediante la administracion de algunas drogas que activen los sistemas
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dopaminérgicos (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Ungerstedt, 1971a). Por lo que, el
hecho de que la apomorfina (agonista dopaminérgico) induzca giro contralateral, es
debido a que los receptores a DA, denervados se vuelven hipersensibles (Ungerstedt y
Arbuthonott, 1970; Ungerstedt, 1971b; Marcotte et al, 1994) por lo tanto la apomorfina
induce gran actividad en el lado lesionado y el animal rota hacia el lado intacto, ya que
se ha establecido que las ratas giran en direccion al sistema dopaminérgico que tenga
la menor actividad (Becker y Joynt R.J. 1990).

El nimero de giros que el animal presenta después del tratamiento, se puede registrar
sin dificultad y provee una estimacion confiable del grado de deplecion de DA (Schmit
et. al. 1982). De acuerdo con esto, si un animal depletado unilateralmente de DA, se le
administra apomorfina y se registran 200 giros 0 mas en 30 minutos, se puede asegurar
que la denervacion de DA estriatal es aproximadamente de un 95% o mas (Ungerstedt,
1971a; Hefti et. al. 1980; Dravid et. al. 1984).
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TRATAMIENTOS

El tratamiento de la EP sigue siendo un problema de dificil solucién. Desde que se
entendié que la enfermedad se debia a una deficiencia de suministro de DA. Se han
establecido diversas estrategias farmacoldgicas con el objeto de minimizar los sintomas

de esta enfermedad y mejorar la funcion dopaminérgica.

En la actualidad la farmacologia desarrolla dos lineas de accion, una etiopatogénica
que tiene como objetivo detener la muerte celular y fomentar la recuperacion de las
poblaciones celulares ya afectadas mediante la busqueda de farmacos que modulen las
rutas bioquimicas implicadas en estos procesos; la segunda linea de accion mucho mas
avanzada hasta la fecha, es la fisiopatologica, que busca prevenir, retardar o paliar la
aparicion de la sintomatologia propia de la alteracion en los niveles neurotransmisores,
y presentar como objetivo principal el mantenimiento de los mismos (Segura et. al.
2003).

AGONISTAS DOPAMINERGICOS

v L-DOPA, se forma a partir del aminoacido L-tiroxina, como uno de los pasos
intermedios en la sintesis de catecolaminas, la DA se sintetiza por la

descarboxilacion de este aminoacido. A partir de 1967 se inicia su introduccion
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como farmacoterapia, Cotizas (1967) reporta que la administracion oral de L-DOPA
provoca efectos benéficos sostenidos y dramaticos en pacientes con EP.
Posteriormente se establece que produce efectos anti-rigidez. Investigaciones mas
recientes reportan que este farmaco tiene efectos transitorios cuando es
administrada a bajas dosis (Tolosa et. al. 1998). En administraciones a corto plazo,
la L-DOPA revierte algunos de los déficits motores de dicha enfermedad, a través de
su conversién a DA, sin embargo, cuando se administra a largo plazo o se
incrementa la dosis, este farmaco pierde eficacia y frecuentemente aparecen serios
efectos colaterales como las oscilaciones motoras on-off y discinesias, sin que los

pacientes presenten algun tipo de mejoria. (Wolters et. al. 1995; Jenner P. 1995).

El pramipexole es un agonista dopaminérgico no ergético, activo por via oral, que
posee una actividad selectiva sobre los receptores dopaminérgicos de la subfamilia
D, (D2, D3y Dy4) y con afinidad preferente por los receptores Ds. Esta aprobado como
monoterapia para el tratamiento inicial de la EP y como tratamiento coadyuvante a la
L-DOPA en pacientes con enfermedad avanzada. Los datos obtenidos de estudios
de duracién relativamente larga sugieren que la monoterapia con pramipexole
mejora las actividades de la vida diaria y los sintomas motores en la EP inicial.
Como el resto de los otros agonistas, los efectos adversos mas frecuentes que
produce son nauseas, mareos, somnolencia, insomnio, estrefiimiento, astenia y

alucinaciones (Shannon et. al. 1997).

El ropinirole posee también una afinidad exclusiva por los receptores D, con
estructura no ergolica que, como el pramipexole, es eficaz en monoterapia de la EP
inicial. Se ha evidenciado una capacidad similar a la observada con L-DOPA para
revertir los sintomas parkinsonianos en estadios iniciales de la enfermedad, aunque
en estadios avanzados la eficacia de la L-DOPA es superior a la del ropinirole.
Asimismo, su administracion como coadyuvante mejora las fluctuaciones motoras y

permite una reduccién de las dosis de L-DOPA (Lieberman et. al. 1998).
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v La cabergolina es un potente agonista D, con una vida media superior a 65 h, por lo
que una unica dosis al dia produce una estimulacion dopaminérgica continua. Se ha
demostrado su eficacia en la EP inicial, durante un periodo de tiempo superior a un

afo, siendo s6lo marginalmente menos efectiva que la L-DOPA (Rinne et. al. 1997)

v' La apomorfina, un agonista de accién rapida, que actia sobre los receptores D; y
D,, se puede administrar por via subcutanea, intranasal, sublingual y rectal.
Numerosos estudios han verificado su eficacia en el tratamiento de las fluctuaciones
motoras por via subcutanea y transnasal (Mufioz et. al. 1997). A su vez, estudios
recientes han revelado la posibilidad de administrarlo via transdérmica. Los
pacientes con fluctuaciones motoras de larga duracién, incapacitantes y resistentes
a multiples estrategias farmacoldgicas, se pueden beneficiar de la apomorfina (Colzi
et. al. 1998).

v La Bromocriptina (2-bromo-a-ergocryptina) es un derivado del acido lisérgico, es
decir un alcaloide, que funcionalmente es agonista de los receptores
dopaminérgicos D, (receptores de la via indirecta) a concentraciones micromolares
y antagonista de los receptores D; (receptores de la via directa) a concentraciones
nanomolares (Inoue et. al. 1997). La Bromocriptina se introdujo en 1974, como el
primer agonista dopaminérgico util clinicamente, ya que tiene accién farmacolégica
sobre los sintomas iniciales de la EP (Jackson et. al. 1988; Weiner, 1999; Ramaker
et al. 2000). Este farmaco tiene una vida media de alrededor de 7-8 hrs., y su
maxima concentracion en el plasma es de 70-100 minutos (De Yébenes et. al. 1997;
Ogawa, N. 1998; Henry et. al. 1999). Ademas este farmaco parece que actua sobre
los receptores D, presindpticamente (a nivel del autoreceptor) suprimiendo el
recambio de DA (Lange, K. 1994; Kulisevki, 1997). Funcionalmente los receptores
D, parecen mediar la depresion inducida por la Bromocriptina, ademéas su
estimulacion probablemente modula la expresion del ARNm de la PPE-A
(preproencefalina-A) y reduce la actividad excitatoria de las aferencias corticales

(Korczyn, et. al. 1999; Henry et. al. 1999). Ademas modula la frecuencia de disparo
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de las células nigro-estriatales y de las células del tegmento-acumbens (Jackson et.
al. 1988).

Estudios bioquimicos han reportado que la Bromocriptina inhibe el incremento y la
acumulacion de metabolitos dopaminérgicos como el DOPAC (Jackson et, al. 1988;
Corrodi et. al. 1973; Bannon et. al. 1986).

La administracibn de Bromocriptina atenta las complicaciones motoras inducidas
por la administracion a largo plazo de la L-DOPA (Ramaker et. al. 2000). Cuando se
administra como monoterapia en etapas iniciales de la EP, induce efectos mas
determinantes y duraderos, reduciendo la frecuencia de aparicion de las discinecias
(Ogawa, N. 1998; Korczyn et. al. 1999; Agid et. al. 1999; Henry et. al. 1999).

Se ha reportado que la Bromocriptina tiene propiedades antioxidantes (Yoshikawa
et. al. 1994; Jenner, 1995), demostrando que funciona como barredor de radicales
libres (Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998), ya que cuando se administra en
homogenados de cerebro de rata, elimina a los radicales O,, ONOO™ y H,0,,
inhibiendo significativamente la peroxidacion de lipidos, ademas se le atribuyen
fuertes efectos de neuroprotector y antioxidante (Lange K. 1994; Yoshikawa et. al.
1994; Kondo et. al. 1994; Tanaka et. al. 1995; Ogawa, N. 1998; Yamamoto, 1998;
lida et. al. 1999).

En preparaciones in vitro e in vivo de la SNc de ratones tratados con MPTP, la
Bromocriptina bloguea la formacion de radicales OH' incrementando la actividad de
las enzimas antioxidantes (Murakikrishnan y Mohanakumar, 1998). Ademas se ha
reportado que la Bromocriptina, inhibe la frecuencia de recambio en la recaptura de
DA. (Kondo et. al. 1994).

Reportes clinicos han mencionado que la Bromocriptina induce algunos efectos

colaterales transitorios como nauseas y vomito (Agid et. al. 1999; Remarker et. al.

2000). En algunos casos, cuando se administra repetidamente, induce efectos como
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confusién, alucinaciones visuales y paranoia (Henry et. al. 1999; Korczyn et. al.
1999).

ANTIOXIDANTES

La neurodegeneracion que ocurre en la EP, puede involucrar “estrés oxidativo”,
inducido por la produccion de radicales libres, generados mediante el metabolismo de la
DA (Lange, 1994; Yamamoto, 1998; Shoulson, 1998; Cassarino y Bennet, 1999; lida et.
al. 1999; Molina-Arjona et. al. 1999).

v' El tratamiento con farmacos antioxidantes, en animales lesionados con MPTP o con
MPP+, atenta la degeneracion de las células de la SN e incrementa los niveles de
DA en el estriado. En animales lesionados con 6-OHDA los antioxidantes como el
quelador de fierro “desferrioxiamina” y la vitamina E, provocan ligeras mejorias en

los déficits motores (Kienzl et. al. 1999).

POTENCIADORES DE LA LIBERACION DE DA

v Otra estrategia farmacol6gica es aumentar la liberacion de DA, este es el caso del
clorhidrato de amantidina, una sal &cida hidrosoluble triciclica que tiene la capacidad
de penetrar todas las membranas celulares, inicialmente utilizado como un farmaco
antivirico para la profilaxis y el tratamiento de infecciones producidas por la gripe de
tipo A. En modelos animales se ha demostrado que actia sobre la liberacién y
bloquea la recaptacion de DA en las terminales dopaminérgicas que no presentan
ningun tipo de degeneracion dentro del cuerpo estriado (Schwab et. al. 1969; Muller
et. al. 2002). La amantidina probablemente ejerce también su efecto beneficioso en

la EP como antagonista glutamatérgico (Croshy et. al. 2003).

INHIBIDORES DE LA MONOAMINA OXIDASA.
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La monoamina oxidasa (MAO), con sus dos isoformas MAO-A y MAO-B, es la principal

enzima cerebral relacionada con el catabolismo intracelular de monoaminas.

v' Selegilina: Es un inhibidor de la enzima mono-amino-oxidasa tipo B (MAO-B). Se ha
sugerido que este farmaco inhibe al receptor presinaptico de la DA, de esta forma se
incrementa la sintesis de DA aumentando la transmision dopaminérgica (Less, 1991;
Yahr et. al. 1983).

v' La lazabemida es un inhibidor reversible de la MAO-B, 100 veces mas selectivo que
la selegilina en el bloqueo enzimatico. A diferencia de la selegilina, la lazabemida no
se metaboliza en compuestos potencialmente peligrosos como la L-anfetamina. Se
ha demostrado un tedrico poder preventivo de la lazabemida en la produccion de
radicales libres en el cerebro. Sin embargo, los estudios clinicos realizados con

lazabemida han dado lugar a resultados contradictorios (Suzuki et. al. 1995).

v" La moclobemida es un antidepresivo inhibidor reversible de la MAO-A. Después de
su administracion hay una mayor rapidez y duracion de la accion de la L-DOPA. Sin
embargo, se observd hipotensién importante. En pacientes que presentaban
complicaciones motoras, la administracion de moclobemida redujo en un 27% el
tiempo en off, sin modificar el periodo on (Sternic et. al. 1998). Otros estudios

encontraron un empeoramiento de las discinesias (Ruggieri et. al. 1994).

ANTICOLINERGICOS.

v’ Este tipo de farmacos son empleados en pacientes que no reaccionan
favorablemente al tratamiento dopaminérgico; los cuales son alcaloides que se
extraen de la planta belladona (Atropa belladona); funcionalmente son antagonistas
competitivos de la accién de la acetilcolina (Ach). Se ha reportado que los agentes
anticolinérgicos tienen su accion antagonica sobre el sistema neuromuscular.
Algunos reportes indican que los factores anticolinérgicos tienen eficacia en la

rigidez y temblor (Varon y Jacobs, 1991).
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ANTI-EXCITOTOXICA.

Un gran numero de estudios han reportado en modelos con 1-metil-4,fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) y 6-OHDA, que los antagonistas exitotoxicos, principalmente
aguellos que estan dirigidos a los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y glicina,
interrumpen el exceso en la neurotransmision que ejerce el glutamato sobre las
aferencias y eferencias (Difazio et. al. 1992; Christofferson y Neltzer, 1995; Kosinski et.
al. 1998; Blandini y Greenamyre, 1993; Rodriguez et. al.1998) induciéndose una

mejoria en la akinesia y la rigidez (Alexi, 2000).

v' Recientemente se han estudiado los efectos de la amantidina y también los efectos
del antagonista no competitivo de los receptores NMDA dextrometrofano, sobre las
fluctuaciones motoras y discinesias en pacientes con EP avanzada (Verhaghen-
Metman et. al. 1998). Sin embargo, estudios con otros farmacos
antiglutamatérgicos, como la motrigina, no han presentado efectos
antiparkinsonianos claros (Pastor y Tolosa, 2001).

TRATAMIENTO QUIRURGICO.

En la actualidad, existen dos tipos de tratamiento quirdrgico para la EP, la cirugia

funcional y las técnicas de restauracion neuronal (Pastor y Tolosa, 2001).

v' La cirugia funcional de la EP, trata de normalizar la actividad alterada a través de la
lesion de los nucleos que estan hiperactivados (GPi, NST). Esto se realiza mediante
la palidotomia y la subtalamotomia, o mediante la neuroinhibicién de estos nucleos
empleando una estimulacion directa; la neuroinhibicion se realiza a través de la
implantacion de un electrodo, que produce estimulos eléctricos a elevada frecuencia
(Pollack et. al. 1998).
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Las técnicas de restauracion neuronal intentan corregir el defecto bioquimico inicial de
la EP, la pérdida de DA. En este grupo se incluyen procedimientos como el trasplante

de células dopaminérgicas

v' Las células de la médula adrenal fueron las primeras en ser empleadas a nivel de
ensayo preclinico, pero su uso se ha abandonado, pues aunque inducen una
mejoria temporal, no sobreviven un largo periodo tras el trasplante (incluso tras un
autotransplante) tanto en los modelos animales como en pacientes (Yurek y Sladec
1990).

v" Por mucho tiempo el tejido fetal ha sido empleado para el tratamiento de ciertos
desordenes en humanos. El transplante de mesencéfalo ventral colocado en el
estriado, en animales lesionados con 6-OHDA da como resultado, que las células
transplantadas sobrevivan cerca de dos afios, ademas se forman conexiones
sinapticas funcionales entre el tejido transplantado y el tejido huésped, mejorando
los niveles de DA y reduciendo la conducta de giro cuando se administran

metanfetaminas y apomorfina (Nishino et al. 1990; Alexi et al. 2000).

TERAPIA GENICA.

La terapia génica es una metodologia que consiste en introducir material genético a un
organismo, de manera que se utilice todo la maquinaria enzimatica de las células
hospedadoras y se obtengan los productos genéticos especificos deseados (Garcia-
Miniet et. al 2003). La enfermedad de Parkinson se caracteriza por dafios en un grupo
compacto de neuronas bien definidas, lo que convierte a esta enfermedad en un
perfecto blanco para la aplicacion de esta metodologia (Bohn M. 2001).

La terapia génica tanto ex vivo (células transformadas genéticamente in vitro, que son
trasplantadas posteriormente) como in vivo (se lleva a cabo por el tratamiento directo
del cerebro in situ con vectores virales o0 no virales, que expresa el gen o los genes de
interés terapéutico) estan dirigidas al reemplazo de la DA en el estriado que incluye la

introduccion de genes que participan en la sintesis de este neurotransmisor, 0 métodos
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de neuroprotectores o restauradores, por medio de la liberacion de genes que codifican
factores neurotréficos que previenen la muerte celular del sistema nigroestriatal
(Garcia-Miniet et. al 2003).

v Reemplazo de DA: muchos estudios se han basado en la clonacion del gen de la
TH. Se han utilizado astrocitos modificados genéticamente por introduccién de un
ADNCc de la TH, bajo el control del promotor especifico de astrocitos derivado del
gen de la proteina acidica fibrilar de la glia (Cortez et. al. 2000; Segovia et. al.
1998). Se considera que la actividad de la dopadescarbixilasa (AADC) en el
estriado, en modelos animales de la EP es baja, por lo tanto se llevd a cabo la
cotransduccion de los genes de la TH y la AADC en células estriatales de ratas
parkinsonianas con dos vectores virales adenoasociados separados; se observé una
notable recuperacion conductual y una produccion de DA mas efectiva que la

obtenida cuando solamente se evalud la expresion de la TH (Shen et. al. 2000).

Por otra parte, la Taurina no ha sido utilizada en el tratamiento de la EP. Se ha sugerido
que el uso de farmacos con propiedades antioxidantes provoca mejorias en los déficits
motores (Kienzl et. al. 1999) ya que hay evidencias en relacion con el estrés oxidativo y

el origen y/o desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Gonzéalez-Fragela et. al. 1998),

v' La Taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) es un aminodacido libre sulfonado no
proteinogénico. Es uno de los aminoacidos mas abundantes en el cuerpo humano.
el cual lo sintetiza por varias rutas de oxidacion de la cisteina (James et al. 1992; Wu
et al. 1992; Lombardini, 1992b; Kim et al. 1996; Saransaari y Oja, 1999). Se ha visto
que la Taurina esta envuelta en varias funciones fisioldgicas importantes, sirve como
un factor trofico en el desarrollo y plasticidad del sistema nervioso central, actia
como neurotransmisor, neuromodulador e inhibidor de neurotransmisores en el
cerebro. Como osmoregulador, ademas ayuda a mover los iones sodio, potasio,
calcio y magnesio dentro y fuera de las células lo que ayuda a generar impulsos

nerviosos. También mantiene la integridad estructural de la membrana celular
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(Huxtable, 1992; Lombardini, 1992b; Wu et al. 1992). Regula la homeostasis del
calcio, modula la fosforilacion de proteinas (Tang et. al. 1997).

También se ha reportado que la Taurina exdgena ejerce un efecto protector ante el
dafio inducido por oxidantes y radicales libres al actuar como barredor o limpiador
(scavenger) lo que le da un poderoso efecto antioxidante (Auroma et al. 1988;
Schuller-Levis et al. 1994: Yamori et al. 1996). Avila-Costa (2001) observé en
animales expuestos a un modelo de estrés oxidativo mediante ozono (Ogs)
degeneracion neuronal, que se caracterizo por células obscuras con citoplasma
denso, cisternas dilatadas de reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, vacuolas en
el citoplasma y edema mitocondrial, alteraciones muy similares a las observadas en
las enfermedades neurodegenerativas, ademas de pérdida de espinas dendriticas;
en donde la Taurina funcioné como un antioxidante ya que redujo la peroxidacion

de lipidos, redujo la pérdida de espinas dendriticas y evito la degeneracion neuronal.
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JUSTIFICACION

En nuestro laboratorio se analizé el efecto de la lesiébn de la via nigroestriatal con
6-OHDA sobre la ultraestructura del nucleo caudado, y se observd que dicha lesion
provoca aumento en el diametro de los botones sinapticos en los caudados ipsi y
contralateral, pérdida de los contactos sinapticos establecidos con espinas dendriticas y
aumento del ndamero de contactos perforados. Observandose un patrén de
degeneracion muy similar al de biopsias de caudados de pacientes con EP; como ya
se menciono la 6-OHDA provoca una acumulacion intraneuronal de compuestos
citotoxicos como son radicales libres y H;O,, de la misma manera, la
neurodegeneracion que ocurre en la EP, puede involucrar “estrés oxidativo”. Por lo que
desea probarse si la administracion de sustancias antioxidantes como la Bromocriptina
y la Taurina pueden prevenir o revertir el dafio provocado por la generaciéon de radicales
libres.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la Bromocriptina y la Taurina sobre la ultraestructura del estriado
en ratas lesionadas con 6-OHDA.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar el efecto de estos dos farmacos en la ultraestructura del estriado de
los animales lesionados.

e Determinar si el tratamiento con estos farmacos favorece la sobrevivencia de las

neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra después de la lesion.
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METODO

Los experimentos se llevaron a cabo con 24 ratas macho de la cepa Wistar, de entre
180-200g, los cuales se mantuvieron en un ciclo luz-obscuridad de 12:12 con libre

acceso a agua y comida.

Las ratas fueron lesionadas quirurgicamente de la siguiente manera: Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico una dosis de 35 mg/Kg de peso, via
intraperitoneal (i.p.). Una vez anestesiados se fijaron en un aparato estereotaxico. Las
coordenadas estereotaxicas para localizar el haz medial, fueron las siguientes a partir
de bregma: AP= -3.14 mm; L= 1.8 mm; V= -8.3 mm a partir de la duramadre. (De

acuerdo a Paxinos y Watson, 1986).

El primer grupo consistio en 18 ratas que se les lesiond unilateralmente en el haz
medial del cerebro anterior (lado izquierdo) con 4ul de solucion salina que contenia 8ug
de 6-OHDA y 0.2 mg de acido ascorbico. ElI segundo grupo consistio en 6 ratas que
fueron lesionadas en el mismo sitio con 4ul de vehiculo solucién salina-acido ascorbico
(grupo control). Ambas soluciones fueron inyectadas con una jeringa Hamilton acoplada
a una micropipeta de vidrio con un diametro de entre 50 y 100 um.

Con el propésito de evaluar la conducta de giro de los animales lesionados, se les
aplicé apomorfina a una dosis de 0.25 mg/Kg de peso i.p. dos dias después de la

lesion.
Se utilizaron sélo aquellos animales lesionados con 6-OHDA que mostraron mas de
200 giros en un periodo de 30 minutos, asi como las ratas inyectadas con solucion

vehiculo.

Dos dias después de la evaluacion 6 ratas lesionadas fueron tratadas diariamente con

43 mg/Kg de Taurina y 6 ratas tratadas con 0.3 mg/Kg de Bromocriptina via oral durante
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30 dias; 6 ratas lesionadas no recibieron tratamiento y las 6 ratas del grupo control se

mantuvieron durante el mismo tiempo.

Los animales de los cuatro grupos fueron entonces sacrificados bajo anestesia
profunda con pentobarbital sddico, dosis letal i.p. a los 30 dias de tratamiento. Se
realizd perfusion intracardiaca por via aortica, inicialmente con una solucidén salina
isotdnica para posteriormente aplicar el fijador, que contenia glutaraldehido al 2% y
paraformaldehido al 2% en buffer fosfato (PBS) al 0.1M. Una vez perfundidas se
extrajeron los cerebros y se colocaron en fijador durante una hora. Posteriormente se
tomaron fragmentos del cuadrante dorsomedial de la cabeza del nucleo caudado ipsi y
contralateral a la lesion para el proceso de microscopia electronica de transmision, y la

SNc para el proceso y analisis inmunocitoquimico para TH.

Los fragmentos del cuadrante dorsomedial de la cabeza del nucleo caudado se lavaron
en PBS, y fueron colocados durante una hora en tetradxido de Osmio al 1% preparado
con PBS para la postfijacion; posteriormente los fragmentos se lavaron con PBS en tres
cambios de 10 minutos cada uno. El segundo paso consistiéo en la deshidratacién del
tejido con alcoholes en concentraciones crecientes (del 50 al 96%) durante lapsos de
10 minutos cada uno y finalmente, el tejido fue puesto en alcohol al 100% por tres
ocasiones de 10 minutos cada una. Posteriormente, el tejido se colocé en tolueno
durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Los tejidos fueron infiltrados en una
mezcla de resina 1:1 araldita-tolueno a 60 °C. Se mantuvieron por 12 horas en una
mezcla 3:1 de araldita-tolueno a temperatura ambiente y los fragmentos ya infiltrados se

incluyeron el araldita pura a 60 °C durante 24 horas.

Una vez que se polimerizo la resina, se procedi6 a realizar los cortes finos de 900 A en
un ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de diamante. Se montaron los
cortes en rejillas de cobre y se contrastaron en acetato de uranilo al 5% durante 20
minutos y con citrato de plomo al 0.4% por 5 minutos. Los cortes fueron observados en
un microscopio electrénico Jeol Jem 100 CX Il y se llevo a cabo el analisis

ultraestructural, realizando las mediciones directamente en la pantalla.
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El analisis ultraestructural consistidé en la medicion de 50 botones presinapticos de

ambos caudados considerandose los siguientes parametros.

e Diametro del eje mayor y del eje menor.
e Estructura postsinaptica (espina o dendrita)

¢ Numero de sinapsis perforadas

Las pruebas estadisticas que se utilizaron para el analisis de resultados son:
Para el diametro de los botones sinapticos se utilizo ANOVA. Para las caracteristicas
del boton sinaptico (tipo de contacto sinaptico, estructura postsinaptica y numero de

contactos sinapticos) se utilizo la prueba de Wilcoxon.

Asimismo se realizaron cortes histolégicos del mesencéfalo ventral (SNc) de los
animales de los 4 grupos, y se realizé inmunocitoquimica para tiroxina hidroxilasa, para
su posterior anadlisis en un fotomicroscopio, haciendo un conteo de las neuronas
inmunorreactivas a TH en 1250 ym en 7 cortes a partir del inicio del nucleo terminal

medial del tracto 6ptico accesorio.

Para lo cual se realizaron cortes de entre 50-100 y. Posteriormente se hicieron lavados
sucesivos en el siguiente orden: En buffer PBS. Tres veces por 10 minutos; 3 lavados
en buffer TRIS de 10 minutos; buffer TRIS y peroxido de hidrégeno 0.3% (30 minutos);
buffer TRIS y borohidrido de sodio 0.01% (30 minutos); 1 ml. de buffer TRIS con 1% de
suero normal de cabra y 0.3% de triton (durante 1 h), todos con agitacién,
posteriormente se incubaron los cortes en una alicuota 1:1 de anticuerpo primario anti-
TH en buffer TRIS 1:1000 y 1% de suero normal de cabra por 3 dias a 4 °C.
Posteriormente se lavaron los cortes 3 veces en buffer TRIS con 1% de suero normal
de cabra durante 10 min. Con agitacion. Se incubaron por 2 horas a temperatura
ambiente en el anticuerpo secundario. Anti-1Gg. de conejo 1:1000 en TRIS con 1% de
suero normal de cabra. Se hizo un lavado en TRIS con 1% de suero normal de cabra,

para después incubar en Abidina-Biotina a temperatura ambiente. Después de 3
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lavados en TRIS con agitacion se incubaron los tejidos en 3-3 Diaminobencidina (DAB)
al 0.05% y 0.003% de peroxido de hidroégeno. Se lavan una ultima vez en TRIS por 10
min. y se montan los cortes en portaobjetos previamente gelatinizados, se dejan secar

un dia.

La deshidratacion de los cortes se hizo con alcoholes en concentraciones crecientes
(60%, 70%, 80%, 90%, 96%) diez minutos en cada uno y 3 cambios en alcohol de
100% de 10 min. y finalmente dos cambios en tolueno de 10 min. cada uno. Para su
posterior analisis mediante un fotomicroscopio, realizando un conteo de las neuronas,

para posteriormente realizar el analisis mediante la prueba de ANOVA.



RESULTADOS
. INMUNOHISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASA
Como ya se menciond se realizé inmunocitoquimica para TH en la SNc, y se llevo a

cabo el conteo de neuronas inmunorreactivas tanto de la SNc contralateral (no
lesionada) e ipsilateral (lesionada con 6-OHDA, lesion falsa en el grupo control); como
se observa en la grafica 1 el grupo lesionado con 6-OHDA que no recibié tratamiento
muestra una disminucion estadisticamente significativa en el nUmero de neuronas con
respecto al grupo control, mientras que en el grupo lesionado tratado con
Bromocriptina, la substancia nigra contralateral no present6 diferencias significativas
respecto al control, no asi la substancia nigra ipsilateral donde la pérdida fue
significativa, aunque dicha pérdida fue menor respecto a la nigra ipsilateral del grupo
lesionado sin tratamiento, al igual que de la nigra ipsilateral del grupo tratado con
Taurina el cual present6 valores muy semejantes al grupo lesionado sin tratamiento en

ambas nigras.

NEURONAS INMUNORREACTIVAS A TH

S
N

60 4

40 -

20 1
*

MEDIA DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS + erst
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C | c |1 C | c 1
CONTROL ~ 6-OHDA  BROMOCRIPTINA TAURINA

Grafica 1: media del nimero de neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra
compacta de los cuatro grupos analizados. * = P < 0.05 vs grupo control. # = P < 0.05 estriado
contralateral vs estriado ipsilateral.
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FIGURA 3: Neuronas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa.
A. Control 40 X

B. Lesion con 6-OHDA 40X
C. 6-OHDA + Bromocriptina 40 X
D. 6-OHDA + Taurina 40 X
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e  DIAMETRO DEL BOTON PRESINAPTICO
Como se puede observar en la gréfica 2 el grupo lesionado con 6-OHDA sin tratamiento

mostro aumento significativo del diametro del botén presinaptico con respecto al grupo
control. De igual forma en los grupos lesionados tratados con Bromocriptina y Taurina
se puede observar dicho aumento, de manera mas evidente en el caudado ipsilateral
(lado lesionado) que en el caudado contralateral (lado no lesionado), siendo los valores
significativamente diferentes con respecto al control. Sin embargo el grupo lesionado
tratado con Bromocriptina muestra menor nimero de botones presinapticos con edema,

en comparacion al grupo tratado con Taurina y el grupo lesionado sin tratamiento.

e  ESTRUCTURA POSTSINAPTICA
Con respecto a la estructura postsinaptica (espina o dendrita) en la grafica 3 se observa

en los caudados ipsilaterales, del grupo lesionado sin tratamiento, una disminucion
estadisticamente significativa del nimero de contactos con espina respecto al grupo
control, presentando los restantes contactos sinapticos con dendritas, mientras que el
grupo tratado con Bromocriptina presenta valores muy semejantes al grupo control, es
decir, mayor numero de contactos con espina que con dendrita; en contraste el grupo
lesionado tratado con Taurina, presenta valores semejantes al grupo lesionado sin
tratamiento. Por otro lado, con respecto al caudado contralateral ninguno de los grupos
experimentales (Lesion, Lesion-Bromocriptina, Lesion-Taurina) presentan diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de contactos con espina dendritica

comparados con el grupo control.

e  NUMERO DE SINAPSIS PERFORADAS

En la grafica 4 se muestra el nimero de contacto sinapticos perforados. En donde los
tres grupos muestran un aumento estadisticamente significativo en este tipo de
contactos, tanto del caudado ipsilateral como contralateral con respecto al grupo
control, sin embargo el grupo lesionado tratado con Taurina presenta un nimero menor
de este tipo de contacto sinaptico, estadisticamente significativo comparado con los

grupos Lesién y Lesion-Bromocriptina.
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GRAFICA 2: media del tamafio de los botones sindpticos, tanto eje mayor como eje
menor de los caudados contra (C) e ipsilateral (1) a la lesién de los cuatro grupos

analizados. * =P < 0.001 vs grupo control.



CONTACTOS CON ESPINA DENDRITICA
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GRAFICA 3: media del niumero de botones sinapticos que establecieron contacto con
espina dendritica de los caudados contra (C) e ipsilateral (I) a la lesién de los cuatro

grupos analizados. * = P < 0.001 vs grupo control.
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NUMERO DE SINAPSIS PERFORADAS
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GRAFICA 4: media del total de botones sinapticos que establecieron contactos
sinapticos perforados en los caudados contra (C) e ipsilateral (I) a la lesion de los

cuatro grupos analizados. * = P < 0.001 vs grupo control.
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FIGURA 4. Micrografias Electrénicas en donde se observa:

A .- grupo control, donde un boton presindptico (b) establece contacto con una espina dendritica (s). Se pode observar
ademés, el neuropilo bien conservado.

B.- grupo lesionado (estriado ipsilateral) con 6-OHDA sin tratamiento en donde un botdn presinaptico (b) establece
contacto con unadendrita (d). El neuropilo se observa muy vacuolado.

C.- grupo lesionado tratado con Bromocriptina (estriado ipsilateral), donde un botén presindptico (b) hace contacto
con unaespina(e) y e neuropilo se observa mejor conservado que e grupo lesionado con 6-OHDA.

D.- grupo lesionado tratado con Taurina en donde se observan dos botones presingpticos (b): 1. con edema muy
evidente estableciendo un contacto perforado con una espina dendriticay 2. estableciendo contacto con una dendrita
(d). Los grupos experimentales presentaron gran cantidad de este tipo de contactos en comparacién con €l grupo
control.
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DISCUSION.

Nuestros resultados muestran pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra compacta en los tres grupos experimentales. Se ha reportado, que la
6-OHDA provoca la acumulacion de compuestos citotdxicos en las terminales sinapticas
de las neuronas dopaminérgicas. También se ha sugerido que induce la lesién de la via
dopaminérgica nigroestriatal mediante la generacion de peroxido de hidrogeno (H203) y
del radical hidroxilo (OH'); la produccién de estas especies reactivas de oxigeno
(ROS) aumentan por la deaminacién de la 6-OHDA, al igual que de la DA por la MAO
(Karoum et. al. 1993) o mediante su autoxidacién (Soto-Otero et. al. 2000) y/o
amplificados por el fierro, via la reaccién de Fenton (Barzilai et. al. 2001). Ademas la
6-OHDA dana la funcion mitocondrial, este proceso al parecer es independiente de la
generacion de ROS, ya que ni los antioxidantes ni los queladores de fierro pudieron
evitar la inhibicion mitocondrial (Glinka et.al. 1998). De esta manera, la 6-OHDA induce
la degeneracion, primero de las terminales presinapticas y luego de los cuerpos
celulares (Zigmond et. al. 1990; Soto-Otero, 2000).

Con respecto al grupo lesionado tratado con Bromocriptina en el caso del lado
contralateral no muestra diferencias estadisticamente significativas con respecto al
grupo control en la mayoria de los parametros medidos, excepto en el numero de
sinapsis perforadas en donde hay un aumento de éstas; no asi el lado ipsilateral el cual
muestra diferencias respecto al grupo control, sin embargo siempre el dafio fue menor
respecto al grupo lesionado sin tratamiento al igual que el grupo lesionado tratado con
Taurina. Por lo tanto, podemos decir que la Bromocriptina presenté mayor
neuroproteccion en el nucleo caudado y en las neuronas dopaminérgicas, tanto del lado
ipsilateral como contralateral, debido probablemente a que promueve y/o estimula la
formacion de proteinas antioxidantes, como la glutation peroxidasa, catalasa y SOD,
entre otras, contribuyendo al reestablecimiento de los sistemas antioxidantes
(Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998; Sawada et. al. 1998). También se ha reportado
que la neurotodxicidad estriatal de la 6-OHDA fue bloqueada por la Bromocriptina. Estos

efectos han sido ligados a resultados in vitro donde la Bromocriptina presenté accion de
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“barredor” o inhibidor de radicales libres citotoxicos como el OH ® y el Oy (Jakson et. al.
1998; Kondo et. al. 1994; Ogawa et. al. 1994; Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998).

Ademas, se ha sugerido que los efectos neuroprotectores de la Bromocriptina son
dependientes de su accion sobre los receptores dopaminérgicos D,, ya que la
estimulacion de los autoreceptores D, somatodendriticos inhiben la actividad
espontanea de las neuronas dopaminérgicas, mientras que la estimulacién de los
autoreceptores de las terminales axoénicas inhiben la excitabilidad de las terminales
dopaminérgicas, lo cual resulta en la inhibicion de la sintesis y liberacion de DA. Este
podria ser un mecanismo que contribuye proteger a las neuronas remanentes,
decrementando la liberacion (Takashima et. al. 1999) y el recambio de DA
(Muralikrishnan y Mohanakumar, 1998). Ya que el H,O, formado de la DA via la MAO o
por autoxidacién, y su subsecuente reaccion con fierro lleva a la formacion de OH*®
(Spencer et. al. 1994) desencadenandose asi el dafio a las células nerviosas a través
de la peroxidacion lipidica de la membrana. Sin embargo poco OH ¢ puede ser formado

por esta ruta cuando los niveles de DA son bajos (Ogawa et. al. 1994).

De la misma manera, se ha reportado que la Bromocriptina ejerce un efecto
neuroprotector contra la neurotoxicidad inducida por glutamato en neuronas corticales
de rata, y que dicha neuroproteccion también fue mediada via los receptores D,, ya que
la estimulacion de estos receptores activan a la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI13K), la cual
una vez activada, fosforila a la Akt una serin/treonin protein kinasa (Kihara et. al. 2002).
La activacidon de la Akt lleva a la sobrexpresion de Bcl-2, una proteina antiapoptotica.
Aun no queda claro si la citotoxicidad inducida por glutamato es apoptotica o no, pero
varios grupos han indicado que la Bcl-2 protege efectivamente contra la muerte celular

inducida por glutamato (Zhong et. al. 1993; Jia et.al. 1996; Lawrence et. al. 1996).

Como se observa en los resultados, el grupo lesionado y tratado con Taurina presenté
valores similares a los del grupo lesionado sin tratamiento; se ha demostrado que la 6-
OHDA libera fierro en su forma ferrosa (Fe?*), el cual induce la formacién de radicales

libres via la reaccién de Fenton, ademas provoca la oxidacidon del grupo sulfhidrilo en
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proteinas como la GAPDH, esta oxidacion resulta en la pérdida de su actividad
deshidrogenasa; la inhibicion de esta actividad podria provocar muerte celular por
disrupcion de la glicdlisis en las neuronas. Hayes (2001) reporta que la Taurina no pudo
revenir la liberacion de hierro o la oxidacién del grupo sulfhidrilo inducida por la 6-
OHDA.

Por otra parte, se cree que la degeneracion neuronal es disparada por la excesiva
estimulacion producida por la liberacion de aminoacidos excitatorios (AAE),
produciendo alteraciones por excitotoxicidad (Mehta y Dawson 2001). El glutamato es el
principal aminoacido excitatorio en el sistema nervioso central y esta implicado en una
gran variedad de enfermedades neurodegenerativas (Urushitani et. al. 2001; Kiara et.
al. 2002) y actua principalmente a través de sus receptores ionotrépicos (NMDA vy
AMPA/kainato; El Iridisi y Trenkner, 1999; Gilgun-Sherki et. al. 2002). Meshul (2000)
reporta que la lesion con 6-OHDA resulta en un cambio tiempo-dependiente en la
concentracion glutamartérgica estriatal; por lo tanto, la excesiva estimulacion,
principalmente de los receptores glutamatérgicos NMDA, desencadenan una serie de

eventos que incrementan la concentracion intracelular de Ca®* (Saransaari y Oja 2000).

Tang (1996) reporta que la Taurina tiene un efecto bifasico sobre la neurotoxicidad
inducida por los AAE; mientras que dosis entre 5 - 25 mM de Taurina muestran efectos
protectores dosis de 0.5 - 1 mM de Taurina potencian la toxicidad inducida por 0.25
mM de Glutamato o 0.5 mM de acido kainico (KA), en 100% y 75% respectivamente;
debido a que la Taurina es conocida como un neurotransmisor que inhibe el disparo
neuronal mediante la activacion de los receptores para Glicina y GABAa (Hilgier et.al.
2003); de esta manera la Taurina puede potenciar la neurotoxicidad a través de su
accion sobre estos receptores, lo cual produce la apertura de canales de CI en la
membrana celular, resultando en un desbalance osmético, provocando edema en la
célula y posteriormente lisis celular (Mehta y Dawson 2001). De la misma manera,
McNamara y Dingledine (1990) examinaron el papel de la Glicina en la neurotoxicidad
causada por NMDA en cultivos de neuronas de corteza de rata; dichos cultivos fueron

expuestos de 100 - 300 uM de NMDA mas 0 -100 uM de Glicina, encontrando que la



adicion de 100 uM de Glicina duplicé la excitotoxicidad del MNDA. Estos autores
sugieren que la sobrecarga de CI" es el evento clave en la potenciacion de la
neurotoxicidad, ademas dos agonistas selectivos de los receptores para Glicina, la -

alanina y la Taurina también potenciaron la accién neurotéxica del NMDA.

Como ya se menciond, bajo condiciones donde hay aumento del Ca**
intracitoplasmatico, la Taurina potencia la captura de Ca®* dentro de la mitocondria, lo
cual puede ser debido a su interaccion con un sitio de reconocimiento en la membrana
mitocondrial (Palmi et. al. 1999). Mientras que, se ha reportado que la 6-OHDA dafia la
funcién mitocondrial inhibiendo el complejo | y IV (Hayes et. al. 2001), por lo cual cabria
la posibilidad de que la habilidad de la Taurina para estimular la acumulacion de Ca®*
dentro de la mitocondria pudiera contribuir al daio por sobrecarga del ion. Urushitani et.
al. (2001), han reportado que la sobrecarga de Ca®* mitocondrial juega un papel crucial
en la neurotoxicidad inducida por Glutamato. La excesiva elevacion mitocondrial de
Ca’* causa muerte celular por reduccion en la produccién de ATP, despolarizacion del
potencial de membrana mitocondrial con la subsecuente generacién de especies
reactivas de oxigeno. O bien, dicha sobrecarga de Ca®* podria promover la formacion
del poro de permeabilidad transitorio mitocondrial (PPTM), el cual es un mecanismo
alternativo de salida de Ca®* de la mitocondria. Ya que bajo estas condiciones la
mitocondria no puede almacenar Ca®* indefinidamente. La apertura del PPTM produce
la permeabilidad de las membranas mitocondriales, contribuyendo a la disminucion del
potencial electroquimico, con la subsecuente baja de ATP, hinchamiento de la
mitocondria debido a la entrada de agua, que produce la ruptura de la membrana
externa, liberando moléculas del espacio intermembranal con conocida actividad

proapoptoética (Tornero et. al. 2002).

Otra posible explicacion es que, la entrada masiva de calcio debida a la
sobreestimulacion de los receptores NMDA, como ya se menciond, desencadena una
serie de eventos que llevan a la activacion de rutas moleculares, entre ellas la 6xido
nitrico sintasa neuronal (NOSn) la cual es calcio/calmodulina dependiente (Yu et. al.

2001; Segura et. al. 2003). Recientemente el 6xido nitrico (NO) se describié como un
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mensajero biologico, el cual es un gas volatil y téxico, que no es almacenado en
vesiculas sinapticas y no se libera por exocitosis, sino que cruza las membranas
biolégicas por difusion y actua sobre componentes intracelulares. En el estriado, el NO
es producido por una pequena poblacion de neuronas espinosas medianas que
colocalizan somatostatina y neuropéptido Y, posiblemente ayuda a la integracién de
transmisores a través de los parches y la matriz (Trabace y Kendrick, 2000). Su accion
no puede ser terminada por recaptura ni por catabolismo enzimatico, asi que su control
es unicamente mediante la sintesis. De esta forma la excesiva activacién de la NOSnh,
resulta en la sobreproduccion de NO, el cual reacciona rapidamente con el O, y forma
peroxinitrito (ONOO' ; Barzilai et. al. 2001). El O, se forma durante la respiracién
mitocondrial, también es generado por la accion de algunas enzimas como la xantina
oxidasa, citocromo oxidasa, la monoamina oxidasa (MOA) etc. Ademas en la
autoxidacion de catecolaminas, leucoflavinas e hidroquinonas o en condiciones de
estrés oxidativo y mas recientemente se ha demostrado que la reaccién enzimatica de
la NOSnh causa la produccion de O, (Cadet y Brannock 1998). La reaccién entre el NO
y el O ocurre a una tasa de 6.7 x 10° M'S’, tres veces mas rapido que la dismutacion
por la SOD (enzima encargada de limpiar O, ), de esta manera la formacién de ONOO"
depende de la concentracion de NO y O, en la célula (Flint Beal 2003). Recientemente
al ONOO'" se le ha atribuido un papel principal en el dano de células nerviosas (Hilgier
et. al. 2003). Ademas, se ha reportado la formacion de ONOO™ durante las reacciones
redox seguidas de la interaccion de la 6-OHDA y el NO, la implicacién de estas
reacciones en modelos in vivo puede promover la generacidén de especies reactivas de

nitrégeno y oxigeno (Riob¢ et al. 2002).

Mehta y Dawson 2001, demostraron que la Taurina tiene una baja actividad para
prevenir la oxidacion provocada por el ONOQO™ , ademas encontraron que la Taurina
puede potenciar ligeramente la oxidacién de catecolaminas posiblemente mediante la
extension de una cadena lateral de carbonos. Comparado con la Bromocriptina, la cual
se ha reportado que los efectos protectores en pacientes que sufren de EP, esta

relacionado con su habilidad para evitar la formacion de NO, ya que actua como un

56



fuerte inhibidor de la NOSn afectando su activacion por la calmodulina, ademas de
limpiar O, H,O; al igual que ONOO" (Renodon et. al. 1997).
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CONCLUSION.

De acuerdo con los datos obtenidos, observamos que la bromocriptina presenté efecto
neuroprotector evitando la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
compacta, ademas previno de manera muy importante las alteraciones
ultraestructurales tanto en el lado ipsilateral como en el contralateral. Mientras que el
grupo tratado con taurina presenté valores similares al grupo lesionado sin tratamiento y
en algunos casos el dafio fue mayor (diametro del boton presinaptico), probablemente
esto sea debido al gran nimero de mecanismos en los que la Taurina esta involucrada,
sin embargo es necesario realizar otros estudios en cuanto a los mecanismos de la
taurina con respecto a la lesién con 6-OHDA ya que algunos autores han reportado un
efecto neuroprotector. Por otro lado consideramos que es necesario probar otras
substancias antioxidantes con efectos similares a los de la bromocriptina ya que ésta, a
largo plazo, produce efectos secundarios adversos que impiden la mejoria en los

pacientes con EP.
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ABREVIATURAS

EP Enfermedad de Parkinson

DA Dopamina

GB Ganglios Basales

NE Nucleo Estriado

SN Substancia Nigra

SNc Substancia Nigra Compacta
SNr Substancia Nigra Reticular

GPi Globo Pélido Interno

GPe Globo Pélido Externo

NST Nicleo Subtaldmico

ROS Especies Reactivas de Oxigeno
CAT Catalasa

SOD Superdxido Dismutasa

GSH-Px Glutation Peroxidasa

NOSn Oxido Nitrico Sintasa Neuronal
0, Anidn Superdxido

H,0, Peroxido de Hidrégeno

OH * Radical Hidroxilo

NO Oxido Nitrico

ONOO~ Peroxinitrito

MAO Monoaminoxidasa

6-OHDA 6(-2I-,|i:j,|"30¥'ir(ijl'?i%?'cr;1)(iirf‘eaniletilamina)
MPTP 1-Metil-4,Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridina
TH Tirosina Hidroxilasa
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