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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson estd asociada a la muerte progresiva de neuronas
dopaminérgicas de proyeccion nigro-estriatales. Este proceso degenerativo conduce a los
sintomas motores clasicos de la enfermedad. La investigacion en el drea se ha enfocado
principalmente a la degeneracién progresiva de las neuronas dopaminérgicas nigro-
estriatales como la causa de la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, es posible que las
respuestas de reorganizacidon de las neuronas estriatales restantes (e.g., interneuronas
colinérgicas gigantes) pudiera también intervenir en la patogénesis de la enfermedad. En
el presente trabajo, exploramos esta posibilidad evaluando los cambios en el tamafio y
densidad de las neuronas colinérgicas en ratones tratados con 6-hidroxidopamina
administrada unilateralmente en el nucleo caudado; un modelo bien aceptado que replica
las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson en animales experimentales. Nuestros
resultados muestran que las interneuronas colinérgicas disminuyen su area somatica en
las regiones denervadas mediales del nucleo caudado. La densidad de estas interneuronas
también disminuye en la regién medial del nucleo caudado después de una
deaferentacidn parcial y total. Nuestros datos sugieren que las interneuronas colinérgicas
gigantes estriatales pueden estar sujetas a hipotrofia después de la denervacién
dopaminérgica nigro-estriatal al menos después de una lesidon neurotdxica. No podemos
prever si estos cambios seran permanentes a largo plazo, una circunstancia que sera
necesario evaluar para explorar la participaciéon de la plasticidad neuronal en la

patogénesis de la enfermedad de Parkinson.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease is associated with the progressive death of the nigrostriatal-projecting
dopaminergic neurons. This degenerative process leads to the classic motor symptoms of
the disease. Research on the field has been primarily focused on the progressive
degeneration of nigrostriatal dopaminergic neurons as the cause of Parkinson’s disease. It
is possible, however, that reorganization responses of the remaining striatal neurons (e.g.,
giant cholinergic interneurons) could also intervene in the pathogenesis of the disease.
Here, we explored this possibility by evaluating shifts in cholinergic neuron size and
density in mice treated with 6-hydroxydopamine administered unilaterally in the caudate
nucleus; this model is well accepted as replicative of Parkinson’s disease in experimental
animals. Our results showed that cholinergic neurons decrease their somatic area when
located in medial denervated regions of the caudate nucleus. The density of these
neurons also was found decreased at the medial region of the caudate nucleus following
partial and total deafferentation. Hence, our data suggest that striatal cholinergic neurons
might be subjected to hypotrophy following nigro-striatal dopaminergic denervation at
least after neurotoxic lesion. We cannot foresee whether these changes are permanent in
the long term, a circumstance that will be needed to evaluate in order to explore the

participation of neuronal plasticity in pathogenesis of Parkinson’s disease.
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Enfermedad de Parkinson: Generalidades y reflexiones

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un serio problema de salud entre la
poblacion mundial mayor de 50 afios (Fearnley y Less, 1991). De ellas, la enfermedad de
Parkinson (EP) ocupa la segunda posicién en frecuencia y prevalencia solo por debajo de la
enfermedad de Alzheimer. Dada la tasa de envejecimiento de la poblacion mundial, se
estima que el nUmero de nuevos casos de pacientes que sufriran EP se incrementard
significativamente en el transcurso de las siguientes tres décadas. Asi, estudios
encaminados a establecer la etiologia, entender la fisiopatologia y promover el desarrollo
de medidas que prevengan, retrasen, traten o aminoren la aparicién y/o la evolucién

sintomatoldgica de la EP son de suma importancia para la biomedicina.

La EP es una enfermedad que afecta tanto a las neuronas aminérgicas del sistema
nervioso central (e.g. dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta y area ventral
tegmental, noradrenérgicas del locus coeruleus; Blum et al.,, 2001) como a aquellas del
sistema nervioso periférico (e.g. ganglios simpaticos paravertebral y celiaco, plexos de
Auerbach, axones noradrenérgicos del plexo submucosal coldénico y médula adrenal,
axones dopaminérgicos del nervio simpatico cardiaco y ganglios simpaticos
paravertebrales; Ohama e lkuta, 1976; Schmidt et al., 1991; Orimo et al., 2008; Lebouvier
et al.,, 2010). La afectacién neuronal es, sin embargo, asincronica pues las neuronas
catecolaminérgicas periféricas y las dopaminérgicas nigrales parecen ser las que se
afectan predominantemente durante las etapas tempranas-intermedias de la enfermedad
(Levoubier et al., 2010), seguidas por las catecolaminérgicas, serotoninérgicas y
colinérgicas centrales en las fases intermedias-tardias del padecimiento (Perry et al., 1985;
Hirsch et al., 1987). Es este proceso neurodegenerativo secuencial el que seguramente

explica la aparicion de sintomas y signos disautondmicos “inespecificos” (e.g., hipotension
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ortostatica) en las etapas tempranas, la pérdida de la olfaccién y la desregulacién motora
(temblor en reposo/vigilia, rigidez, hipotonia muscular facial, dificultad para iniciar y
detener el movimiento) caracteristicas de las etapas intermedias del padecimiento, para
finalmente evolucionar a la instalacion de problemas cognitivos (depresion, cambios del
temperamento y demencia) en las etapas mas tardias del mismo (Kish et al., 1988; Lee et
al., 2004; Hilker et al., 2005). Es importante resaltar, sin embargo, que en la mayor parte
de los pacientes EP la sintomatologia y signologia progresan de forma irregular y poco
predecible en el tiempo, y que en realidad un porcentaje relativamente bajo de estos
pacientes alcanzan las fases mas tardias de la enfermedad desarrollando alteraciones
cognitivas severas como demencias. De hecho, no es infrecuente que la EP parezca
estabilizarse en sus etapas intermedias en un numero significativo de pacientes. Esta
heterogeneidad ha conducido a la concepcién de que la EP no constituye en si misma un
estado nosoldgico especifico y bien definido, sino que encuadra a un conjunto de

enfermedades que comparten el sindrome parkinsénico motor.

Con relacién a su etiologia, entre las causas que conducen al desarrollo de sindromes
parkinsénicos, se ha reportado la recepcién frecuente de golpes sub-letales en la cabeza
en practicantes de deportes de contacto y victimas de violencia con parkinsonismo por
encefalopatia traumatica crénica (demencia pugilistica; McKee et al., 2009). Este es un
padecimiento caracterizado por la presencia de agregados neurofibrilares de la proteina
tau en neuronas y astrocitos. Por otro lado, las infecciones virales (e.g. encefalitis
Japonesa, encefalitis de St. Louis; entre otras) también han sido asociadas con el
desarrollo de parkinsonismo post-encefalitico (Riederer y Foley, 2002); particularmente en
la infeccién por el virus Epstein-Barr se le ha relacionado con reactividad cruzada de
anticuerpos contra el virus hacia la proteina a-sinucleina (Espay y Henderson, 2011). El
dafio cerebral en etapas tempranas del desarrollo (e.g. trauma in utero o post-parto e
infecciones virales intrauterinas) ha sido asociado a nifios con trastornos extrapiramidales
en el movimiento (sindrome infantil hipocinético/hipertdnico con sintomas parkinsénicos;

Riederer y Foley, 2002).
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En lo referente a los parkinsonismos por neurotoxicidad y agentes farmacoldgicos, en la
década de los 80’s se documenté el desarrollo de un estado agudo de acinesia en usuarios
de drogas después de la inyeccidn intravenosa de 1-metil-4-fenil-4-propionpiperidina
(MPPP, un analogo del narcético meperidina). EI MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) producido durante la sintesis ilicita del MPPP fue identificado como el
agente causal de las manifestaciones clinicas, cuya administracion en humanos y monos
produce un sindrome parkinsonico severo e irreversible (con sintomas motores vy
deterioro cognitivo). La capacidad de este neurotdxico para inhibir al complejo |
mitocondrial, generar una pérdida de neuronas dopaminérgicas nigrales y dafio agudo a
la via dopaminérgica nigro-estriatal, permitié el desarrollo de modelos farmacoldgicos de

la EP en animales (Bové et al., 2005).

En el caso particular de la EP esporadica, las causas que conducen a su instalacién son
desconocidas. Esta situacidn dista de ser trivial. La dificultad con la que nos enfrentamos
para lograr la identificacion cierta de factores etioldgicos, con excepcion hecha de
aquellos parkinsonismos relacionados con la exposicién a neurotdxicos (e.g., pesticidas
como rotenona; Betarbet et al., 2000; y MPTP en usuarios de drogas; Bové et al., 2005), se
relaciona al menos con dos hechos. Por un lado, la EP carece de sintomatologia/signologia
prodrémica reconocida que permita un diagndstico presuntivo temprano eficaz. Por el
otro, el diagndstico de EP se realiza generalmente en pacientes sintomaticos, por lo que es
probable que la enfermedad tenga un tiempo mas largo de evolucién, al menos de
alrededor de 5 afos (Fearnley y Less, 1991; Lee et al., 2004, Hilker et al.,, 2005),
circunstancia que abre la posibilidad de que se confundan a los factores y mecanismos
fisiopatoldgicos con aquellos que son responsables de la etiologia. Adicionalmente, un
tercer hecho que dificulta la identificacion de los factores y mecanismos etioldgicos de la
EP con certidumbre es la carencia de modelos animales que desarrollen a la enfermedad o
un sindrome equivalente de manera espontanea. No obstante estas dificultades se han
postulado la existencia de 1) factores de predisposicion genética, 2) alteraciones del

metabolismo de proteinas, del metabolismo energético y del amortiguamiento del calcio
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intracelular, 3) deficiencias crénicas en el amortiguamiento de especies reactivas de

oxigeno, 4) y la existencia de factores predisponentes asociados a eventos epigenéticos de

reprogramacion genética durante la ontogenia, como responsables de instaurar el dafio

inicial (Cuadro 1).

Factores

Mecanismos

Predisposicidn genética

Las mutaciones en el gen SNCA (ubicado en el loci PARK1) que codifica para a-
sinucleina estan relacionadas con el comienzo temprano de la enfermedad. En
su conformacion fibrilar se une a las proteinas sinfilina-1, parkina, ubiquitina y
chaperona anti-apoptética, formando cuerpos de Lewy.

Mutaciones en los siguientes loci:

PARK2 (cromosoma 6q25.2—q27) en el gen parkina (ubiquitina E3 ligasa).
PARK4: 4 copias funcionales del gen para a-sinucleina, causan una
enfermedad mds severa.

PARK5 (cromosoma 4pl4) en el gen UCH-L1 (ubiquitina hidrolasa L1 de
carboxilo terminal).

PARK6 (cromosoma 1p35-36) en el gen PINK-1 (cinasa 1 putativa inducida por
PTEN).

PARK7 (cromosoma 1p36) en el gen DJ-1 (proteina mitocondrial involucrada
en la proteccidn contra el estrés oxidativo).

PARK8 (cromosoma 12g12) en el gen LRRK2 (codifica para la proteina
dardarina que contiene el dominio catalitico para la enzima tirosina

hidroxilasa).

Susceptibilidad de las
neuronas dopaminérgicas
nigrales al estrés

oxidativo

El catabolismo basal de dopamina genera perdxido de hidrogeno mediante la

enzima monoamino oxidasa.

La auto-oxidacién de dopamina por especies reactivas de oxigeno incrementa

la produccién de radicales libres, quinonas tdxicas y melanina.

Las especies reactivas de oxigeno aceleran el proceso de fibrilacién de a-
sinucleina y la cascada de sefializacion que activa a las caspasas 9 y 3,

conduciendo a apoptosis.

Factores ambientales

La inyeccion intravenosa de MPTP en usuarios de drogas y la exposicion

cronica al pesticida rotenona inducen inhibicién del complejo | mitocondrial.
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Alteraciones del La disminucién en la actividad del complejo | de la cadena respiratoria
metabolismo energético mitocondrial genera incremento de especies reactivas de oxigeno,
disminucion de ATP, deterioro del bombeo de protones, disminucion del

potencial de la membrana mitocondrial y apoptosis.

La generacion de especies reactivas de oxigeno y las deficiencias en el sistema
de reparacion del ADN mitocondrial (ADNm) generan incremento de

mutaciones en el ADNm.

Deficiencias crdnicas en el | La disminucion de glutatidn reducido y glutatidon peroxidasa incrementan la

amortiguamiento produccion de radicales hidroxilo y peréxido de hidrogeno, que participan en
especies reactivas de la peroxidacién de macromoléculas celulares.

oxigeno

Deficiencias en el Disminucién de calbindina D28K (proteina de unidon a calcio) en neuronas
amortiguamiento de dopaminérgicas.

calcio intracelular

Eventos epigenéticos La hipometilacién de islas CpG en el intron 1 del gen SNCA (que codifica para
a-sinucleina) en la sustancia nigra de cerebros post mortem de pacientes con

EP esporadica estd asociada a la expresion incrementada de a-sinucleina.

Cuadro 1. Factores relacionados con la etiologia de la enfermedad de Parkinson. Revisados por Blum et al.,

2001; Stecce-Collier et al., 2002; Migliore y Coppedé, 2009; Jowaed et al., 2010; Matsumoto et al., 2010

Desde el punto de vista fisiopatolégico, las cosas parecen estar un poco mas claras. En
general se acepta que las manifestaciones caracteristicas de la EP se asocian con la muerte
de las neuronas aminérgicas (e.g. dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta y area
ventral tegmental, noradrenérgicas del locus coeruleus, serotoninérgicas del nucleo de
Raphe dorsalis; Blum et al., 2001; Jenner y Olanow, 2006), la consecuente denervacion de
sus sitios blancos y la reduccién en los niveles de los neurotransmisores que ellas liberan
(Anglade et al., 1995; Deumens et al., 2002; Bové et al., 2005). Dado que los sintomas
motores son dominantes y muy evidentes en el cuadro sindromatico de la EP, una mayor
atencién ha sido puesta en el estudio del proceso degenerativo de las neuronas
dopaminérgicas de proyeccién nigro-estriatales. Diversas lineas de evidencia sugieren que

la muerte progresiva de estas neuronas es el resultado de una combinacion factorial que
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incluye la reduccion en la disponibilidad del Factor de Crecimiento derivado del Cerebro a
nivel estriatal, el desarrollo de estrés oxidativo y nitrosativo relacionado con el
metabolismo de la dopamina y del amortiguamiento del calcio intracelular, un incremento
en el tono glutamatérgico que conduce a excitotoxicidad y un proceso inflamatorio
secundario (Jenner y Olanow 2006). Las manifestaciones de la EP aparecen hasta que un
porcentaje mayor al 50-70 por ciento de la poblacidn neuronal dopaminérgica involucrada
muere (lo que se traduce en una disminucién del 80 por ciento de la dopamina estriatal
disponible) (Kish et al., 1988; Blum et al., 2001, Larch et al., 1992; Hirsh, 2000; Deumens et
al., 2002). Este ultimo hecho es importante pues indica que la inervacidn dopaminérgica
muestra una gran reserva funcional que permitiria compensar por la muerte de un

porcentaje significativo de las neuronas dopaminérgicas.

Aunque es innegable la importancia que tiene la muerte de las neuronas dopaminérgicas
como el evento central de la fisiopatogenia motora de la EP, si uno asume como cierta la
presuncion de que el sindrome evoluciona de manera progresiva a lo largo de al menos
una década previa al diagndstico, es probable que conforme las neuronas dopaminérgicas
mueren, se desarrolle una respuesta de reorganizacién de los circuitos neuronales
involucrados que pudiese también influir negativamente en el funcionamiento de los
ganglios basales en pacientes con EP; por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar los

cambios plasticos en la morfologia de las interneuronas colinérgicas gigantes.

Enfermedad de Parkinson e inadaptacion de la plasticidad neural

Tradicionalmente se ha considerado que la reorganizacién cerebral en respuesta a
diversos estimulos posee un valor intrinsecamente adaptativo y por tanto refleja el
“esfuerzo neuronal”, en el caso de haber sufrido algun dafio, por restablecer lo mas
cercanamente posible las condiciones de normalidad anatémica y funcional del sistema
neural afectado. En la actualidad, sin embargo, esta visidén “adaptacionista” de la
plasticidad neuronal se ha cuestionado seriamente con base en observaciones que

muestran que las respuestas de reorganizacion o regeneracién neurales no siempre
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conducen a condiciones morfo-fisioldgicas aceptables, utiles o compensatorias sino que
por el contrario contribuyen a las manifestaciones fisiopatoldgicas (e.g., sensacion del
miembro fantasma; Kohama et al., 2000; Karl et al., 2001; Flor et al., 2006). Esta situacién
no debe sorprendernos pues las respuestas plasticas neuronales consecutivas a lesiones
reflejan, en buena medida, la “necesidad” de sobrevivir de las neuronas que no fueron
directamente afectadas por el dafio (Gutiérrez-Ospina et al., 2011). Para entender este
ultimo argumento debemos recordar que todas las neuronas requieren de un numero
minimo critico de conexiones para sobrevivir debido a que a través de ellas estas obtienen
un soporte tréfico (Purves, 1990; Purves et al., 2008). En relacién a las conexiones
neuronales, se ha demostrado que existe una relacion directa entre el incremento en el
tamafio del soma vy la longitud y complejidad del arbol dendritico (Purves et al., 1990).
Estudios efectuados durante el desarrollo postnatal en ratas muestran que, al nacimiento,
el tamafo y morfologia de las células de los ganglios cervicales superiores es
relativamente simple (con pocas ramificaciones dendriticas), y alrededor de la semanas 4
hasta la edad adulta (16 semanas), el aumento en el didmetro celular se encuentra
acompafado del incremento en la longitud dendritica, nUmero de dendritas primarias y
extension del drbol dendritico (Voyvodic, 1987).

Asi, dado que en general existe una relacién entre el tamafio del soma y la complejidad de
arboles axénicos y dendriticos, si las neuritas de las interneuronas colinérgicas gigantes

rebrotan, sus somas deben incrementar su tamano.

Bajo esta ldgica, la muerte celular progresiva que ocurre como elemento fundamental de
la EP, induciria una respuesta de rebrote de las neuritas por parte de las neuronas
deaferentadas que subsisten en la busqueda de alcanzar el nivel critico de conectividad
gue les permite sobrevivir (Gutiérrez-Ospina et al., 2011). Este hecho podria conducir a la
creacién de conexiones “aberrantes” que llevarian a una disfuncién, si bien garantizarian
la preservacion de las neuronas remanentes. De esta manera, los procesos de

reorganizacidn neuronal podrian ser un elemento fundamental en el desarrollo de la
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fisiopatologia de la enfermedad y su modulacidon podria ser terapéuticamente util

(Gutiérrez-Ospina et al., 2011).

En referencia a ello, existen algunos ejemplos de plasticidad inadecuada o mal adaptativa
en cerebros de pacientes que sufrieron de EP. En la sustancia nigra compacta las
alteraciones se presentan en terminales colinérgicas (incremento en el tamafio y nimero)
y GABAérgicas putativas (disminucion en el numero) en contacto con dendritas
dopaminérgicas (Anglade et al., 1995a); mientras que en el nlcleo caudado se observan
cambios en las aferencias cortico-estriatales (incremento en longitud y nimero de
densidades postsindpticas y en el nimero de sinapsis perforadas) hacia espinas

dendriticas GABAérgicas (Anglade et al., 1996).

De igual forma, datos morfolégicos obtenidos en modelos animales farmacoldgicos
aceptados como adecuados para el estudio de la fisiopatologia de la EP documentan que
la deaferentacion dopaminérgica disminuye la longitud y nimero de ramificaciones
dendriticas, asi como el numero de espinas dendriticas en las neuronas espinosas
medianas estriatales, en tanto que las interneuronas GABAérgicas incrementan la
proporcién de sinapsis simples o multiples que establecen con sus blancos (Ingham et al.,
1993; Nitsh y Reisenberg 1995; Solis et al., 2007; Azdad et al., 2009). La reorganizacién de
la conectividad no solo ocurre local y anterdgradamente, sino también afecta
retrogradamente a las aferentes cértico-estriatales y a las neuronas que le dan origen. Se
han reportado el incremento en la longitud de las sinapsis asimétricas cortico-estriatales y
la disminucidon de la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas corticales
(Ingham et al., 1993; Meshul et al., 1999; Solis et al., 2007). Estos cambios se asocian con
un incremento en la excitabilidad estriatal (Jaidar et al., 2010), una mayor disponibilidad
estriatal de glutamato y un incremento en el tono GABAérgico en los nucleos estriatales
de salida que probablemente explican parte de la sintomatologia/signologia observada en
los animales “dopaminérgicamente deaferentados” (DeBoer et al., 1993; Jackson et al.,

1993; Bata-Garcia et al., 2007), y quizas en los seres humanos afectados por la EP.
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Las observaciones comentadas apoyan la idea de que modificaciones pldsticas neuronales
pudieran participar en la fisiopatologia de la EP. Datos adicionales que apoyan esta idea
provienen de estudios en los que se ha documentado en ratas, monos y humanos que la
administracion crénica de levodopa, farmaco que se utiliza para controlar las anomalias
motoras caracteristicas de la EP, conduce a un rebrote de las aferentes serotoninérgicas
estriatales que se traduce en discinesias (Rylander et al., 2010). Esta situacion solo se
presenta en los individuos que sufren el sindrome parkinsénico experimental o natural y
no en cerebros post mortem de individuos neuroldgicamente sanos no-tratados (Rylander
et al., 2010), lo que sugiere que los mecanismos de plasticidad estan alterados en la EP,
conduciendo a reorganizaciones de los circuitos que son mal adaptativas desde el punto

de vista funcional.

Enfermedad de Parkinson, hipercolinergia y plasticidad mal adaptativa

Los circuitos que constituyen el sustrato anatomo-funcional sobre el cual se desarrollan
los signos y sintomas de la EP estan formados por varios sistemas de aferencias, incluida
la dopaminérgica, y una via de salida GABAérgica originada por las neuronas medianas
estelares espinosas y por conexiones intrinsecas entre las que destacan aquellas
originadas en la interneuronas gigantes colinérgicas (Figura 1). Asi, la modificacion en el
numero, geometria y propiedades fisiolégicas de estos elementos, romperia el balance

necesario para asegurar una adecuada funcién.
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Figura 1. Regulacién de las aferencias excitatorias corticales por las poblaciones neuronales que participan
en el circuito estriatal y su conectividad. (+) Excitacidn; (-) inhibicion; (+/-) excitacion/inhibicion.
Glu, glutamato; ACh, acetilcolina; DA, dopamina GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; NEP,
nucleo entopeduncular; SNc, sustancia nigra compacta; SNr, sustancia nigra reticular; NST, nucleo
subtaldmico; AVT, drea ventral tegmental. Imagen modificada de Zhou et al.,, 2002, con informacién

adicional de Pisani et al., 2003; Tepper y Bolam, 2004.

En condiciones normales, la acetilcolina liberada por las interneuronas colinérgicas
gigantes facilita la secreciéon de dopamina desde las aferentes nigro-estriatales. Una vez
liberada la dopamina, reduce la secrecidn de acetilcolina desde las interneuronas
colinérgicas. El arreglo descrito genera un balance de la disponibilidad de dopamina y
acetilcolina no solo en las sinapsis establecidas entre las neuronas de proyeccidn nigro-
estriatales y las interneuronas colinérgicas gigantes, sino en las sinapsis establecidas entre
ambas con las aferentes cortico-estriatales glutamatérgicas y con las neuronas estelares
espinosas GABAérgicas de proyeccién (Figura 2). Por consiguiente, la eliminacién de la via
dopaminérgica nigro-estriatal establece un estado de hipercolinergia asociado a la

dominancia del tono colinérgico dependiente, en mayor grado, de las interneuronas
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colinérgicas gigantes (Spehlmann y Stahl, 1976; DeBoer et al., 1993; Jackson et al., 1993;
Sanchez et al., 2011).

No obstante, se ha sugerido que la degeneracion de las fibras y neuronas dopaminérgicas
nigro-estriatales pudiera resultar en el rebrote de los axones de las interneuronas
colinérgicas en el nucleo caudado (Spehlmann y Stahl, 1976), aumentdndose asi la
inervacién colinérgica estriatal y con ello en la disponibilidad de acetilcolina, hecho que
podria conducir a la rigidez caracteristica de los pacientes EP (Barbeau, 1962; Duvoisin,
1967; Spehlmann y Stahl, 1976). En referencia a ello, estudios clinicos efectuados en
pacientes con EP en grado variable, muestran que la aplicacion de inhibidores de la
acetilcolinesterasa (fisostigmina) exacerba la sintomatologia parkinsénica (e.g. incremento
del temblor en reposo, rigidez, anormalidades en la postura, alteraciones en el lenguaje),
en tanto que la administracién posterior de farmacos anticolinérgicos (e.g. benzatropina)
conduce al mejoramiento de estas manifestaciones en algunos pacientes solamente,
basicamente en aquellos pacientes que no responden a la terapia dopaminérgica
(Duvoisin, 1976). Debemos enfatizar que, no obstante la congruencia de esta hipodtesis, el
desarrollo de respuestas plasticas por parte de las neuronas colinérgicas estriatales, si
bien esperable, no ha sido sistematicamente explorado por lo que el presente trabajo
tuvo como objetivo el iniciar un proyecto que caracterice las respuestas plasticas de las
interneuronas colinérgicas gigantes en respuesta a la deaferentacién dopaminérgica del
nucleo caudado, utilizando un modelo de ratéon hemiparkinsénico. De ser positivos los
resultados obtenidos, estos nos permitirian reforzar la idea de que la plasticidad mal
adaptativa constituye una parte fundamental de los mecanismos fisiopatolégicos del la EP,
y nos permitiria empezar a considerar medidas de modulacién de la plasticidad neuronal

como parte del arsenal de posibilidades terapéuticas para la enfermedad.
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Figura 2. Interacciones bidireccionales de la dopamina y acetilcolina en el estriado. La acetilcolina de las
interneuronas colinérgicas controla la liberacion de dopamina, actuando sobre receptores nicotinicos
(nAChR) localizados sobre las terminales dopaminérgicas y sobre receptores muscarinicos M1 localizados
sobre las neuronas en la sustancia nigra compacta. La acetilcolina también actua sobre los receptores M1y
M2 en las neuronas GABAérgicas espinosas estriatales, reduce la liberaciéon de glutamato de las terminales
glutamatérgicas actuando sobre los receptores M2, y controla su propia liberacién actuando sobre auto-
receptores M2. Sin embargo, la dopamina a través de la interaccion con receptores dopaminérgicos D1y D2,
expresados por las interneuronas colinérgicas, incrementa y reduce (respectivamente) la liberacién de
acetilcolina. La dopamina a partir de la sustancia nigra pars compacta actta sobre los receptores D1 y D2
sobre las neuronas espinosas GABAérgicas, incrementando y reduciendo (respectivamente) la liberacion de
GABA; en tanto que la dopamina reduce la liberacion de glutamato actuando sobre receptores D2
localizados sobre las terminales glutamatérgicas estriatales. AC, adenililciclasa; ACh, acetilcolina; AMPc,
adenosinmonofosfato ciclico; D1 y D2, receptores metabotrdpicos dopaminérgicos; DA, dopamina; GABA,

acido gamma-aminobutirico; Glu, glutamato; InsP3, Inositol 1,4,5-trifosfato; M1 y M2 receptores
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metabotrépicos muscarinicos colinérgicos; nAChR, receptor ionotrépico nicotinico colinérgico; NMDAr,
receptor ionotrépico de glutamato (N-metil D-aspartato); NOS, éxido nitrico sintetasa; PLC, fosfolipasa C.
Imagen modificada de Calabresi et al., 2006, con informacion adicional de Dimova et al., 1993; Kods y

Tepper, 2002; Pisani et al., 2003; Tepper y Bolam, 2004; Purves, 2008.

Modelo de inyeccion unilateral de 6-OHDA

Las causas que desencadenan la aparicién de la enfermedad de Parkinson idiopatica a la
fecha son desconocidas, sin embargo el entendimiento de algunos factores asociados a la
patogénesis de la EP provienen de investigaciones desarrolladas en modelos
experimentales en animales empleando neurotoxinas, para recapitular algunas
caracteristicas distintivas de la EP idopatica (Bové et al., 2005). Puesto que la 6-OHDA es
un neurotdxico selectivo para neuronas catecolaminérgicas (dopaminérgicas vy
noradrenérgicas), su auto-oxidacion intracelular en las neuronas dopaminérgicas
reproduce algunas de las alteraciones observadas en la enfermedad de Parkinson
idiopatica, tales como generacién de radicales libres y disfuncién mitocondrial, induciendo
una pérdida estable de neuronas dopaminérgicas nigrales y disminucién de dopamina
estriatal (Alvarez-Fischer et al., 2008).

La inyeccion unilateral de 6-OHDA en estriado de ratén, es un modelo farmacoldgico de la
EP bien caracterizado (Alvarez-Fischer et al., 2008). La inyeccién unilateral en el estriado,
presenta las ventajas de que operativamente es mas sencilla por el gran tamafio de esta
estructura, produce una baja mortalidad en los ratones lesionados (10%) y permite
evaluar un comportamiento motor asimétrico (espontdaneo o al administrar agentes
farmacoldgicos) que es de utilidad para evaluar la eficacia de la lesidn, la efectividad de
agentes terapéuticos y/o complicaciones motoras asociadas a la terapia dopaminérgica de
reemplazo (e.g. discinesia) (lancu et al., 2005; Cenci y Lundbland, 2007; Alvarez-Fischer et

al., 2008).
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HIPOTESIS

La denervacién dopaminérgica en el nucleo caudado estriatal se asociard con cambios

morfolégicos de las interneuronas colinérgicas consistentes en un incremento en el

tamafio del soma como consecuencia de un aumento de la complejidad de los arboles

dendriticos y axonales.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los cambios en el nimero y en el drea somatica de las interneuronas

colinérgicas gigantes en el nucleo caudado de ratones lesionados unilateralmente con 6-

hidroxidopamina.

Objetivos particulares

1.

2.

Comparar los cambios en el nimero de somas colinérgicos por unidad de darea
evaluada, entre las zonas parcial o totalmente denervadas de fibras
dopaminérgicas nigro-estriatales en ratones C57BL6 machos, inyectados
unilateralmente con 6-OHDA; mediante cortes cerebrales con inmunotinciones
para colina acetiltransferasa, microscopia de campo claro y técnicas morfométricas
digitales.

Comparar los cambios en el tamano de los somas de las interneuronas colinérgicas
gigantes entre las zonas parcial o totalmente denervadas de fibras dopaminérgicas
nigro-estriatales en ratones C57BL6 machos, inyectados unilateralmente con 6-
OHDA; mediante cortes cerebrales con inmunotinciones para colina
acetiltransferasa y contratincion nuclear con verde de metilo, empleando

microscopia de campo claro y técnicas morfométricas digitales.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

En este trabajo se emplearon 10 ratones machos jévenes de la cepa C57BL6 en un rango

de peso de 25-30 g (para minimizar las diferencias en el tamafio del cerebro). Estos

animales fueron inyectados unilateralmente con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) aplicada en
el nucleo caudado, con el objetivo de producir
una degeneracion neurotdxica retrograda del
sistema dopaminérgico nigro-estriatal (Blum et
al., 2001; Cenciy Lundbland, 2007; Simola et al.,
2007). Durante los procedimientos pre- y post-
operatorios, los animales fueron mantenidos en
el moédulo de alojamiento temporal para
animales de la nueva sede del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, bajo
ciclos de luz-oscuridad controlados (12-12 hrs) y
alimento y agua a libre acceso. Los protocolos
de manejo, experimentales y quirdrgicos

Figura 3. Inyeccion  unilateral de €fectuados en los ratones empleados fueron

6-hidroxidopamina mediante aparato

- aprobados por el Comité de Bioética de este
estereotaxico.

Instituto.

Administracion unilateral de 6-OHDA en el nucleo caudado

Los ratones (n=10) fueron anestesiados (isofluorano) y montados en un aparato
estereotaxico (Figura 3). Una vez expuesta la superficie cerebral, se introdujo una canula a
través de la cual se infundié 1 pL de una solucion de 6-OHDA (80 pg/uL) y acido ascérbico
(32.05 pg/pL) disueltos en solucidn salina fisiolégica, con ayuda de una bomba de
perfusion (250nL/min; coordenadas: antero-posterior +0.01, medio-lateral -0.20 y dorso-

ventral -0.35; Franklin y Paxinos, 2007). La concentracién de 6-OHDA empleada fue
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elegida con base en observaciones previas, empleando una inyeccion de 1 uL de 6-OHDA a
concentraciones de 10 pg/uL, 40 pg/pL y 80 pg/uL. Esta dltima concentracién induce
deaferentaciéon dopaminérgica en la mayoria del estriado. No obstante algunas fibras
dopaminérgicas permanecen y se presenta variabilidad interindividual en la extensién de
la lesion. La confirmacidon de estas lesiones fue efectuada mediante inmunohistoquimica
para TH, dos semanas posteriores a la inyeccion (Valle-Leija, comunicacion personal).

Finalizada la perfusién se dejé reposar la cdnula por 5 minutos antes de retirarla.
Concluida la cirugia, se aplicé un antiséptico local, se administraron analgésicos (Napzin;
2.5 mg/kg peso/ 4 dias) y antibidticos (Baytril; 10 mg/kg peso/ 4 dias) y se permitio la

recuperacién de los ratones vigilando cuidadosamente su estado fisico.

Obtencion, procesamiento e inmunotincidn de las muestras histologicas

Después de la inyeccidn se dejaron transcurrir catorce dias, ya que se ha reportado que la
administracion unilateral de 6-OHDA en el estriado de ratones, a partir de 7 dias produce
una pérdida estable de neuronas dopaminérgicas nigrales y una reduccion estable en los
niveles de dopamina estriatal (con niveles remanentes de 32.2% y 27.5%,
respectivamente; Alvarez-Fisher et al., 2008). Transcurrido este tiempo, los ratones fueron
anestesiados (ketamina, 70 mg/Kg de peso, intraperitoneal / xilacina, 10 mg/Kg de peso,
intraperitoneal) y perfundidos por via intracardiaca con una solucién amortiguadora de
fosfatos-salina (PBS; 0.1 M, pH 7.4) durante 10 minutos, seguida de una solucién
amortiguada con PBS de paraformaldehido (PFA; 4%) administrada a 4°C durante 15
minutos. Se procedié a la extraccion y post-fijacidon del cerebro en PFA durante 2 horas a
4°C para, posteriormente, ser transferido y almacenado a 4°C en una solucién de sacarosa
al 30% en PBS hasta su ulterior uso.

La eficacia de la lesion fue monitoreada mediante la utilizacion de una técnica
inmunohistoquimica dirigida a la deteccidn de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH); enzima
limitante involucrada en la sintesis de dopamina (Purves 2008). La identificacidon de las
neuronas colinérgicas fue realizada a través del uso de inmunotinciones dirigidas a la

deteccién de la enzima Colina Acetiltransferasa (ChAT por sus siglas en inglés); enzima
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responsable de la sintesis de la acetilcolina (1zzo y Bolam, 1988; Dimova et. al., 1993). Para
ello, los cerebros de ratones lesionados fueron congelados y cortados coronalmente (32
cortes totales con un grosor de 50 um) en un criostato, procurando abarcar una fraccion
significativa del nucleo caudado (1600 um lineales totales). Series de 16 cortes por cada
ratén fueron colectados, lavados en PBS adicionado con Triton X-100 (0.3%; PBT) e
incubados con perdxido de hidrégeno (3% en PBS) durante 10 minutos con agitacion a
temperatura ambiente. Después de 3 lavados en PBT, los cortes fueron incubados con
solucion de bloqueo (suero de caballo al 5% en PBT; SB) durante 2 horas a 4°C con
agitacion, para posteriormente ser incubados con anticuerpos primarios anti-TH de rata
producido en oveja (1: 1500 en SB; 18-20 hrs; Chemicon) o anti-ChAT de rata producido en
ratén (1:500 en SB; 72 horas, Chemicon) diluidos en PBT a 4°C con agitacion; cortes
contiguos fueron inmunotefiidos con cada anticuerpo de forma alternada. Al término del
periodo, se efectuaron 3 lavados con PBT, y los cortes se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes anti-lgG de oveja producido en burro (1:1000 en PBT; 2
horas, Chemicon) y anti-lgG de ratén producido en burro (1:500 en PBT, 3 horas,
Chemicon) acoplados a biotina. Después de 3 lavados, los cortes fueron incubados con el
complejo avidina/biotina/peroxidasa (ABC kit, Vector Laboratories) durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacién, de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Terminado el periodo, se efectuaron 3 lavados en PBT y se revelé la actividad de
peroxidasa usando el estuche comercial de 3,3-diaminobencidina/H,0, (Vector
Laboratories). Finalmente, los cortes fueron fijados en PFA durante 10 minutos a 4°C con
agitacion, lavados en PBS, colocados en laminillas cubiertas con gelatina, contra-tefiidos o
no con verde de metilo (sélo los cortes inmunomarcados para ChAT) y montados con

Cytoseal 60 (Richard-Allan Scientific).

Determinacion del area de lesion
La estimacidn del drea total denervada de dopamina en el caudoputamen fue realizada
para cada raton a partir de dibujos de cdmara llcida digitalizados, obtenidos con base en

las series de cortes inmunoteiidos para TH (Figura 4), mediante la ayuda de un
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microscopio de campo claro (4X; Optiphot 2 o Labophot 2, Nikon). Se consideré como
denervada el drea del nucleo caudado que en cada corte carecié de inmunotincién. Las
estimaciones de las areas libres de lesion y de las afectadas por la misma fueron realizadas
con el programa Image J (NIH), calibrando las referencias a un milimetro cuadrado. En los
animales con denervacién parcial, se evalué un rango de 2 a 7 cortes (promedio, 3
cortes/raton). En los animales con denervacion total, se evaluaron 9 a 10 cortes

(promedio, 9 cortes/raton).

Lesién parcial Lesion total

Hemisferio Hemisferio Hemisferio Hemisferio
lesionado control lesionado control

Figura 4. Dibujos obtenidos a través de una camara lucida que muestran ejemplos de ratones con lesiones
(drea en rojo) parciales o totales del ntcleo caudado. El drea en azul representa aquella que permanecio

inervada. Cada area fue evaluada por separado. Escala=1 mm.

Evaluacidn del area denervada en el nucleo caudado

En cada animal se seleccionaron los dibujos de 2 a 3 cortes contiguos inmunotefiidos para
TH, con mayor denervacion en el caudoputamen.

La evaluacién de las areas parcial y totalmente lesionadas, se realizd estableciendo 2
regiones (medial y lateral) [Figura 5] en el nucleo caudado de ambos hemisferios. La zona
parcialmente denervada se delimité trazando un cuadrado [Figura 5]. Se efectud el mismo
trazado en la zona lateral inervada, y en las correspondientes del hemisferio intacto. Las

dimensiones de los trazos se promediaron y aplicaron a los dibujos de los animales con
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denervacion total [Figura 5]. Los 54 dibujos obtenidos fueron procesados y evaluados en la

forma descrita.

Lesién parcial Lesidn total
Hemisferio Hemisferio Hemisferio Hemisferio
lesionado control lesionado control

Lateral Medial

Lateral Medial Medial Lateral Medial Lateral

—
[ ]

Figura 5. Se muestran ejemplos de dibujos obtenidos a través de la cdmara lucida, y los trazados empleados
para evaluar las zonas medial y lateral en el nicleo caudado de ratones con lesiones (area en rojo) parciales
o totales. El area en azul representa aquella que permanecid inervada. Cada area fue evaluada por

separado. Escala=1mm

Determinacion del nimero de interneuronas colinérgicas

El nimero de interneuronas colinérgicas gigantes en los animales con denervacién parcial
y total fue estimado contando e indicando los perfiles celulares inmunoreactivos para
ChAT sobre los trazos del nucleo caudado dibujados con base al material contiguo
inmunotefiido para la deteccién de TH, utilizando una camara ldcida y bajo un aumento de
4X. La identidad de los perfiles celulares considerados siempre se corroboré a mayor
aumento (32X). Nuestros conteos incluyeron interneuronas colinérgicas gigantes ubicadas

tanto en la zona denervada como en la periferia contigua y lejana que mostraran somas
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de morfologia normal o ligeramente retraido y al menos la emergencia de los procesos
dendriticos primarios. El conteo se efectué empleando un contador manual. El nimero
(densidad) de interneuronas colinérgicas se obtuvo dividiendo el nimero de células entre

el area estimada para cada regién evaluada.

Determinacion del tamaiio somatico de las interneuronas colinérgicas

El drea somatica de las interneuronas colinérgicas gigantes fue obtenida a partir de
dibujos de cdmara lucida digitalizados, realizados con base en el material histoldgico
inmunotefiido para la deteccién de ChAT contra-tefiidos con verde de metilo bajo un
aumento de 100X (Figura 6). Se dibujaron un maximo de 10 somas colinérgicos por cada
zona evaluada. Nuestras estimaciones incluyeron interneuronas colinérgicas gigantes
ubicadas tanto en la zona denervada como en la periferia contigua que mostraran somas
de morfologia normal o ligeramente retraido y al menos la emergencia de los procesos
dendriticos primarios. Siempre se procurd dibujar el contorno celular maximo a un nivel
que permitio la identificacién clara del nicleo neuronal. Se dibujaron un total de 328

somas.

Figura 6. Dibujos representativos de somas de interneuronas colinérgicas gigantes obtenidos a través de una

camara ltcida. En negro se muestran ejemplos utilizados para medir el drea de los mismos. Escala=10 pm.
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Analisis estadistico

En los grupos denervacién parcial (n= 8 ratones) y total (n= 2 ratones), el analisis
estadistico para cada evaluacion se efectué empleando el programa 5.0 (GaphPad Prism).
Se aplicd la prueba de distribucién normal de Kolmogorov-Smirnov, y los datos de las
cuatro regiones evaluadas que superaron la prueba mostrando una distribucién normal,
fueron analizados mediante las pruebas paramétricas de analisis de varianza de una via y
comparaciones multiples de Bonferroni, considerandose P<0.05 como significativo. Tal es
el caso de los valores promedio en el nimero de neuronas entre las zonas denervada y no
denervada en dopamina en el nicleo caudado lesionado y no lesionado para el grupo de
ratones con denervacion parcial; asi como para los valores promedio del drea somatica de
las interneuronas colinérgicas gigantes, entre las zonas denervada y no denervada en
dopamina en el nucleo caudado lesionado y no lesionado para el grupo de ratones con

denervacion parcial.

Los casos en los cuales uno o mds, de los cuatro grupos de datos para las regiones
evaluadas, no presentaron distribucidn normal, se aplicaron las pruebas no-paramétricas
de ANOVA Kruskal-Wallis seguidas de comparaciones multiples de Dunn, considerdndose
P<0.05 como significativo. Tal es el caso de los valores promedio de las areas inervadas en
dopamina en el caudoputamen lesionado y no lesionado para ambos grupos de ratones;
para los valores promedio en el nimero de neuronas entre las zonas denervada y no
denervada en dopamina en el nicleo caudado lesionado y no lesionado para el grupo de
ratones con denervacién parcial; asi como para los valores promedio del area somatica de
las interneuronas colinérgicas gigantes entre las zonas denervada y no denervada en
dopamina en el nucleo caudado lesionado y no lesionado para el grupo de ratones con

denervacion total.
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RESULTADOS

Area dopaminérgica lesionada en el caudoputamen

Los resultados obtenidos a través del procedimiento descrito fueron heterogéneos.
Algunos animales mostraron deaferentaciones restringidas, otros mds extendidas y unos
pocos totales (Figuras 7 y 8).

El drea que preserva la inervacion dopaminérgica en el caudoputamen lesionado con
denervacion total (n=2 ratones), disminuyd significativamente al compararla con aquella
observada tanto el hemisferio lesionado denervado parcialmente (n=8 ratones), como con
el hemisferio intacto de ambos animales. En el caudoputamen lesionado con denervacion
parcial, se observé una tendencia a reducir el area dopaminérgica inervada al compararla
con las regiones inervadas de los hemisferios intactos de ambos animales (Figura 8). No
obstante ello, llevamos a cabo las determinaciones morfolégicas planeadas

indistintamente de la magnitud de la denervacion.

Hemisferio lesionado Hemisferio control

Al A2

B1 B2
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Figura 7. Denervacion dopaminérgica variable en el caudoputamen. Inmunotincién para la enzima tirosina
hidroxilasa (TH, café) en cortes cerebrales de ratones lesionados. (A1) Denervacion dopaminérgica parcial.
En el hemisferio lesionado se observa pérdida de inmunoreactividad para TH en el nucleo caudado medial.
(B1) Denervacion dopaminérgica total. En el hemisferio lesionado, se aprecia ausencia de la marca en la
totalidad del caudoputamen. (A2,B2) En el hemisferio control de ambos grupos de ratones, la marca se

mantiene intacta. Aumento 2.5x. La escala corresponde a 1 mm.

Hemisferio Hemisferio
lesionado control
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Denervacion Denervacion Denervacion Denervacion
Parcial Total Parcial Total

Figura 8. Evaluacion del drea dopaminérgica inervada en el caudoputamen lesionado. Denervacién parcial,
n= 8 ratones, 29 cortes evaluados. Denervacién total, n= 2 ratones, 19 cortes evaluados. Media +/- error

estandar. Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn *P<0.0001.
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Numero de interneuronas colinérgicas gigantes

El ndmero de interneuronas colinérgicas gigantes en la zona medial denervada
parcialmente del nucleo caudado disminuyd significativamente al compararlo con el
observado tanto con regiones no deaferentadas del hemisferio afectado, como con

regiones no deaferentadas laterales en el hemisferio control (Figura 9C).

En la zona medial denervada totalmente, ésta disminucién fue significativa al compararla
con regiones no deaferentadas laterales en el hemisferio control de los ratones lesionados
(Figura 10C). En la region lateral denervada totalmente, se observa una tendencia a la
disminucion en el numero de interneuronas colinérgicas gigantes al compararla con su

homdloga inervada en el hemisferio intacto.
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Lesion parcial (8 ratones)

Hemisferio Lesionado Hemisferio control

Al B1

A2 B2

-

Figura 9. A-B. Distribucion de las interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado con lesién
parcial. La inmunohistoquimica para ChAT muestra las interneuronas colinérgicas en los hemisferios
lesionado (A1,A2) y control (B1,B2). Las lineas punteadas delimitan las zonas evaluadas. A. En el hemisferio
lesionado, en la zona denervada medial (A1) se observa una interneurona (inserto, flecha) en la zona de
lesion. Dentro de ésta, se aprecian restos celulares amorfos con inmunorreactividad incrementada
(probablemente células muertas; insertos, asteriscos). En la zona inervada lateral (A2) se aprecia una mayor
cantidad de interneuronas (inserto, flechas), en comparacién con Al. B. En el hemisferio control la zona
inervada medial (B1) presenta células con morfologia normal (inserto, flechas) y en menor nimero; en
comparaciéon con Al. En la zona inervada lateral (B2) se aprecia un mayor numero de interneuronas
(inserto, flechas), en comparacion con Aly B1l. Imagenes de distribucidn de las interneuronas: aumento 10x,

escala 50 my. Insertos, aumento 32x, escalas 20 my.
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Figura 9. C. Evaluacién del nimero de interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado con lesion
parcial, 11 cortes totales evaluados, 1-2 cortes por ratdén. Media +/- error estandar. Anova de una via P=

0.0011 y post-hoc Bonferroni *P<0.05.
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Lesion total (2 ratones)

Al Hemisferio Lesionado Hemisferio control

B1

A2 B2

Figura 10. A-B. Distribucién de las interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado con lesién total.
Inmunohistoquimica para ChAT en las zonas evaluadas. A. En el hemisferio lesionado, las zonas medial (A1) y
lateral (A2) denervadas en dopamina presentan incremento de la marca, y restos celulares amorfos con
inmunorreactividad incrementada (probablemente células muertas; insertos, asteriscos) intercalados con
células de morfologia alterada (inserto, cabeza de flecha). En las regiones periféricas, se aprecian células con
inmunorreactividad variable (inserto, flecha). B. En el hemisferio control, las zonas inervadas medial (B1) y
lateral (B2) presentan células con morfologia normal (inserto, flecha) y el marcaje para la enzima se aprecia
con claridad. En las zonas mediales de ambos hemisferios (A1,B1), las células se distribuyen

homogéneamente y se observa una menor densidad, en comparacién con las zonas laterales (A2,B2) que
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presentan células agrupadas y una mayor densidad. Imagenes de distribucién de las interneuronas, aumento

10x, escala 50 my. Insertos, aumento 32x, escalas 20 my.
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Figura 10. C. Evaluacion del numero de interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado con lesion
total, 4 cortes evaluados, 2 cortes por raton. Media +/- error estandar. Kruskal Wallis P= 0.0222 y post-hoc

Dunn *P<0.05.
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Area somatica de las interneuronas colinérgicas gigantes

El area somdtica de las interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado
disminuyd significativamente en la zona medial denervada parcialmente, al compararla
con aquella observada en regiones no deaferentadas del hemisferio afectado y del

hemisferio intacto en los ratones lesionados (Figura 11C).

En la zona medial denervada totalmente, el area somatica de las interneuronas
colinérgicas gigantes disminuyé significativamente al compararla con aquella observada
en la regidn no deaferentada equivalente del hemisferio intacto (Figura 12C). En la zona
lateral denervada totalmente, se observa una tendencia a la disminucidon del area
somatica de la interneuronas colinérgicas gigantes, al compararla con la zona inervada

equivalente en el hemisferio intacto de los ratones lesionados.
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Lesion parcial (8 ratones)

Hemisferio lesionado Hemisferio control

B1

B2

Figura 11. A-B. Evaluacién morfolégica de interneuronas colinérgicas en el nucleo caudado con lesidon
parcial. Inmunohistoquimica para ChAT en soma y dendritas de las interneuronas en las zonas evaluadas. (A)
Hemisferio lesionado. (A1) En la zona medial, se observa una interneurona colinérgica con disminucién en su
tamafio y soma esférico ligeramente retraido (cabeza de flecha). ChAT se incrementa en el soma y
disminuye en las dendritas (y se aprecia con mas claridad en la cercania del soma). (A2) En la zona inervada
lateral, una interneurona con soma fusiforme y disminucién de la marca en el soma. Las dendritas se
aprecian con mas claridad. En este hemisferio, el incremento de la marca para ChAT asociado al neurépilo es
mas evidente en la zona denervada (A1) y de menor intensidad en la zona inervada (A2). (B) Hemisferio
control. (B1) En la zona medial inervada (B1) se observa una interneurona con soma de mayor tamafio, y la
inmunorreactividad es observable en el soma y su dendritas (su tamafio y claridad son mayores en
comparacion con las interneuronas en Al y A2). (B2) En la zona inervada lateral, una interneurona con soma

esférico e inmunorreactividad clara en el axén. Aumento 100x, escala 10 um.
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Figura 11. C. Evaluacidn del drea somatica de las interneuronas colinérgicas en el nucleo caudado con lesién
parcial, 11 cortes evaluados, 1-2 cortes por animal. Hemisferio lesionado: denervada medial, 62 neuronas;
inervada lateral, 72 neuronas. Hemisferio control: inervada medial, 77 neuronas; inervada lateral, 88

neuronas. Media +/- error estandar. Anova de una via P< 0.0001 y post-hoc Bonferroni *P<0.05.
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Lesion total (2 ratones)

Hemisferio lesionado Hemisferio control

Al

A2

Figura 12. A-B. Evaluacidon morfoldgica de las interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado con
lesion total. Inmunohistoquimica para ChAT en soma y dendritas de las interneuronas en las zonas
evaluadas. (A) Hemisferio lesionado. (A1) En la zona denervada medial, se observan dos interneuronas
colinérgicas. La primer neurona (cabeza de flecha) presenta rugosidad en la membrana plasmatica y
retraccion somatica (semejante a hipotrofia). La segunda neurona (flecha) presenta soma esférico. En ambas
células se observa incremento de la marca para ChAT Unicamente en el soma. (A2) En la zona denervada
lateral, se observa una interneurona colinérgica con morfologia alargada y disminucidn de la marca en soma
y dendritas. En ambas zonas, el incremento de la marca para ChAT en el neurdpilo es prominente (A1,A2).
(B) Hemisferio control. (B1) En la zona medial se observa una interneurona con soma fusiforme de mayor
tamano e inmunorreactividad para ChAT claramente observable en el soma y a lo largo de sus dendritas.
(B2) En la zona inervada lateral se muestran dos interneuronas colinérgicas, con somas fusiformes. ChAT se

aprecia en el soma y sus dendritas. Aumento 100x, escala 10 um.

45

B1

B2



C Hemisferio Hemisferio

lesionado control
150+
I * 1
T T -
= 100- L T
©
©
@
IS
o
"
©
Qo
<
T T
Zona Zona Zona Zona

denervada denervada inervada inervada
(Medial) (Lateral) (Medial) (Lateral)

Figura 12. C. Evaluacién del drea somatica de las interneuronas colinérgicas gigantes en el nucleo caudado
con lesion total, 2 cortes evaluados. 1 corte por animal. Hemisferio lesionado: denervada medial, 9
neuronas; denervada lateral, 11 neuronas. Hemisferio control: inervada medial, 17 neuronas; inervada
lateral, 20 neuronas. Media +/- error estandar. Kruskal Wallis P= 0.0387 y post-hoc Dunn *P<0.05.
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DISCUSION

Disminucion en el numero y drea somdtica de las interneuronas colinérgicas gigantes en
el nucleo caudado

Tanto en la EP como en modelos animales farmacolégicos de la misma se ha observado un
estado de hipercolinergia que resulta, en parte, del desbalance dopamina-acetilcolina
producido por la deaferentacion dopaminérgica del estriado, caracteristica de etapas
intermedias de la EP (Barbeau, 1962; Spehimann y Stahl, 1976; DeBoer et al., 1993;
Calabresi et al., 2006). Se ha sugerido que la hipercolinergia también podria reflejar un
proceso de rebrote de los axones originados por las interneuronas colinérgicas gigantes
propias del nucleo caudado, lo que conduciria a una alteracion en el control del tono
colinérgico (Spehlmann y Stahl, 1976; Calabresi et al., 2006). Esta posibilidad no ha sido
sistemdticamente explorada. Los resultados en nuestro modelo de deaferentacién
dopaminérgica en el estriado de ratdon muestran que, independientemente de Ia
dimension del area deaferentada en las zonas mediales denervadas existe disminucién del
area somatica de las interneuronas colinérgicas gigantes estriatales, lo que se contrapone
con la posibilidad de rebrote debido a que en general existe una relacion directa entre el
tamafio del cuerpo neuronal con la complejidad y numero de sinapsis que las neuronas
muestran (Purves, 1990). En relaciéon a ello, las interneuronas colinérgicas gigantes
también reciben aferentes nigro-estriatales (lzzo y Bolam, 1988; Dimova et al., 1993;
Calabresi et al., 2006), y los hechos de que el cuerpo de estas neuronas disminuya sus
dimensiones y que su nimero disminuya sugieren que las fibras dopaminérgicas ejercen
acciones troficas que son fundamentales para el mantenimiento de la integridad morfo-
fisioldgica de la interneuronas colinérgicas gigantes. Dicha accién trdfica podria ser
atribuida directamente a la dopamina. En referencia a ello, en ratones adultos se ha
documentado que la destruccion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y
el drea ventral tegmental genera una disminucion en el nimero de precursores neurales
en proliferacion en la zona sub-ventricular del ventriculo lateral. Este efecto sobre la
proliferacion correlaciona con la extension de la denervacién dopaminérgica en el estriado

vecino (Baker, et al., 2004). Aunado a ello, estudios in vivo en ratas adultas, muestran que
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la administracion intrasubventricular del agonista del receptor de dopamina D3, 7-hidroxi-
N,N-di-n-propil-2-aminotetralina, genera un incremento en la proliferaciéon celular en ZSV
adulta (Van Kampen et al., 2004). Estos hallazgos identifican al sistema dopaminérgico
como un regulador endégeno de la neurogénesis adulta (Baker, et al., 2004; Van Kampen
et al., 2004). Alternativamente, esta accidén trofica podria indirectamente llevarse a cabo
mediante la liberacion de BDNF por las aferencias nigro-estriatales y cortico-estriatales
(Altar et. al., 1997; Altar y DiStefano, 1998; Rite et. al., 2003, 2005). En apoyo a esta
posibilidad, se ha reportado que la inhabilitacion del gene de BNDF conduce a una
reduccion en el tamafio y nimero de neuronas colinérgicas y en la intensidad de la marca

para ChAT (Ward y Hagg, 2000).

La reduccidn en el tamafio somatico de las interneuronas colinérgicas también podria
reflejar el acortamiento de sus procesos causado por la pérdida rapida de conectividad
con las aferencias dopaminérgicas. En apoyo a ello, se ha observado que el corte de la
inervacién preganglionar de los ganglios superiores cervicales en ratas al primer dia
postnatal, genera el retraso en el crecimiento del didametro del cuerpo celular y en la
longitud y extensién del arbol dendritico en las células denervadas, el cual permanece

desde el primer mes hasta la edad adulta (Voyvodic, 1987).

Existe la posibilidad de que el tiempo de nuestra evaluacidon fuese insuficiente para
observar el incremento en el tamafo del soma colinérgico, y por ende, en el rebrote de

sus dendritas, en ambos grupos de animales denervados.

Posibles efectos de la denervacion dopaminérgica aguda y su repercusion en el dafio a
las interneuronas colinérgicas gigantes

Puesto que la inyeccion unilateral de 6-OHDA en el estriado de ratones genera la muerte
de las neuronas dopaminérgicas nigrales y la deaferentacién de la via dopaminérgica
nigro-estriatal en un tiempo corto (7 dias posteriores a la lesion los niveles remanentes

alcanzan 32.2% y 27.5%, respectivamente; Alvarez-Fisher et al., 2008), como consecuencia
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de ello, el dafio a las interneuronas colinérgicas gigantes podria observarse de forma mas
inmediata, explicando la disminucién en el nidmero y tamano de las interneuronas
colinérgicas en el nucleo caudado denervado en dopamina. En este sentido, el modelo de
ratén hemiparkinsénico empleado en este estudio difiere de la patologia natural (EP), en
la cual la muerte de las neuronas dopaminérgicas nigrales se presenta de forma progresiva
y de larga duracién, y las alteraciones motoras se manifiestan hasta que el 70% de esta
poblacion neuronal muere (etapas intermedias-tardias de la enfermedad) (Kish, et al.,

1988; Lee et al., 2004; Hirsch, 2000; Bové et al., 2005; Hilker et al., 2005).

Tomando en consideracidon que en nuestro modelo el dafio fue generado de forma aguda
(14 dias), no podemos preveer si los cambios en el numero, tamaifo y morfologia de las
interneuronas colinérgicas gigantes observados, seran permanentes a largo plazo. En
relacion a ello, estudios en el estriado de ratas con lesiones unilaterales generadas
mediante la inyeccién de 6-OHDA, muestran que la denervacién dopaminérgica a corto y
largo plazo genera cambios morfoldgicos estables (a partir de 12 dias hasta 13.5 meses)
en las neuronas espinosas de proyecciéon (disminucién en la densidad de espinas
dendriticas, Ingham et al., 1993; disminucién en el nimero de espinas dendriticas a 6-8
meses post-lesion, Nitsch y Riesenberg, 1995; disminucién en la longitud y ramificaciones
dendriticas, y en la densidad de espinas dendriticas a la semana 4 post-lesién Solis et al.,
2007).

No obstante, en el caso de las interneuronas gabaérgicas, la denervacién dopaminérgica
estriatal a corto plazo (3 semanas) genera una reduccidn significativa en el porcentaje de
interneuronas parvalbuminérgicas (gabaérgicas putativas) que hacen contacto con las
neuronas espinosas de proyeccién estriato-nigrales, acompaifiado de una tendencia a la
reduccion en aquellas que establecen contactos con neuronas de proyeccidon estriato-
palidales (Salin et al., 2009). En tanto que, a largo plazo (6 a 8 meses), se ha reportado un
incremento en el porcentaje de botones inmunorreactivos para GAD de interneuronas
GABAérgicas putativas, los cuales establecen mas contactos sindpticos multiples con

perfiles post-sindpticos independientes, sugiriendo el rebrote de terminales GABAérgicas
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inducidas por la deaferentacion dopaminérgica a tiempos mayores (pérdida estriatal de
dopamina de 95%). Aunado a ello, el nUmero de dendritas GAD+ se incrementa respecto
al lado no lesionado, sugiriendo que las dendritas de las interneuronas GABAérgicas

putativas tiende a elongarse y/o arborizarse (Nitsch y Riesenberg, 1995).

Tenemos en cuenta que el presente trabajo se desarrolld en ausencia de un grupo de
ratones control para la cirugia; y en el futuro, estos resultados deberd ser ponderados
para corroborar, ya que se sabe que el hemisferio contralateral a la lesion se dafia de
forma importante después de la lesién con 6-OHDA (Avila-Costa et al., 2008).

Dado que no se efectud la evaluacién de edema celular, un factor que podria contribuir al
incremento en el tamafio del soma, este aspecto debera ser ponderado en evaluaciones a

futuro.

Debemos reconocer la posibilidad de dafio secundario, generado de forma inherente a
este modelo. Se ha reportado que la infusidn estriatal de 6-OHDA en ratas, produce una
liberacion inmediata de los neurotransmisores dopamina y glutamato dentro del estriado
lesionado, sugiriendo la generacion de un ambiente excitatorio que podria afectar a las

neuronas estriatales (Tobdén-Velasco et al., 2010).

Evidencias que apoyan la posibilidad del incremento en la liberacion de acetilcolina por
las interneuronas colinérgicas estriatales

Bajo este contexto los resultados obtenidos en nuestro modelo de deaferentacion
dopaminérgica estriatal no apoyan la idea de que la hiperinervacién estriatal
presumiblemente generada por las interneuronas colinérgicas gigantes, pudiera ser la
causa del aumento en la transmisién colinérgica a corto plazo. Esta idea, sin embargo, a
futuro deberd ser confirmada mediante microdialisis y HPLC (DeBoer et al., 1993). No
obstante, estudios en ratas con lesiones totales, que documentan la actividad de las
neuronas colinérgicas a tiempos de lesidon similares y posteriores, apoyan la posibilidad del

incremento en la liberacién de acetilcolina por estas interneuronas, debido a la
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desinhibicion generada por la pérdida de dopamina y sus aferencias nigro-estriatales.
Estudios de microdialisis in vivo en ratas adultas con lesiones unilaterales y bilaterales,
muestran que la deaferentacion dopaminérgica, a las semanas 2 a 4, incrementan la
liberacidn de acetilcolina estriatal, la cual es inhibida mediante la administracion sistémica
del agonista dopaminérgico directo bromocriptina (DeBoer et al., 1993). Estudios en
rebanadas estriatales, obtenidas de ratas, muestran que la deaferentacién dopaminérgica
a tiempos posteriores (4-8 semanas) incrementa la continuidad y el grado de disparo de
las interneuronas colinérgicas estriatales durante la excitacidon sostenida, hecho que ha
sido relacionado con el estado de hipercolinergia (Sanchez et al., 2011).

Ademas del control inhibitorio ejercido por la dopamina secretada desde las aferencias
nigro-estriatales, la liberacion de acetilcolina también es en parte controlada mediante
auto-receptores presinapticos muscarinicos tipo-M2 abundantes en las interneuronas
colinérgicas (Galarraga et al., 1990; Calabresi et al., 2006); y en estudios in vitro el bloqueo
farmacoldgico de auto-receptores tipo-M2 incrementa la liberacion de acetilcolina
enddgena en el neoestriado de ratas sanas (Galarraga et al., 1999, ). Con relacién a la
expresion de receptores muscarinicos, en cortes estriatales de ratas, la deaferentacién
dopaminérgica genera una tendencia a la disminucién gradual en la expresidon de
receptores muscarinicos a partir de las semanas 1 a 8 (Araki et al.,, 2000), la cual se
exacerba y es significativa tanto en los receptores tipo-M1 y no-M1 a largo plazo (a 12-14
meses, en ratas con denervacion total; Dawson et al., 1991). Puesto que entre estos
receptores podrian encontrarse auto-receptores tipo-M2 (Dawson et al., 1991), se ha
propuesto que la hiperactividad de las interneuronas colinérgicas puede causar el
descenso en la expresién de receptores muscarinicos (Dawson et al., 1991).

Aunado a lo anterior, la enzima acetilcolinesterasa (AChE por sus siglas en inglés)
encargada de degradar la acetilcolina (Purves et al.,, 2008) podria contribuir a la
hipercolinergia. Ademas de ser sintetizada por las interneuronas colinérgicas estriatales,
evidencias experimentales en ratas sugieren que la AChE también es producida por las
neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales, y en animales con deaferentacion

dopaminérgica total de 8 semanas, la liberacién espontanea de AChE en la sustancia nigra
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compacta y en el nucleo caudado son reducidas (Greenfield et al., 1983). Esta reduccion
en la concentracién de acetilcolinesterasa estriatal, acompafiada del incremento en la
concentracion de acetilcolina estriatal, también han sido reportadas en ratas con
deaferentacién dopaminérgica aguda (4 dias), sugiriendo que la inhibicion de Ia

acetilcolinesterasa podria participar en la hipercolinergia observada (Kim, 1973).

¢Como es que estos cambios en las interneuronas colinérgicas estriatales afectan a otros
sistemas de neurotransmision estriatal?

El incremento en la actividad glutamatérgica cortico-estriatal afecta la actividad de las
neuronas colinérgicas y espinosas GABAérgicas

Los datos morfolégicos y el incremento en la liberacion basal de glutamato estriatal,
reportados en el neoestriado dorsolateral de ratas con denervacién y pérdida
dopaminérgica nigro-estriatal a corto plazo (1 mes), sugeririan que las terminales cortico-
estriatales estdn mas activas (Meshul et al., 1999); en tanto que en rebanadas cerebrales
de ratas hemiparkinsdnicas al aumento en el tono glutamatérgico incrementa la actividad
espontanea y la sincronia en el disparo de las neuronas estriatales (Jaidar et al., 2010). No
obstante la reduccion en el tamafio de los somas colinérgicos encontrado en nuestro
estudio, el incremento en la actividad glutamatérgica podria afectar la actividad de las
interneuronas colinérgicas gigantes. En apoyo a ello, estudios in vitro en ratas con
denervacion dopaminérgica a corto plazo (4-8 semanas), muestran que las interneuronas
colinérgicas estriatales disparan mas continuamente y en mayor grado durante la
excitacion sostenida (Sanchez et al.,, 2011). En el caso de las neuronas espinosas
GABAérgicas de proyeccion estriatales, la denervacidn y deplecién dopaminérgica nigro-
estriatal en ratas, induce una disminucidn en la densidad de espinas y longitud dendritica
a corto plazo (10 dias, Azdad et al., 2009; 4 semanas, Solis et al., 2007; 12 dias hasta 13.5
meses, Ingham et al., 1993); no obstante, sus sinapsis remanentes inicialmente requieren
un alto nivel de estimulacion para evocar la primer respuesta postsinaptica y
posteriormente un menor nivel de estimulacion es suficiente para iniciar un potencial de

accion (Azdad et al., 2009). En esta poblacién neuronal, la denervacion dopaminérgica a
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tiempos posteriores (1 a 3 meses), genera incremento de GABA en las terminales
simétricas del estriado dorsolateral (Meshul et al., 1999). En conjunto, estas evidencias
sugieren que la ausencia de aferencias dopaminérgicas genera el incremento en la

actividad GABAérgica eferente.

Propuestas experimentales

Para mostrar las alteraciones en la funcionalidad y morfologia de las interneuronas
colinérgicas gigantes, generadas como resultado de la deaferentacién dopaminérgica
estriatal a corto y largo plazo, proponemos la evaluacidn en la distribucién de sitios de
recaptura de colina de alta afinidad (Araki et al., 2000) y el empleo de ratones
transgénicos adultos con expresién incrementada de la proteina verde fluorescente
(EGFP) bajo el promotor de ChAT [Mesnage et al.,, 2011] para las evaluaciones
morfolégicas.

Las pruebas correspondientes se efectuarian en 3 grupos de ratones: intactos, control
cirugia e inyectados unilateralmente en el estriado con 6-OHDA, a corto (14, 28, 56 dias;
Alvarez-Fischer et al., 2008) y largo plazo (6 y 12 meses), empleando un grupo de 10
ratones (5 ratones para la prueba de funcionalidad y 5 restantes para el analisis
morfoldgico) en cada punto de evaluacién.

Los cambios en la funcionalidad serian evaluados usando el ensayo de unién a [3H]
hemicolino-3 y autorradiografia en cortes cerebrales estriatales (Araki et al., 2000). El
incremento en la recaptura de [*H]hemicolino-3 en el estriado dorsolateral de ratas con
deaferentaciéon dopaminérgica estriatal puede ser detectado a partir de 1 a 8 semanas
posteriores a la lesion (Araki et al., 2000), asi como en el estriado de individuos con EP,
demostrando la hiperactividad en el sistema de recaptura colina y en la sintesis de
acetilcolina asociados a la pérdida de terminales dopaminérgicas estriatales (Rodriguez-

Puertas et al., 1994).

Los cambios en las intersecciones, longitud y complejidad dendriticas, asi como el area
somatica de las interneuronas colinérgicas estriatales, serian evaluados a partir de

fotografias de neuronas individuales ChAT-EGFP obtenidas a diferentes profundidades
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mediante microscopia confocal. En una serie de cortes cerebrales alternados de 500
micras y mediante microscopia de epifluorescencia, se efectuard la identificacién de 10
somas colinérgicos ChAT-EGFP en 4 regiones estriatales (dorso-medial, dorso-lateral,
ventro-medial, y ventro-lateral; Rea y Simon, 1981) para los hemisferios lesionado y no
lesionado. La introduccion celular de biocitina por electroporacion en cada soma
colinérgico garantizaria el marcaje a lo largo de las dendritas y terminales colinérgicas, y
permitiria corroborar que el rebrote de las neuritas evaluadas proviene de interneuronas
colinérgicas estriatales. A partir de imagenes de neuronas completas, se efectuaria el
trazado y la reconstruccion tridimensional de las neuronas empleando el programa
Neurolucida (MBF Bioscience). Mediante el mismo software se efectuaria la evaluacion del
area somatica empleando la herramienta suma de contornos. El nUmero de intersecciones
de los procesos dendriticos y su longitud total serian evaluados mediante el andlisis de
Sholl (circulos concéntricos de 10 micras; Solis et al., 2007). La complejidad dendritica
seria evaluada mediante el andlisis Convex Hull (en donde el area del arbol dendritico es
interpretada como un objeto sdélido y cuantificada como un poligono convexo conectado
por las puntas de sus dendritas distales; Stereo Investigator users guide, 2009; Mesnage et
al.,, 2011). Las regiones inervadas y denervadas en dopamina, serian corroboradas en
cortes cerebrales de 50 micras mediante inmunohistoquimica para la enzima TH. Las

evaluaciones mencionadas quedan a consideracidn para experimentos futuros.
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CONCLUSIONES

En conclusidn, nuestros datos indican que al menos de manera aguda, no existe un
aumento en el drea somatica de las interneuronas colinérgicas gigantes estriatales; por el
contrario, la deaferentacién dopaminérgica en el nicleo caudado, a partir de una lesién
con 6-OHDA en el estriado, causa una disminuciéon en el area somatica de éstas
interneuronas.

Puesto que el dafio fue generado de forma aguda, no nos es posible saber si los cambios
en el tamafio y numero de las interneuronas colinérgicas gigantes permaneceran estables
a tiempos posteriores, asegurando la conservacion de la totalidad de las interneuronas
colinérgicas estriatales. Con ello, estas observaciones sugieren que si los mecanismos de
plasticidad mal adaptativa juegan un papel en la fisiopatologia de la enfermedad, esto
podria ocurrir en el largo plazo, por lo que la muerte neuronal es el proceso
fisiopatoldgico principal durante las fases “tempranas” del padecimiento. Debemos
reconocer, sin embargo, que el modelo utilizado brinda resultados irregularmente
reproducibles y probablemente muestra caracteristicas que difieren significativamente de

la patologia natural, por lo que esta conclusion no debe ser considerada como definitiva.
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