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ABREVIATURAS

60HDA 6-hidroxidopamina
ACh acetilcolina

BB basal-BrdU

BO bulbo olfatorio

BrdU bromodeoxiuridina

CC cuerpo calloso

ChAT colina acetiltransferasa
DA dopamina

DAT transportador de DA
DCX doblecortina

EGF factor de crecimiento epidérmico
EGFR receptor para EGF

EP enfermedad de Parkison

FGF-2 factor de crecimiento de
fibroblastos 2

FGF1R y FGF2R receptor tipo 1 y 2
para FGF-2

GB ganglios basales
GD giro dentado
GFAP proteina acida fibrilar glial, por

sus siglas en inglés
IP intraperitoneal
L60OHDA lesién-60HDA

LD levodopa

MPTP metilfeniltetrahidropiridina
NA noradrenalina

nNAChR receptores colinérgicos

nicotinicos

NeuN antigeno nuclear neuronal
NA nicotina-A

NC nicotina-C

PCNA antigeno nuclear de células en

proliferacion

PSA-NCAM molécula de adhesion

celular neural polisializada

SA sham-A

SC sham-C

SN substantia nigra

SNc substantia nigra pars compacta
SNr substantia nigra pars reticulata
ST estriado

TH tirosina hidroxilasa

VL ventriculo lateral

VO via oral

VRM via rostral migratoria

ATV area tegmental ventral

ZSV zona subventricular



RESUMEN

La segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente a nivel mundial es la
enfermedad de Parkinson (EP). La EP esta caracterizada por la degeneracion de
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNc) lo que conlleva a
una grave disminucion en la disponibilidad de dopamina (DA) en los nucleos putamen y
caudado, estructuras en contacto con el nicho neurogénico de la zona subventricular
(ZSV). Estudios epidemiolégicos han demostrado que existe una correlacion inversa
entre fumar y el desarrollo de la EP. La nicotina, un ingrediente activo del tabaco, es un
agonista no selectivo de receptores nicotinicos del sistema colinérgico cuya
estimulacion es capaz de liberar en la ZSV al neurotransmisor dopamina (DA) vy el
factor de crecimiento FGF-2 desde neuronas y glia. En este estudio nos propusimos
estudiar el efecto de la administracion aguda y cronica de nicotina sobre la
neurogénesis de la ZSV en un modelo animal de lesion de la EP. Para ello utilizamos
34 animales divididos en seis grupos, dos control sin tratamiento de nicotina (basal-
BrdU y lesién-60HDA), dos de tratamiento agudo intraperitoneal (nicotina-A y sham-A)
y dos de tratamiento cronico via oral (nicotina-C y sham-C). Nuestros resultados
indican que, contrario a nuestra hipotesis, el tratamiento agudo de nicotina no tiene
efecto sobre la neurogénesis de la ZSV mientras que el tratamiento cronico la
disminuye. Ademas, de manera interesante, identificamos que la lesion con 60HDA no
tuvo efecto sobre la neurogénesis de la ZSV como se ha reportado en otros modelos
de dano de EP, por lo que proponemos explorar otras areas que podrian estar
involucradas en regular la neurogénesis de este nicho, como por ejemplo el area

tegmental ventral (ATV).

Palabras clave: Parkinson, neurogénesis, nicotina.



INTRODUCCION

De manera general aun prevalece la nocion de que la formacion de neuronas, también
llamada neurogénesis, es un fendmeno restringido a la etapa del desarrollo
embrionario. Sin embargo, hoy en dia existe suficiente evidencia que demuestra que
este proceso se mantiene vigente a lo largo del ciclo vital de muchos mamiferos,
incluyendo a los humanos. Este descubrimiento revolucion6 por completo la
concepcion que se tenia acerca del cerebro en la etapa posnatal y ha abierto el
panorama de investigacion para introducir nuevas lineas de estudio enfocadas en
procesos de regeneracion neuronal. La neurogénesis durante la etapa adulta tiene
especial relevancia en el campo de las enfermedades neurodegenerativas donde la
pérdida celular es especifica para poblaciones neuronales en cerebros de personas
adultas.

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente a nivel mundial y
afecta principalmente a personas mayores de 60 afios. El estudio de esta enfermedad
ha revelado que algunos sintomas, como pueden ser depresion, problemas cognitivos y
disfuncion olfativa, tienen su origen en regiones cerebrales intimamente ligadas a los
nichos neurogénicos conocidos, el giro dentado (GD) del hipocampo y la ZSV del
ventriculo lateral. Ademas, en algunos modelos animales de la EP se han descrito
alteraciones en la neurogénesis de estos nichos, o que ha dado origen a la hipotesis
de que esto podria ser en parte causa de algunos de los sintomas de la enfermedad.

Aunque no se conocen con claridad las causas que desencadenan los mecanismos
degenerativos en la EP, evidencia epidemiologica deja ver una clara correlacion inversa
entre fumadores crénicos e incidencia de EP, correlacion que se hace mas fuerte con la
cantidad de cajetillas fumadas y el tiempo en afos que se lleva fumando, lo que llevaria

a suponer una mayor resistencia a la degeneracion.

La nicotina es un ingrediente activo del cigarro con capacidad para interactuar con el
sistema colinérgico y participar en la regulacién de varios procesos, incluyendo la
neurogeénesis de la ZSV. Esta informacion hace de la nicotina un interesante tema de
estudio tanto en la EP como para la neurogénesis. En este proyecto decidimos explorar



la capacidad de la nicotina para participar en la actividad neurogénica de la ZSV en un
modelo animal de la EP. Ademas, debido a que se sugiere que la disminucién en la
incidencia de la EP en fumadores esta relacionada con el tiempo que se lleva fumando
decidimos explorar el efecto de la nicotina a diferentes intervalos de tiempo, utilizando
un protocolo agudo y otro crénico.



CAPITULO 1:
NEUROGENESIS EN EL CEREBRO ADULTO

CAMBIO DE DOGMA

Neurogénesis es el proceso por el cual se forman nuevas neuronas funcionales a partir
de células precursoras neurales (Ming & Song, 2005) y es un proceso que involucra la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Hagg, 2005). Las células precursoras
neurales tienen la capacidad de ser auto-renovables y multipotentes; dicho de otra
manera mantienen una poblacién estable en tamafo a través del proceso de division
celular y al mismo tiempo producen células que después de proliferar se diferencian a
los diferentes linajes neurales: astrocitos, oligodendrocitos y neuronas.

Durante la mayor parte del siglo XX la neurogénesis se consideré como un proceso
exclusivo de la etapa embrionaria. EI dogma predominante, adjudicado a Ramén vy
Cajal descartaba la produccion de nuevas neuronas en el cerebro adulto (Gross, 2000);
entre el peso de su autoridad y las limitantes de los métodos disponibles en la época
fue dificil que reportes contradiciendo el dogma fueran considerados con seriedad.

La primera evidencia de neurogénesis en el cerebro de un mamifero adulto fue
contribucion de Joseph Altman, quien reportd el hallazgo de nuevas neuronas al
observar nucleos marcados con timidina tritiada (H*-timidina) en el cerebro de ratas
adultas (Altman, 1962). Especificamente en el GD ubicado en el hipocampo, Altman
describié neurogénesis como parte un proceso de apa maduracion posnatal (Altman &
Das, 1965; Kaplan & Hinds, 1977). Estos estudios fueron ignorados e incluso
desestimados por importantes miembros de la comunidad cientifica contemporanea,
como lo hizo en su momento Pasko Rakic (Rakic, 1985).

Eventualmente tres contribuciones cientificas permitieron superar el dogma: la
demostracion de neurogénesis en aves (Paton, O’Loughlin, & Nottebohm, 1985), la
incorporacion de bromodeuxiuridina (BrdU) en los estudios de neurogénesis (Leif,



Stein, & Zucker, 2004), y el estudio de su regulacion por diferentes factores externos e
internos (Ma et al., 2010).

Nottebohm estudidé en el canario los nucleos conocidos por estar asociados al control
del canto. Descubrié que las hembras poseen nucleos mas pequefios, posiblemente
debido a la ausencia de conducta de canto, mientras que entre machos el tamano de
los nucleos varia de manera proporcional a la complejidad de su repertorio musical.
Para Nottebohm, esto pareceria indicar que la informacién aprendida, como son las
canciones que canta un canario, requiere de espacio en el cerebro (en forma de
tamano, densidad y complejidad de circuitos) como sucede con libros en una biblioteca
(Nottebohm, 1985). Para probar esta hipdtesis, canarios hembra fueron sometidas a un
tratamiento de testosterona -el canto de los canarios es una conducta dependiente de
testosterona- con el objetivo de observar neurogénesis tras el crecimiento de los
nucleos asociados al control del canto. Los resultados sorprendieron a todos al mostrar
la existencia de neurogénesis incluso en grupos sin tratamiento de testosterona,
indicando que su ocurrencia es un proceso constante del sistema nervioso central
(Paton et al., 1985).

Para marcar células en divisién, Nottebohm utilizaba H*-timidina, el método por
excelencia de la época. Esta técnica posee dos importantes desventajas que obligaron
el desarrollo de métodos alternativos, por una parte el reactivo es radioactivo y por otra
su revelado requiere de largos periodos de tiempo (Taupin, 2007). Hoy en dia se utiliza
bromodeoxiuridina (BrdU), un analogo de la timidina que es incorporado al nucleo de la
célula cuando se esta llevando a cabo la sintesis de ADN. Las células marcadas con
BrdU pueden ser identificadas mediante técnicas de inmunotincién y observadas al
microscopio para su analisis (Leif et al., 2004).

El uso de BrdU facilité el estudio de la neurogénesis de tal manera que para la década
de los noventa ya habia multiples publicaciones que sustentaban los descubrimientos
realizados por Altman y los ampliaban al confirmar su existencia en diferentes clases
de primates no-humanos (Gould et al.,, 1999; Gould, Tanapat, McEwen, Fligge, &
Fuchs, 1998; Kornack & Rakic, 1999) e incluso en humanos (Eriksson et al., 1998).

Ademas, se comenzaron a publicar trabajos que dejaban entrever la neurogénesis



como un fendbmeno modulado de manera constante, posiblemente involucrado en
procesos complejos, convirtiéndose asi en un fenomeno de gran interés. Por ejemplo,
la existencia de neurogénesis en el hipocampo (Altman & Das, 1965), regién también
descrita por Milner y colaboradores como imprescindible para procesos de aprendizaje
y memoria (Scoville & Milner, 1957), no pasé desapercibida y pronto varios grupos

comenzaron a estudiar dichas funciones en relacion a la tasa neurogénica del GD.

Experimentos disefiados para probar tareas de aprendizaje y memoria dependientes
del hipocampo fueron realizados a la par de modificar condiciones ambientales para
buscar una relacion entre neurogénesis y desempefio. Se encontré que las condiciones
que inducen proliferacion celular en el GD también resultan en un mejor desempeifio en
las tareas probadas y las que la inhiben tienen el efecto contrario. Entre los factores
que la estimulan se encuentran la presencia de estrogeno (Tanapat, Hastings, Reeves,
& Gould, 1999), ambientes enriquecidos (Kempermann, Kuhn, & Gage, 1997; Nilsson,
Perfilieva, Johansson, Orwar, & Eriksson, 1999; Nottebohm, 1985) y el ejercicio (Van
Praag, Christie, Sejnowski, & Gage, 1999); mientras que entre los factores que la
inhiben se encuentra el estrés (Cameron & McKay, 1999; Gould & Tanapat, 1999).

La demostracién de neurogénesis activa en el cerebro adulto no soélo habla de un
sistema nervioso central maduro con capacidades regenerativas antes desconocidas,
sino que ademas permitié el surgimiento de nuevas lineas de investigacion enfocadas
en reparar el sistema nervioso central de un adulto que ha sufrido una lesion o que

padece alguna enfermedad neurodegenerativa (Ming & Song, 2005; Rubin, 2009).

NEUROGENESIS EN LA ZONA SUBVENTRICULAR

Aunque desde la década de los sesenta Altman demostré neurogénesis en el GD de la
rata adulta (Altman & Das, 1965; Altman, 1962), fue hasta los afios noventa cuando se
determind la existencia de un nicho neurogénico en la ZSV de los ventriculos laterales
(figura 1) (Lois & Alvarez-Buylla, 1993). La ZSV del roedor es una zona muy
estructurada, adyacente a la pared de los ventriculos laterales (figura 2). Recubriendo
la pared del ventriculo se encuentran las células ependimales involucradas en la

produccion y circulacion del liquido cefalorraquideo. Yuxtapuesta a esta capa hay una



zona germinal en donde hay tres tipos de células: astrocitos, precursores inmaduros y
neuroblastos migrantes.

Z5V 7SV,

VRM

—~ 7

A B

Figura 1 Ubicacion de la zona subventricular (ZSV) en el cerebro de la rata. A) Corte coronal donde se
observa la ZSV en verde adyacente a los ventriculos laterales (VL) y el cuerpo calloso (CC). B) Corte
sagital que muestra la via rostral migratoria (VRM) su origen en la ZSV y destino final en el bulbo
olfatorio (BO).

Las células en contacto directo con las ependimales son un tipo particular de astrocitos
conocidos como células tipo B, de las cuales se han identificado dos subtipos: B1 y B2.
Cuando las células tipo B se dividen originan a las células tipo C, estas son los
precursores inmaduros cuya elevada tasa de divisidon da lugar a los neuroblastos
migrantes, conocidos como ceélulas tipo A (Doetsch, Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla,
1997).

La ultraestructura de las células tipo B es similar a la de los astrocitos derivados de la
glia radial (Spassky et al., 2005) con filamentos intermedios que expresan proteina
acida fibrilar glial (GFAP) y multiples extensiones que entran en contacto con muchas
otras células, por lo que se han propuesto como un tipo especial de astrocito. Estas
células se organizan de manera tubular rodeando a las tipo A (Garcia-Verdugo,
Doetsch, Wichterle, Lim, & Alvarez-Buylla, 1998). Las células tipo B son consideradas
las células troncales de la ZSV (Doetsch, Caillé, Lim, Garcia-Verdugo, & Alvarez-
Buylla, 1999; Merkle, Mirzadeh, & Alvarez-Buylla, 2007).

Las células tipo C o células en amplificacion, se observan organizadas en cumulos

esporadicos distribuidos de manera discreta exclusivamente a lo largo de la pared del



ventriculo; su division da origen a las células tipo A en la ZSV (Doetsch et al., 1997).
Las células tipo A, o neuroblastos migrantes se originan en la ZSV y se organizan en
cadenas alineadas tangencialmente a la pared del ventriculo; cuando estas cadenas
alcanzan el cuerno del ventriculo se integran en una intrincada red que da lugar a la via
rostral migratoria (VRM). La VRM es el camino de varios milimetros, que recorren los
neuroblastos para llegar de la ZSV al BO utilizando un proceso conocido como
migracion en cadena (Lois, Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla, 1996). En el BO los
neuroblastos se diferencian en interneuronas periglomerulares o granulares que se
integran a circuitos funcionales (Lois & Alvarez-Buylla, 1994; Winner, Cooper-Kuhn,
Aigner, Winkler, & Kuhn, 2002).

Figura 2 Organizacion celular de la ZSV. Alineadas a la pared del VL se encuentran las células ependimales (E); en
contacto con estas se ubican las células troncales multipotentes de la ZSV, las células tipo B, que envuelven a los
neuroblastos migrantes o células tipo A. La divisién de células tipo B produce a las células tipo C y a su vez, éstas se

dividen para dar lugar a su vez a las células tipo A. Imagen tomada y modificada de (Garcia-Verdugo et al., 1998).

El estudio de la composicion celular de la ZSV se ha visto beneficiada por el desarrollo
de marcadores celulares especificos. Con excepcion de las células tipo B y E, las
células de la ZSV pueden distinguirse una de otra de manera relativamente sencilla
utilizando algunos marcadores especificos (Tabla 1). Existen también marcadores que
hacen uso del patron de expresion temporal de algunas moléculas en la célula.

Particularmente en la ZSV, algunos de estos marcadores con sucesion temporal
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incluyen la GFAP durante la proliferacion; la molécula de adhesion celular neural
polisializada (PSA-NCAM) y doblecortina (DCX), durante la migracion y diferenciacion
neuronal temprana; y el antigeno nuclear neuronal (NeuN) expresado en la etapa de
diferenciacion neuronal terminal, es decir, en las neuronas maduras que llegan al BO
(Mullen, Buck, & Smith, 1992).

Tabla 1 Marcadores inmunohistoquimicos para células de la ZSV. Tomado de (Garcia-Verdugo et al.,
1998)

PSA-NCAM Tud1 GFAP Vimentina Nestina
Tipo A +++ +++ - - +
Tipo B - - ++ + ++
Tipo C - - - - +
Ependimales - - + ++ o+

MODULACION EPIGENETICA

Para mantener el recambio celular en el BO, la ZSV de la rata produce alrededor de
30,000 neuroblastos al dia (Lledo, Alonso, & Grubb, 2006; Platel, Stamboulian, Nguyen,
& Bordey, 2010). Esta neurogénesis depende de la modulacion a través de factores
celulares internos como la expresion de genes y de factores externos como factores de
crecimiento, hormonas y neurotransmisores. Ademas, este nicho es regulado por
factores ambientales, farmacoldgicos e incluso procesos patologicos como la
enfermedad de Parkinson (EP) (Arias-Carrion, Olivares-Bafiuelos, & Drucker-Colin,
2007).

Existen varios factores de crecimiento que influyen en la neurogénesis de la ZSV, entre
otros, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF-2) que han sido estudiados y vinculados con un incremento en la
proliferacion celular (Bath & Lee, 2010; Mudo et al., 2009). Adicionalmente, se ha
observado que la disminucion en la disponibilidad de los factores de crecimiento, como
ocurre con la edad, disminuye la tasa neurogénica (Enwere et al., 2004; Belluardo et
al., 2008; Frinchi et al., 2010; Shruster, Melamed, & Offen, 2010).
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El EGF incrementa la proliferacion y ademas induce migracién hacia estructuras
adyacentes a la ZSV donde la diferenciacion es principalmente a glia, oligodendrocitos
(Gonzalez-Perez, Romero-Rodriguez, Soriano-Navarro, Garcia-Verdugo, & Alvarez-
Buylla, 2009) y astrocitos (O’Keeffe, Tyers, et al., 2009). Por otro lado, también se
determind que la falta de sefalizacion dependiente de los receptores de EGF (EGFR)
impide la migracion y formacion de nuevos oligodendrocitos en respuesta a una lesion
desmielinizante, como la producida por microinyeccion de lisolecitina (Aguirre & Gallo,
2007).

En la ZSV, el FGF-2 es sintetizado por astrocitos del nicho neurogénico. Ademas, el
incremento en la proliferacién de progenitores es mediado por los receptores FGF1R y
FGF2R identificados en células tipo C y B, respectivamente (Mudo, Belluardo, Mauro, &
Fuxe, 2007). La estimulacion de estos receptores aumenta el numero de células
diferenciadas a neuronas (Mudo et al., 2009).

Los neurotransmisores también influyen en la neurogénesis de la ZSV, entre los que
destacan el acido gamma-aminobutirico (Gascon et al., 2006), el glutamato (Platel et
al., 2010), la serotonina (Gould & Gross, 2002) y la DA (O’Keeffe, Barker, & Caldwell,
2009; O’Keeffe, Tyers, et al., 2009; Van Kampen, Hagg, & Robertson, 2004).

La catecolamina DA entra en contacto con las células de la ZSV al ser liberada por
fibras que proyectan desde la SNc. En la ZSV la DA ejerce su actividad por medio de
dos familias de receptores los tipo D1 (D1 y D5) cuya activacion es estimulante, y los
tipo D2 (D2, D3 y D4) con propiedades inhibitorias (Rice, Patel, & Cragg, 2011). La
distribucion de receptores dopaminérgicos en las células de la ZSV no es homogénea,
mientras que no han podido identificarse receptores en las células tipo B, las tipo A
presentan receptores de la familia D1, y en las tipo C se han observado de ambas
familias, con abundancia de los tipo D2 (Hoglinger et al., 2004). La estimulacién de
receptores tipo D2, y particularmente del D3R, se asocia con incrementos en la
proliferacion (Coronas et al., 2004; Y. Kim et al., 2010).

Es interesante notar que los eventos que ocasionan alteraciones en la

neurotransmision del sistema nervioso central, como ocurre con las enfermedades
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neurodegenerativas, tienen efectos significativos sobre la neurogénesis. Tal es el caso
de la EP, en donde la via de neurotransmision comprometida es la dopaminérgica.

NEUROGENESIS ADULTA, ;PARA QUE?

Es evidente que una gran cantidad de factores forman parte del proceso de
neurogeénesis en la ZSV, desde la proliferacion hasta la diferenciacion e integracion en
el BO. La interrogante de por qué se ha conservado esta capacidad en el cerebro
adulto, es decir su relevancia funcional, aun permanece sin respuesta. En el roedor,
debido al destino de la VRM en el BO, el primer papel que se consideré importante
para las neuronas nacidas en la ZSV esta relacionado a la conducta olfativa. Estudios
en ratas detallan que la exposicion prolongada a ambientes ricos en estimulos olfativos
favorecen la supervivencia de células que se integran a las capas granular y glomerular
del BO (Rochefort, Gheusi, Vincent, & Lledo, 2002; Rochefort & Lledo, 2005). De
manera inversa el confinamiento a ambientes pobres inhibe estos procesos (Alonso et
al., 2008; Cavallin, Powell, Biju, & Fadool, 2010).

La conducta olfativa va mas alla de la exposicidn pasiva a odorantes al estar altamente
relacionada con la experiencia. En tareas de discriminacién existe evidencia de que la
practica mejora el desempeino (Mandairon & Linster, 2009), sin embargo, el papel de la
neurogénesis en esta conducta sigue siendo tema de debate. Algunos estudios
sostienen que una regulada adicidon y eliminacion de neuronas es indispensable para
un Optimo procesamiento de la informacion olfativa, e incluso que mas neuronas
integradas al BO beneficia el aprendizaje y discriminacién (Moreno et al., 2009; Mouret,
Lepousez, Gras, Gabellec, & Lledo, 2009). Otros aseveran que la interrupcion del flujo
de nuevas neuronas al BO no afecta la conducta de discriminacion olfatoria (Kim et al.,
2007; Sakamoto et al., 2011).

Otro aspecto en el cual la conducta olfativa juega un papel importante es dentro de la
socializacion. La interaccion entre individuos requiere del sistema olfatorio el cual esta
equipado para interpretar sefales quimicas liberadas por diferentes animales, entre

estos destacan las feromonas, que son mensajes destinados a individuos de la misma
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especie cuyo objetivo es desencadenar una reaccién, como la conducta agresiva,

sexual o maternal (Tirindelli, Dibattista, Pifferi, & Menini, 2009).

La conducta maternal esta intimamente relacionada con la gestacion, un periodo de
intensos cambios fisiologicos y hormonales. Estudios han identificado que durante la
gestacion incrementa la proliferacion en la ZSV, efecto mediado por la hormona
prolactina (Shingo et al., 2003). Al evaluar ratas con crias se encontré que la
proliferacion inducida por prolactina es necesaria para el desencadenamiento de la
conducta maternal normal, ya que al administrarse un inhibidor de mitosis ésta se vio
afectada (Larsen & Gratten, 2012). Aun asi, la controversia continua debido a que una
tasa de proliferacion y conducta maternal similares pueden ser inducidos en ratas
nuliparas sin la presencia de cambios en los niveles de prolactina. Cuando ratas
nuliparas tienen a su cuidado neonatos huérfanos, estas manifiestan conducta
maternal como lo es reunir a las crias en el nido y protegerlas del frio (Furuta &
Bridges, 2009). La causa de este incremento, y su importancia para la conducta

maternal mostrada, aun no es clara.
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CAPITULO 2:
ENFERMEDAD DE PARKINSON

La EP, descrita por primera vez en 1817 en el documento “An Essay of the Shaking
Palsy’” de James Parkinson (Parkinson, 1817), afecta a millones de personas en el
mundo siendo los mas susceptibles a desarrollarla adultos mayores de 60 afos. La
OMS estima que hay alrededor de 6 millones de personas viviendo con la enfermedad
y para el afio 2030 esta cifra podria duplicarse. En México, el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia (INNN) afirma que 50 de cada 100,000 habitantes la

padecen.

La EP es cronica y de progresion lenta, la zona del cerebro afectada es la encargada
del control y coordinacion del movimiento, tono muscular y postura (Toulouse &
Sullivan, 2008). Los sintomas clasicos que la identifican son principalmente motores,
conocidos como parkinsonismos: temblor en reposo, bradicinesia (enlentecimiento de
los movimientos), rigidez (incremento en el tono muscular) e inestabilidad postural
(Thomas & Beal, 2007). Otros sintomas motores son acinesia (dificultad para el
movimiento) e hipocinesia (reduccion en la amplitud de los movimientos) (Galicia,
2006). Existen ademas sintomas no motores, que preceden a los motores, como
alteraciones en el olfato (Tissingh, Berendse, & Bergmans, 2001), alteraciones en la
memoria espacial (Pillon et al., 1997) y depresion (Lieberman, 2006).

NEUROPATOLOGIA

La EP se caracteriza por la progresiva pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNc.
La SNc y sus proyecciones al estriado (nucleos caudado y putamen) conforman la via
nigroestriatal (Bahena-Trujillo, Flores, & Arias-Montafio, 2000). Los sintomas motores
que se utilizan para diagnosticar la EP surgen cuando el paciente ha perdido alrededor
del 50% de neuronas dopaminérgicas de la SNc y alrededor del 80% de DA en el
estriado (Toulouse & Sullivan, 2008) por lo que se considera un diagnostico tardio de la

enfermedad.
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Putamen Nucleo caudado
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Sustancia Nigra Nucleo subtaldmico

A B
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Figura 3 Ganglios basales (GB) en el cerebro de humano y rata. A) El cerebro humano y la distribucién
de los nucleos que conforman los GB en un corte coronal. B) El cerebro roedor y la distribucién de los
nucleos que conforman los GB en un corte sagital. En el roedor los nucleos caudado y putamen se
agrupan para dar lugar al estriado, también se observa la distincion entre la substantia nigra pars
compacta (SNc) y pars reticulata (SNr).

El estriado y la substantia nigra (SN) (pars compacta y pars reticulata), junto con el
globo palido (interno y externo) y el nucleo subtalamico pertenecen a un conjunto de
nucleos conocidos como ganglios basales (GB) involucrados en el control del
movimiento voluntario (figura 3). Estos nucleos no se encargan de iniciar el movimiento,
sin embargo si estan involucrados en su ejecucion, facilitando e inhibiendo los ajustes
necesarios para el mejor desempefio. La hipdtesis mas fuerte sostiene que la
modulacion o6ptima del movimiento se logra con ayuda de la estimulacion
dopaminérgica en el estriado; ésta funciona como un reforzador al liberarse tras la
obtencion de una recompensa inesperada (Rice et al., 2011; Rothwell, 2011), por lo
que solo ajustes que inesperadamente resulten en una mejor ejecucion seran

reforzados con liberacion de DA.

La causa de la neurodegeneracion caracteristica de la EP aun no ha logrado ser
identificada con precision, entre los mecanismos estudiados se encuentran estrés
oxidativo, disfuncion mitocondrial, neuroinflamacién y la acumulacién de proteinas,
como a-sinucleina que a su vez forman los cuerpos de Lewy, signo patognomoénico de

la EP (Dauer & Przedborski, 2003). Aproximadamente un 5% de los casos se pueden
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explicar por mutaciones genéticas y hay al menos cinco genes para los cuales estos
mecanismos han sido elucidados: PARK1, 2, 6, 7 y 8 (Lotharius & Brundin, 2002;
Thomas & Beal, 2007). La etiologia del resto de los casos, los idiopaticos, permanece
como un tema intenso de investigacion, algunos investigadores han encontrado
relacion con factores ambientales incluyendo exposicion a pesticidas, como rotenona, y
el uso de drogas con compuestos toxicos para el sistema dopaminérgico, como la
metilfeniltetrahidropiridina (MPTP) (Giasson & Lee, 2000; Langston, Ballard, Tetrud, &
Irwin, 1983), reactivos que posiblemente actuan también mediante estrés oxidativo e
impidiendo la funcion mitocondrial (Blesa, Phani, Jackson-Lewis, & Przedborski, 2012).

TRATAMIENTO

Todos los tratamientos utilizados actualmente son utiles para controlar la
sintomatologia de la enfermedad, sin embargo no detienen su curso. El primer
tratamiento para la EP fue un antagonista colinérgico utilizado por Jean Charcot
(Aosaki, Miura, Suzuki, Nishimura, & Masuda, 2010) que actua inhibiendo el
movimiento para asi disminuir los sintomas motores. Posteriormente, al conocerse la
amplia degeneracién del sistema dopaminérgico, los esfuerzos se enfocaron en

desarrollar tratamientos farmacoldgicos basados en facilitar la disponibilidad de DA.

Después de cuarenta afos de uso clinico, un precursor de DA, la levodopa (LD) es el
tratamiento mas efectivo para tratar los sintomas de la EP y el mas ampliamente
utilizado por ser el mejor tolerado por los pacientes (Poewe, Antonini, Zijimans,
Burkhard, & Vingerhoets, 2010). A pesar de ser un farmaco que aminora
significativamente los sintomas de la EP, su uso prolongado y las altas dosis
requeridas para lograr el efecto terapéutico conforme progresa la EP, genera en los
pacientes complicaciones motoras como los movimientos erraticos e involuntarios
conocidos como discinesias. Las molestias asociadas al desarrollo de discinesias
pueden llegar al extremo de sobrepasar los sintomas de la misma EP, por lo que se
puede optar incluso por cesar la administracion de LD (Buck & Ferger, 2010). Para
postergar al maximo los efectos secundarios desagradables asociados al tratamiento

con LD, se suele comenzar administrando agonistas dopaminérgicos. Si bien los
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agonistas dopaminérgicos presentan un efecto terapéutico mas limitado, poseen la
ventaja de no contribuir con el desarrollo de discinesias y permiten posponer el inicio de
la administracion de LD, incrementando el tiempo de terapia efectiva para el paciente.

Lamentablemente, todos los tratamientos actuales pierden su eficacia con el progreso
de la enfermedad. Por ello, la investigacion para alcanzar mejores estrategias
terapéuticas continua explorando el posible uso de otros farmacos como son los
agonistas de receptores nicotinicos, que podrian estar involucrados en mejorar la

transmision dopaminérgica en el estriado (Quik, O’Leary, & Tanner, 2008).

MODELO MURINO

El modelo mas ampliamente utilizado para estudiar la EP consiste en ocasionar
lesiones unilaterales con una neurotoxina llamada 6-hidroxidopamina (60OHDA) en ratas
y ratones (Ungerstedt, 1968). Esta toxina, con estructura analoga a la de las
catecolaminas DA y noradrenalina (NA), entra a la célula via los transportadores de DA
(DAT, por sus siglas en inglés) y NA (Simola, Morelli, & Carta, 2007) induciendo estrés
oxidativo (Cadet & Brannock, 1997) y alteraciones en la funcion mitocondrial que
culminan en muerte celular (Glinka & Youdim, 1995). Para ocasionar deplecion de DA
en el estriado, la region de inyeccion puede variar de acuerdo a las necesidades del
estudio, entre las mas utilizadas estan la SNc, el estriado y el haz de fibras
dopaminérgicas, que incluye a las proyecciones de la SNc y del area tegmental ventral
(ATV) (Ichitani, Okamura, Matsumoto, Nagatsu, & Ibata, 1991).

La lesion unilateral con 60HDA ocasiona en el roedor alteraciones motoras
susceptibles a ser evaluadas que asemejan la sintomatologia de los pacientes con EP
(Deumens, Blokland, & Prickaerts, 2002), algunas de estas pruebas y su objetivo de
estudio se encuentran resumidas en la tabla 2. Una de las evaluaciones mas
practicadas consiste en la inyeccion de un compuesto capaz de activar el sistema
dopaminérgico en un animal lesionado con 60HDA lo cual ocasiona conductas
estereotipadas de giros completos sobre el eje. La direccion en que gira el cuerpo del
roedor depende del tipo de compuesto que se utilice, mientras la anfetamina provoca
giros contralaterales a la lesion, los inducidos por apomorfina son ipsilaterales (Gerfen,
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2003; Kahlig et al., 2005). El numero de giros evocados se utiliza ampliamente para
evaluar el potencial terapéutico de nuevos farmacos tras haberse establecido que la
capacidad de un compuesto para inducir giros contralaterales o potenciar el efecto
provocado por otros farmacos correlaciona directamente con su potencial terapéutico
(Jiang et al., 1993).

Existen ademas otras pruebas conductuales como son la evaluacién de tiempos de
reaccion, prueba de retiro de extremidades, de la escalera y de palanqueo, evaluacion
de temblores de mandibula y ejecucion del laberinto de agua de Morris (Simola et al.,
2007); e incluso es posible realizar la evaluacion de conductas motoras involuntarias
inducidas por administracion cronica de LD, las cuales recuerdan a las discinesias que
se observan en pacientes humanos (Cenci, Lee, & Bjorklund, 1998).

Tabla 2 Pruebas utilizadas para evaluar el modelo de 60HDA en roedores

Prueba Sintoma estudiado Método

Ratas lesionadas son entrenadas para
palanquear con el objetivo de recibir una
recompensa tras la presentacién de un estimulo
visual

Tiempos de reaccién Iniciaciéon de movimiento

La rata lesionada es colocada en una base que
tiene cuatro hoyuelos donde entran las
extremidades. Se mide el tiempo que le toma al
animal retirar las extremidades

Retiro de extremidades Akinesia

En un contendor angosto se colocan pellets
azucarados que la rata lesionada puede
alcanzar s6lo haciendo uso de sus
extremidades delanteras. Se evalla el nimero
de pellets que puede consumir en el tiempo que
dura la prueba

De la escalera Control motor fino

Los animales deben ascender por una viga

De la viga Coordinacion motriz .
g angosta y elevada, hasta un compartimento

En un tanque redondo con agua lechosa hay
una plataforma por debajo del nivel del agua.
Se mide el tiempo que pasa el animal nadando
y el numero de errores que comete antes de
encontrar la plataforma

Laberinto de agua de Cognicion y funciones
Morris sensoriomotores

A pesar de ser ampliamente utilizado en la investigacion, el modelo de 60HDA también
posee desventajas. Por ejemplo, la denervacion dopaminérgica lograda mediante la
60HDA no emula la pérdida gradual que se observa en pacientes con EP, por lo que
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no es posible observar la progresion de la enfermedad. El modelo también carece de
aspectos fundamentales de la EP, como es la presencia de cuerpos de Lewy y ademas
se acostumbra realizar lesiones unilaterales, lo cual no emula lo que sucede en la

progresion normal de la EP.

En suma, el modelo 60HDA es relativamente facil de reproducir y con flexibilidad en
cuanto a la evaluacion motora, por lo que a pesar de sus limitantes es ampliamente
utilizando para el estudio de las disfunciones celulares de la EP y en la busqueda por

nuevos y mejores tratamientos.

NEUROGENESIS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La neurogénesis en presencia de estimulacion dopaminérgica ha sido muy estudiada
en el marco del desarrollo embrionario, determinandose que existe una amplia
presencia de receptores dopaminérgicos en los sitios germinales neuroepiteliales
activos durante el desarrollo cerebral (Diaz et al., 1997). Una vez que la ZSV, zona rica
en DA, fue establecida como un nicho neurogénico del cerebro posnatal los estudios

relacionados con la EP comenzaron a surgir.

En la EP, la degeneracion del sistema dopaminérgico nigroestriatal tiene repercusiones
en el funcionamiento del nicho neurogénico de la ZSV. Se ha observado que en
ratones adultos lesionados con MPTP hay una disminucion en la proliferacion dentro de
la ZSV, esta disminucion es transitoria al igual que este tipo particular de lesion
(Hoglinger et al., 2004). El mecanismo que subyace parece ser la falta de estimulacion
dopaminérgica en células tipo C. Esto debido a que se ha mostrado que las fibras
dopaminérgicas provenientes de la SN que llegan a la ZSV, entran en contacto con
células tipo C y B que expresan receptores para EGF. Las células tipo C, a diferencia
de las células tipo B, expresan ademas receptores dopaminérgicos, incluidos los
receptores de la familia D2 cuya estimulacion se asocia con incrementos en la
proliferacion (Hoglinger et al., 2004; O’Keeffe, Tyers, et al., 2009). Por ello, se estima
que la denervacion dopaminérgica afecta la proliferaciéon de células tipo C lo que a su
vez reduce la generacion de las células tipo A. De esta manera, la DA podria estar
actuando de dos formas, de manera directa sobre los receptores tipo D2 y de manera
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indirecta sobre los EGFR al estimular la liberacion de EGF (O’Keeffe, Barker, &
Caldwell, 2009; O’Keeffe, Tyers, et al., 2009).

También se ha documentado que la lesion con 60HDA ocasiona una disminucidn
significativa y transitoria en el numero de células que llegan al BO, cambio que deja de
ser significativo a las seis semanas. Interesantemente, en este caso, se observa un
incremento en la proporcion de células que se comprometen al linaje dopaminérgico,
indicado por el numero de células que expresan Pax-6 al comienzo de la migracion. Al
llegar al BO ocurre la migracion tangencial hacia las capas granular y glomerular. En la
capa granular no se observaron cambios significativos en la proporcion de células que
se diferenciaron a neuronas, en cambio, en la capa glomerular incrementé el numero
de células positivas para marcadores neuronales y en particular se triplicé el numero

total de células comprometidas al linaje dopaminérgico (Winner et al., 2006).

Por otra parte, en un estudio realizado con una lesion inducida por MPTP en ratones se
observé que la administracion intraperitoneal de FGF-2 modifico la proliferacion a nivel
de la ZSV provocando un incremento significativo en la proporcion de células positivas
para el marcador de neuroblastos DCX (Peng, Xie, Jin, Greenberg, & Andersen, 2008).
La nicotina, uno de los ingredientes activos del cigarro, es capaz de activar el
mecanismo neurogénico de la via de sefializacion FGF-2/FGFR-1 (Mudo et al., 2007),
promoviendo asi la proliferacion de células tipo C y el numero de células que llegan al
BO (Belluardo et al., 1999).
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CAPITULO 3:
EL PAPEL DE LA NICOTINA

NICOTINA'Y LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La nicotina ha sido objeto de curiosidad en el estudio de la EP debido a la acumulacién
de evidencia epidemioldgica que muestra la relacidén inversa entre tabaquismo y EP
(Baron, 1996; Hernan et al., 2001; Hernan, Takkouche, Caamano-Isorna, & Gestal-
Otero, 2002; Wilk & Lash, 2007). Esto parece paradéjico considerando la gran cantidad
de consecuencias negativas que el habito de fumar tiene sobre la salud; sin embargo,
de acuerdo a la informacion acumulada, la incidencia de EP disminuye al incrementar
la cantidad de afios y cigarros fumados. Este beneficio colateral podria deberse a la
accion de la nicotina sobre receptores colinérgicos para facilitar la liberacion de DA
(Visanji, Mitchell, O’'Neill, & Duty, 2006).

La acetilcolina (ACh) es uno de los neurotransmisores mas antiguos filogenéticamente
hablando y el primer neurotransmisor descubierto (Dale, 1914). La ACh tiene una
amplia distribucion tanto en el sistema nervioso central como en el periférico, y esta
involucrada en muchos procesos vitales como son control del movimiento, aprendizaje
y memoria, atencion, procesamiento del dolor y el ciclo vigilia-suefio (McCarley, 2007;
Picciotto, Higley, & Mineur, 2012).

La ACh es sintetizada por una enzima llamada colina acetiltransferasa (ChAT) a partir
de dos componentes, acetato y colina, en las neuronas colinérgicas. Una vez
sintetizada, la ACh puede ejercer su mecanismo de accion al unirse a alguno de los
dos tipos de receptores colinérgicos que hay, los metabotropicos muscarinicos y los
ionotropicos nicotinicos (NAChR). Cada receptor recibe su nhombre por el componente

exdgeno que los estimula especificamente, muscarina y nicotina.

Los nAChR son una familia de canales ionicos sensibles a ligando conformada por
cinco subunidades organizados alrededor de un poro permeable a cationes. Las
subunidades pueden ser a (a2 — a10) o B (B2 — B4). Los receptores funcionales
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dependen de la combinacion correcta de subunidades, y pueden estar formados de
repeticiones de la misma subunidad a (a7, a8 o a9) o resultado de combinaciones de
diferentes subunidades a 6 a y B (a7a8, a9a10, a4PB2, a3p4, entre otros) (Gotti &
Clementi, 2004; Gotti, Zoli, & Clementi, 2006). En particular, los nAChR participan en la
regulacion de una gran cantidad de procesos, como son liberacidn de neurotransmisor,
expresion de genes, plasticidad y memoria, recompensa Yy dependencia,
neuroproteccion y muerte celular (Dajas-Bailador & Wonnacott, 2004).

Como se observa en la figura 4, los nAChR se encuentran ampliamente distribuidos en
el sistema nervioso central, por lo cual existe una amplia transposicién entre el sistema
colinérgico y el sistema dopaminérgico, incluyendo a la SN y el estriado (Belluardo,
Mudo, Blum, & Fuxe, 2000; Gotti et al., 2006; Quik et al., 2009). En el estriado existen
nNAChR donde funcionan como reguladores de la liberacion del neurotransmisor DA
(Dajas-Bailador & Wonnacott, 2004), principalmente debido a su ubicacion presinaptica.
Entre los nAChR descritos en el estriado estan los conformados por el subtipo a7, y los
ubicados en terminales dopaminérgicas a4p2 y a6p2 (Gotti & Clementi, 2004; Quik et
al., 2009).

BO
a7z, a4pB2*

------

a4p32*, a6B2*, a7

Figura 4 Corte sagital de cerebro de rata que muestra la amplia distribucion de los nAChR en el sistema
nervioso central. En rosa se muestran las zonas correspondientes al bulbo olfatorio (BO) y estriado y
los respectivos subtipos de nAChR identificados. Ademas hay nAChR en corteza (Cx), hipocampo (HC),
amigdala (AM), talamo (TH), hipotalamo (HT), substantia nigra (SN), cerebelo (CL), locus coeruleus
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(LC), nucleos de rafé (RN), entre otros. Los asteriscos (*) denotan receptores cuya conformacién no se
limita a combinaciones de las dos subunidades indicadas, las tres subunidades restantes pueden ser
diferentes.

Mayor evidencia de la intima relacion entre estos sistemas de transmisidon surge a partir
del estado de los nAChR tras lesiones en la SN. Por ejemplo, la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la SN ocasiona una disminucidn en el numero de receptores
nicotinicos en el estriado, las conformaciones mas sensibles corresponden a los
receptores a6B2. Dafios muy severos afectan incluso a los a4p2, pero no a los a7
enfatizando la ubicacion en terminales dopaminérgicas de los primeros (Bordia, Grady,
Mcintosh, & Quik, 2007; Perez, Bordia, Mclntosh, & Quik, 2010). Por otro lado, la
exposicidn cronica a nicotina incrementa la densidad de nAChR, particularmente de
a4p32. (Perry et al., 2007; Xiao et al., 2009)

La estrecha relacion entre el sistema colinérgico y dopaminérgico ha ocasionado que
actualmente se estudie el potencial terapéutico que la nicotina pudiera tener para la EP.
Estudios, tanto in vivo como in vitro, mantienen un debate al respecto del posible papel
neuroprotector de la nicotina contra lesiones dopaminérgicas inducidas por
neurotoxinas (para mas informacion ver: Quik et al., 2009; Quik, Perez, & Bordia, 2012;
Seidl & Potashkin, 2011). Algunos estudios en animales lesionados con 60HDA,
encontraron que la nicotina disminuye el grado de lesidon dependiendo de la dosis
administrada y ademas observan que este efecto no se logra al realizarse el estudio en
animales que carecen de la subunidad a4 especifica de nAChR (Ryan, Ross, Drago, &
Loiacono, 2001). Otro grupo ademas sostiene, que uno de los mecanismos del efecto
neuroprotector de la nicotina esta mediado por su accion antiinflamatoria de acuerdo a
sus estudios realizados en modelos animales de MPTP y 60HDA de la EP (Park et al.,
2007). En general se considera que la nicotina puede ayudar a proteger contra el dafio

a neuronas pero no revertirlo.

Otro potencial enfoque para la terapia basada en nicotina involucra usarla en conjunto
con la terapia tradicional de sustitucion dopaminérgica. Sabemos que el uso
prolongado de LD conlleva en la gran mayoria de los pacientes al desarrollo de efectos
secundarios indeseables, como son las discinesias. Estudios en ratas y primates no-

humanos muestran que la administracion conjunta con nicotina ayuda a disminuir la
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cantidad de discinesias presentadas (Quik et al., 2007; Bordia, Campos, Mcintosh, &
Quik, 2010; Buck & Ferger, 2010; Huang, Campos, Ly, vy Carroll, & Quik, 2011).

NICOTINA Y NEUROGENESIS

De acuerdo a la evidencia disponible, queda claro que la nicotina es un compuesto con
gran potencial para interactuar con el sistema nervioso. Dentro del contexto de la EP
hemos visto que particularmente los NAChR de subunidades a432 y a632 se ubican en
el estriado en terminales dopaminérgicas provenientes de la SNc, donde representan
alrededor del 90% (70% y 20% respectivamente) de los nAChR disponibles (Gotti &
Clementi, 2004), lo que los hace relevantes en el estudio de la neurogénesis en la ZSV.
La capacidad de los nAChR de modular la neurogénesis puede en parte explicarse por
su potencial como mediador de la liberacion de DA y FGF-2.

La liberacién de DA es regulada por los nAChR debido a su ubicacion principalmente
presinaptica en las terminales dopaminérgicas. Experimentalmente se ha demostrado
que la inyeccion focalizada de nicotina en el estriado estimula la liberaciéon de DAy a su
vez en administraciones sistémicas la liberacion dopaminérgica inducida depende de la
dosis administrada (Visaniji et al., 2006). Al ser capaz de inducir la liberacién de DA
directamente en la ZSV, la nicotina es un potencial regulador de la neurogénesis
mediada por DA. Recordemos que este efecto esta mediado por las células tipo C, las
cuales presentan una gran cantidad de receptores de la familia D2, en donde la
estimulacién dopaminérgica promueve la proliferacion en este nicho neurogénico. En
particular la activacion de D3R induce un incremento significativo de la proliferacion y
del numero de células comprometidas al fenotipo neural (Van Kampen et al., 2004).

La DA tiene un segundo mecanismo de accidon sobre la neurogénesis de la ZSV al
promover la liberacién de EGF (O’Keeffe, Tyers, et al., 2009), que junto con el FGF-2,
ha sido estudiado por su capacidad de incrementar la proliferacién en la ZSV. La
infusion ventricular de EGF incrementé sustancialmente el numero de células
producidas en la ZSV, con la importante caracteristica de aumentar el numero de
células con fenotipo glial (Kuhn, Winkler, Kempermann, Thal, & Gage, 1997).

25



Coincidentemente, las células que expresan los receptores para EGF son las células
tipo C (Doetsch, Petreanu, Caillé, Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla, 2002).

Resumiendo, la nicotina podria regular la liberacion DA en la ZSV, la cual a su vez
puede actuar de manera directa sobre receptores tipo D2 y de manera indirecta al
liberar EGF que actua sobre los EGFR, ambos receptores localizados en células tipo C
(O’Keeffe, Barker, & Caldwell, 2009; O’Keeffe, Tyers, et al., 2009).

Por otro lado, hay evidencia que confirma que el FGF-2 tiene un papel activo en la
regulacion de la neurogénesis de la ZSV. El FGF-2 es un factor de crecimiento
sintetizado y liberado principalmente por astrocitos del nicho neurogénico (Reuss & Von
Bohlen und Halbach, 2003). En estudios realizados con infusion intraventricular de
FGF-2 se observo un incremento significativo del numero de nuevas células producidas
a nivel de ZSV y de células diferenciadas a neuronas a nivel de BO, en comparacion
con un grupo sometido a infusion de liquido cefalorraquideo (Kuhn et al., 1997). La
administracion de un agonista especifico para el NAChR 0432 demostré que FGF-2 se
libera de manera dosis-dependiente en varias regiones del cerebro incluyendo el
hipocampo, SN, estriado y corteza frontal (Belluardo et al., 1999).

En la ZSV, el tratamiento agudo con nicotina intraperitoneal ha mostrado ser capaz de
promover la neurogénesis al inducir la liberacién de FGF-2; este efecto esta mediado
por la activacién de FGFR-1 expresados en las células tipo C y el sucesivo incremento
de esta poblacion de células (Mudo et al., 2007). Este incremento en la proliferacion de
precursores celulares se mantuvo significativo hasta 72 horas posterior al tratamiento
(Belluardo et al., 2008; Mudo et al., 2009).

En sintesis, la nicotina es un potente moderador de la liberacion de moléculas en el
sistema nervioso central. Dentro de la ZSV la accién proliferativa de la nicotina
depende de su capacidad de liberar los ligandos especificos de los receptores
localizados en células tipo C. La evidencia documenta que la nicotina es capaz de
modular directamente la neurogénesis via DA y FGF-2 e indirectamente la mediada por
EGF. En la figura 5 se resumen estos mecanismos de accion.
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Figura 5 Modulacién colinérgica de la proliferacion en la ZSV. La activacidon de receptores nicotinicos
(nAChR) estimula la liberacion del neurotransmisor DA desde terminales dopaminérgicas y del factor de
crecimiento FGF-2 desde glia (astrocitos GFAP+) debido a su ubicacion presinaptica. Estas moléculas a
su vez activan sus respectivos receptores (D2R y FGFR-1) en células tipo C, promoviendo asi la
proliferacion. La DA, ademas, ocasiona la liberacién de otro factor de crecimiento, EGF, el cual activa
receptores EGFR en células tipo C, estimulando también la proliferacién.

Considerando la capacidad de la nicotina para interactuar con el sistema colinérgico y
liberar neurotransmisores como es la DA, previamente relacionados con inducir
incrementos en la proliferacién, el objetivo principal de este trabajo fue determinar si la
nicotina posee capacidad moduladora sobre la neurogénesis en la ZSV en condiciones
de dano a la SNc producido a través de 60HDA. Con el fin de explorar cambios
temporales en la capacidad de la nicotina para actuar sobre la neurogénesis de la ZSV,

utilizamos dos esquemas de administracion, uno agudo y otro cronico.
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MATERIAL Y METODO

Todos los experimentos estan acorde con las normas de cuidado del Comité de
Bioética y Cuidado de Animales Experimentales del Instituto de Fisiologia Celular de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

TRATAMIENTO AGUDO DE NICOTINA

Se utilizaron 10 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso promedio de 250 g al
momento de ingresar al vivarium. Las ratas fueron alojadas en cajas jumbo, cinco en
cada una, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso a alimento y agua. Los

animales fueron organizados en los siguientes grupos:

* Nicotina-A: Lesién con 60HDA en la SNc y administracion IP de nicotina durante
un dia.
* Sham-A: Lesion simulada con inyeccion de solucion salina en la SNc vy
administracion IP de nicotina durante un dia.
La administracion aguda comenzé al octavo dia posterior a la cirugia estereotaxica
(Winner et al., 2006). Los grupos Nicotina-A y Sham-A recibieron cuatro inyecciones de
nicotina (Sigma-Aldrich) IP, concentracion de 1 mg/Kg/mL, a intervalos de 30 min
(Mudo et al., 2007). La solucion de nicotina fue filtrada y su pH ajustado a 7.4 previo a
ser inyectado.

Todos los grupos recibieron una inyeccion diaria de BrdU durante tres dias (ver
administracion de BrdU) y fueron sacrificados 76 h después de la ultima administracion

de nicotina.

TRATAMIENTO CRONICO DE NICOTINA

Se utilizaron 14 ratas macho de la cepa Wistar recién destetadas (21 dias) mantenidas
en una habitacion con temperatura controlada y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h con
acceso libre a alimento. A su llegada todos los animales fueron pesados y marcados
para ser divididos en los siguientes grupos:
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* Nicotina-C: Lesion con 60HDA en SNc y administracidon crénica de nicotina via
oral (VO).
e Sham-C: Lesion simulada con inyeccidon de solucion salina en SNc y
administracion crénica de nicotina VO.
Los animales de los grupos de administracion cronica recibieron nicotina VO desde el
momento en que ingresaron al vivarium (dia 1). El protocolo de habituacion a la nicotina
VO comenzod con acceso ad libitum a bebederos con nicotina a una concentracion de
15 mg/L, del dia 1 hasta el dia 4. A partir del dia 5 y hasta el dia 9 el acceso se redujo a
12 h diarias, y del dia 9 en adelante el acceso se establecié a so6lo 8 h diarias. A partir
del dia 15, la concentracion de nicotina disuelta en agua fue incrementada en 3 mg/L
cada semana hasta alcanzar una concentracién final de 30 mg/L (Biondolillo, Pearce,
Louder, & McMickle, 2009).

A las 9 semanas posnatales, una vez alcanzada la concentracién final de nicotina (30
mg/L), se practicaron las cirugias correspondientes. Los animales de todos los grupos
fueron anestesiados, perfundidos y sus cerebros fijados 6 semanas después de la
cirugia (ver perfusion).

GRUPOS CONTROL

Se utilizaron 10 ratas macho de la cepa Wistar igualados en edad a los tratamientos
agudo y cronico para formar los siguientes grupo control:

* Lesion-60HDA: Lesion con 60HDA en SNc.
* Basal-BrdU: Sin lesion y sin tratamiento.

Los grupos recibieron una inyeccion diaria de BrdU durante tres dias (ver
administracion de BrdU) y fueron sacrificados 24 h después de la ultima inyeccion de
BrdU.

CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Los grupos fueron sometidos a cirugia estereotaxica para lesion de SNc en el
hemisferio izquierdo. Los grupos nicotina-A, nicotina-C y lesidén-60HDA recibieron
inyeccion de 60HDA (Sigma-Aldrich). Los grupos sham-A y sham-C fueron sujetos al
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mismo protocolo con la diferencia de que en lugar de 60HDA recibieron una inyeccion

de solucion salina.

Se anestesiaron a las ratas con una mezcla 1:3 de Xilacina-Ketamina (Pisa), se
montaron con cuidado en el aparato estereotaxico y se expuso el craneo de la rata para
localizar bregma. A partir de bregma, y de acuerdo al Atlas del Cerebro de la Rata de
Paxinos y Watson, se realiz6 una pequefa trepanacidon en las coordenadas:
anteroposterior -4.7; lateral -1.6; y ventral -8.1 (Paxinos & Watson, 1997). En esta
ubicacion se inyect6 80 ug/ul de 60HDA en 0.5 pL de solucion salina o solucion salina
sola a una velocidad de 0.125 yL/min. La canula se retiré lentamente 5 min después de

inyectado el volumen para evitar subir la neurotoxina con la canula.

ADMINISTRACION DE BROMODEOXIURIDINA

Para estudiar la neurogénesis las ratas fueron inyectadas IP con 50 mg/kg de BrdU
(Sigma-Aldrich). Estudios han mostrado que esta es una concentracion suficiente para
marcar alrededor del 90% de las células en proliferacion durante las 2 h que
permanece activo el compuesto en el sistema nervioso central (Burns & Kuan, 2005).

* Los grupos nicotina-A y sham-A: fueron inyectados una vez al dia durante tres
dias comenzando el dia del tratamiento con nicotina.

* Los grupos nicotina-C y sham-C fueron inyectados una vez al dia durante tres
dias y 24 h después fueron sacrificados.

* Los grupos basal-BrdU y lesion-60HDA recibieron una inyeccion diaria de BrdU
durante tres dias.

Todos los animales fueron sacrificados 24 h después de la ultima inyeccion con BrdU.

PERFUSION

Para poder llevar a cabo procedimientos histolégicos que requieren la mayor
preservacion posible del tejido, es necesario someter a los animales a perfusion
intracardiaca. Todos los animales fueron profundamente anestesiados con una
inyeccion IP de pentobarbital sédico (Pisa) y posteriormente sacrificados con una
perfusién transcardial de 250 mL de solucion buffer de fosfatos 1x (PBS), compuesto
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de NaCl 0.8%, Na;HPO4 0.115%, KH2PO4 0.002% y KCI 0.002% (todo de J.T. Baker) a
pH 7.2, para eliminar la sangre. El sistema vascular fue fijado con 250 mL de
paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4%. El cerebro se extrajo con cuidado y se
almacend en 20 mL de paraformaldehido al 4% durante 24 h. Posteriormente el
paraformaldehido fue sustituido por concentraciones crecientes de sacarosa (J.T.
Baker), 10%, 20% y 30%, durante 24 h cada una, manteniéndolos a una temperatura
de 4 °C en todos los casos.

CORTE DE CEREBROS

Para realizar los cortes de los cerebros estos fueron colocados sobre una platina y
cubiertos con OCT (optimal cutting temperatura, Sakura Finetek), para poder ser
congelados con hielo seco. Una vez congelado el cerebro se utilizé un criostato (Leica)
para cortar el estriado y la SNc de todos los animales en muestras de 40 ym.

Los cortes de estriado fueron colocados individualmente de manera seriada en cajas de
ELISA con 96 pozos en solucion de crio-preservacion, 50% PBS, 25% glicerol y 25%
etilenglicol (J.T. Baker) para poder mantenerlos a -20 °C hasta el momento de su uso.
La SNc fue recolectada de forma consecutiva en tres pozos con PBS de tal manera que
cada pozo es representativo de toda la SNc de la rata.

TECNICAS HISTOLOGICAS

INMUNOHISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASA

Se realiz6 inmunotincion flotada para tirosina hidroxilasa (TH) en el estriado y la SNc
para verificar la lesion con 60HDA. Los cortes en flotacién fueron lavados primero con
PBS 0.1 M. En seguida se inhibi6 la peroxidasa enddégena con acido peryddico (Sigma-
Aldrich) al 0.28% durante 1 min a temperatura ambiente. Inmediatamente después se
realizaron tres lavados de 5 min con PBS 0.1 M. Los cortes se dejaron 24 h a 4 °C
incubando en solucién de bloqueo compuesto por PBS + BSA (albumina sérica bovina
al 2.5%, Sigma-Aldrich) + Triton X-100 al 0.1% (Sigma-Aldrich). Posteriormente se
incubaron los cortes en el anticuerpo primario (conejo anti-TH 1:1000, Millipore), diluido
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en solucion de bloqueo durante 48 h a 4 °C. Pasado este tiempo se lavaron los cortes
tres veces durante 5 min en PBS y luego fueron incubados en el anticuerpo secundario
(anti-conejo biotinilado 1:250, Vector Labs) a temperatura ambiente durante 2 h. Se
realizaron nuevos lavados para poder incubar durante 30 min en complejo avidina-
biotina-peroxidasa (Vector Labs) preparado 30 min antes. Se lavaron nuevamente los
cortes y después se revelaron con 6 mg de DAB (3,3 diaminobencidina, Sigma-Aldrich),
10 ml de PBS 0.1 M y 0.1 ml de H,O, al 3% Se realizaron lavados con PBS para
después proceder con el protocolo de montaje.

Los cortes fueron montados en portaobjetos, cuatro en cada uno, y se dejaron secar
una noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente los cortes fueron deshidratados
sumergiéndolos durante 5 min en cada una de las siguientes soluciones: Alcohol 96°;
alcohol absoluto (J.T Baker) y alcohol 96°; alcohol absoluto; alcohol absoluto y xilol y
finalmente dos rondas en xilol (J.T. Baker). El exceso de xilol fue retirado y se
colocaron dos gotas de cytoseal (Fisher Scientific) antes de cubrir las muestras con el
cubreobjetos.

INMUNOFLOURESCENCIA BROMODEOXIURIDINA'Y DOBLECORTINA

Se realizé una doble inmunofluorescencia flotada para BrdU y DCX para estudiar la
neurogénesis en la ZSV de los animales. Para detectar BrdU es necesario en primer
lugar someter los tejidos a un proceso de desnaturalizacion. Para este propdsito los
tejidos fueron incubados durante 1 h en 50% formamida (Sigma-Aldrich) en 2xSSC
(buffer salino y citrato de sodio) a una temperatura de 65 °C. Después fueron lavados
en 2xSSC por 10 min, posteriormente incubados en 2 N HCI (J.T. Baker) a 37 °C por 30
min, lavados con acido borico (J.T. Baker) a 0.1 M a pH 8.5 por 10 min y finalmente
lavados en PBS por 5 min.

A continuacion se inicié el protocolo de inmunofluorescencia. Los cortes fueron
incubados durante 1hr en solucion de bloqueo (3% suero de caballo con 0.25% Triton
X-100), y posteriormente dejados toda la noche en anticuerpo primario (rata anti-BrdU
1:100, Accurate Chemical) a 4 °C. Pasadas 24 h se realizan tres lavados de 10 min en

PBS y en oscuridad las muestras fueron incubadas durante 2 h en el anticuerpo
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secundario (burro anti-rata DyLight405 1:200, Jackson ImmunoResearch) durante 2 h.
Al terminar se realizaron tres lavados de 10 min en PBS para entonces repetir el
proceso con los anticuerpos para DCX (anticuerpo primario de cabra anti-DCX 1:500, y
anticuerpo secundario de burro anti-cabra Alexa488 1:1000, Invitrogen). Finalmente
para marcar los nucleos celulares los tejidos fueron sumergidos durante 10 min en
Drag5 (1:5000, Biostatus Limited) y luego fueron lavados tres veces durante 10 min.
Los cortes fueron montados en portaobjetos, protegidos con DAKO y cubiertos con un
cubreobjetos para su analisis en un microscopio optico de epifluorescencia (Leica).

CONTEOS

Se tomaron seis cortes coronales entre las coordenadas 1.20 mm y -0.40 mm a partir
de bregma a intervalos de 240 um de cada cerebro para realizar los conteos. El area de
conteo se restringio a la ZSV tomando tres fotos por hemisferio como se muestra en la
figura 6. En total se analizaron 36 fotos por animal con el objetivo de inmersion 40x.
Las fotos fueron analizadas en el programa imagedJ donde se realizaron conteos de
todas las células presentes en la zona focal.

]

Figura 6 Esquema de las zonas a partir de las cuales se obtuvieron las imagenes para realizar conteos.
Para cada hemisferio se tomaron tres fotografias de tres distintas areas de la ZSV en el cuerno del
ventriculo, en la pared del ventriculo y en el principio de la VRM.
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RESULTADOS

DETERMINACION DEL GRADO DE LESION CON 60HDA

Para verificar la eficiencia de la lesibn generada con 60HDA se realizé la
inmunohistoquimica para TH en cortes coronales a nivel de SN y estriado de todos los
animales en todos los grupos. En los grupos sometidos a lesion con 60HDA se
recolectaron unicamente los tejidos de los animales que reunieran las siguientes dos
caracteristicas 1) que a nivel de estriado en el hemisferio lesionado mostraran ausencia
total de marcaje para TH y 2) que a nivel de la SN la lesién abarcara los somas
dopaminérgicos de la SNc principalmente (figura 7), sin importar que ésta pudiera llegar
incluso a la substantia nigra pars reticulata (SNr). Para los grupos control, sin lesion, se
busco que el marcaje para TH estuviera presente en ambos hemisferios.

Figura 7 Corte coronal de rata a nivel de la substantia nigra (SN). Se muestra la ubicacion de la
substantia nigra pars compacta (SNc) adyacente a la substantia nigra pars reticulata (SNr). También se
muestra el area tegmental ventral (ATV) por ser una zona con somas dopaminérgicos cerca de la SN.

Nuestros resultados muestran que en cerebros de tejido control la expresion de TH es

homogénea en los somas de las neuronas de la SNc asi como en las proyecciones
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estriatales de ambos hemisferios (figuras 8). Por otra parte, en los grupos lesionados
encontramos la ausencia de expresion de TH en el hemisferio izquierdo, tanto en SNc

como en estriado (Figura 9).

Figura 8 Cortes coronales representativos para la inmunohistoquimica de TH a nivel de estriado (ST) y
substantia nigra (SN) de los grupos control sin lesién. En todos los grupos, basal-BrdU (A y D), sham-A
(By E)ysham-C (C y F) se observa completo el marcaje especifico de TH en ambos hemisferios a nivel
de SNy ST.

C

Figura 9 Cortes coronales representativos de la inmunohistoquimica para TH a nivel de estriado (ST) y
substantia nigra (SN) de los grupos sometidos a lesién con 60HDA. En todos los grupos, lesion-60HDA
(A y D), nicotina-A (B y E) y nicotina-C (C y F) se observa la ausencia de marcaje en el hemisferio
izquierdo a nivel de SN y ST.
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NO HAY DIFERENCIAS ENTRE HEMISFERIOS EN NINGUNA DE
LAS CONDICIONES

Para determinar los niveles de neurogénesis en la ZSV bajo nuestras condiciones
experimentales realizamos ensayos de doble inmunofluorescencia con el propdsito de
estimar el nimero de neuronas inmaduras (DCX") generadas recientemente (BrdU™). El
marcador de ADN Drag5 se empled en conjunto con los otros marcadores para
visualizar los nucleos celulares y determinar con mayor precision el numero total de
células marcadas por campo. Un conteo manual con ayuda del programa imagedJ nos
permiti6 determinar el numero total de células positivas para el marcaje con
BrdU*/Drag5", DCX'/Drag5" y BrdU’/DCX*/Drag5’, en cada una de las tres zonas
analizadas (mediante microscopia) en todas las muestras de los diferentes grupos.

Realizamos el primer contraste utilizando la prueba Wilcoxon para muestras pareadas
con el fin de buscar diferencias en la distribucion de células para cada hemisferio
(derecho e izquierdo) de todos los grupos (nicotina-A, sham-A, nicotina-C, sham-C,
basal-BrdU y lesién-60HDA). En la tabla 3 se observa que las medianas no difirieron
de manera estadisticamente significativamente entre hemisferios para ninguno de los
diferentes grupos, incluyendo aquellos sometidos a tratamiento de nicotina o lesion
unilateral con 60HDA, en ninguna de las inmunofluorescencias evaluadas.

Tabla 3 Resultados de la prueba rangos de Wilcoxon para muestras pareadas. Comparacion entre

hemisferios para todos los grupos. Basal-BrdU (BB), lesion-60HDA (L60OHDA), sham-A (SA), sham-C
(SC), nicotina-A (NA) y nicotina-C (NC).

G valor P
PO Brgut  DCX* Brdu*/DCX?

BB 0.893 0.893  0.893
L60OHDA 0345 0686  0.686
SA 0.686 0.893  0.893
e 0.735 0.735 1
NA 0.686 0.686  0.343
NC 0.173 0612 0612
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EL TRATAMIENTO AGUDO DE NICOTINA NO MODIFICA LA
NEUROGENESIS DE LA ZSV

Debido a que no se encontraron diferencias entre hemisferios para ninguno de los
grupos, en ninguna de las condiciones, los cerebros se trataron como un objeto
completo integrando los datos de ambos hemisferios en uno solo. La prueba Kruskal-
Wallis se utilizd para buscar diferencias entre los grupos (nicotina-A, sham-A, basal-
BrdU y lesion-60OHDA) del tratamiento agudo de nicotina IP. Al buscar cambios en la
mediana de los grupos medida por numero de células marcadas no se encontraron
diferencias significativas en ninguna de las inmunofluorescencias estudiadas
(BrdU*/Drag5”, DCX*/Drag5” y BrdU*/DCX*/Drag5*) como se observa en la figura 10.
Al no encontrarse valores p menores a a=.05 no se realizaron las comparaciones
multiples. Al no haber diferencia entre las medianas podemos suponer que las medias

tampoco varian.
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Figura 10 Numero de células generadas bajo el tratamiento agudo de nicotina. La prueba Kruskal-Wallis
para las inmunofluorescencia BrdU" (A), DCX" (B) y BrdU*/DCX" (C) indica que no existen cambios
significativos en las medianas obtenidas a partir del numero de células producidas en los diferentes
tratamientos. Los resultados de la prueba fueron A) X2(3, N=20)=2.84, p=.42; B) XZ(S, N=20)=4.09,
p=.25; y C) x2(3, N=20)=3.73, p=.29. Los grupos evaluados fueron basal-BrdU (BB), lesion-60HDA
(LBOHDA), sham-A (SA) y nicotina-A (NA), N=5. Drag5" se utilizé6 como control de nicleos en todas las
inmunofluorescencias evaluadas. Cada punto de la distribucion representa a uno de los animales del

grupo.
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EL TRATAMIENTO CRONICO DE NICOTINA DISMINUYE LA
PROLIFERACION EN LA ZSV

El tratamiento crénico de nicotina fue estudiado con la prueba Kruskal-Wallis. Se llevé a
cabo el contraste de medianas entre grupos (nicotina-C, sham-C, basal-BrdU vy lesion-
60HDA) del tratamiento cronico de nicotina VO para todos los marcajes (BrdU*/Drag5”,
DCX'/Drag5® y BrdU*/DCX*/Drag5”). El analisis con esta prueba mostro diferencias
significativas en las tres pruebas generales realizadas, en particular el grupo nicotina-C
fue el que obtuvo los puntajes mas bajos (figura 11).

Se realizaron comparaciones multiples para identificar las parejas de grupos con
diferencias significativas en su distribucion (barras grises en la figura 11). El resultado
de las comparaciones multiples mostré diferencias entre los grupos nicotina-C y basal-
BrdU en las tres combinaciones de inmunofluorescencia con valores p=.002, p=.02 y
p=.003 respectivamente (figura 11 A-C). También se encontraron diferencias entre los
grupos nicotina-C y sham-C en la inmunofluorescencia de BrdU" y BrdU*/DCX*/Draq5*
(figura 11 Ay C), con p=.04 y p=.006 respectivamente. Por ultimo, el marcaje BrdU"
difirié significativamente entre los grupos nicotina-C y lesién-60HDA con un valor p=.02
(figura 11 A). La distribucion del grupo nicotina-C es estadisticamente diferente del
grupo basal-BrdU por lo que se puede decir que provienen de poblaciones distintas, y
valores menores en los conteos obtenidos indican una disminucion en la proliferacion

del grupo nicotina-C.

En las figuras 12, 13 y 14 se muestran imagenes representativas de las
inmunofluorescencias para todos los grupos del tratamiento crénico y sus controles en
cada una de las tres zonas de donde se obtuvieron fotografias, cuerno del ventriculo
(figura 12), pared lateral (figura 13) y VRM (figura 14).
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Figura 11 Numero de células generadas bajo el tratamiento créonico de nicotina. La prueba de Kruskal-
Wallis para las inmunofluorescencia BrdU* (A), DCX" (B) y BrdU'/DCX" (C) indicé una diferencia
significativa en el numero de células producidas entre los grupos con los siguientes resultados: A) x2(3,
N=24)=11.02, p=.01; B) X2(3, N=24)=9.64, p=.02; y C) X2(3, N=24)=8.55 p=.03. Los grupos evaluados
fueron basal-BrdU (BB), lesion-60HDA (L60OHDA), sham-C (SC) y nicotina-C (NC). N=5 en grupos BB y
L6OHDA, N=7 en SC y NC. Draq5+ se utiliz6 como control de nlcleos en todas las
inmunofluorescencias evaluadas. Cada punto de la distribucion representa a uno de los animales del

grupo.
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Basal-BrdU Lesin-60OHDA Control-C Nicotina-C

Figura 12 Imagenes de inmunofluorescencias del cuerno del ventriculo de cerebros tratados
créonicamente con nicotina basal-BrdU (A, E, | y M), lesién-60HDA (B, F, J y N), sham-C (C, G, Ky O)y
nicotina-C (D, H, L y P). El cuerno del ventriculo se forma en el area de la ZSV donde el ventriculo
lateral (VL) se encuentra con el cuerpo calloso (CC). Ambas estructuras estan delimitadas en la imagen
por las lineas punteadas. En verde se muestra el marcaje para BrdU (A-D), en rojo el de DCX (E-H), y
en azul el de Draqg5 (I-L); en los recuadros M-P se muestra la union de los tres canales. Magnificacion
de 40x, la barra de escala representa 50 ym y es igual para todos los recuadros.
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Basal-BrdU Lesin-60HDA Control-C Nicotina-C

Figura 13 Imagenes de inmunofluorescencias de la pared del ventriculo de cerebros tratados
créonicamente con nicotina basal-BrdU (A, E, | y M), lesién-60HDA (B, F, J y N), sham-C (C, G, Ky O) y
nicotina-C (D, H, L y P). La linea punteada en las imagenes representa la pared del ventriculo; a la
izquierda se ubica el ventriculo lateral (VL) y por la derecha la zona subventricular (ZSV). En verde se
muestra el marcaje para BrdU (A-D), en rojo el de DCX (E-H), y en azul el de Drag5 (I-L); en los
recuadros M-P se muestra la uniéon de los tres canales. Magnificacion 40x, la barra de escala
representa 50 ym y es igual para todos los recuadros.
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Basal-BrdU Lesin-60HDA Control-C Nicotina-C

Figura 14 Imagenes de inmunofluorescencias de una parte de la VRM de cerebros tratados
créonicamente con nicotina, basal-BrdU (A, E, | y M), lesién-60HDA (B, F, J y N), sham-C (C, G, Ky O)y
nicotina-C (D, H, L y P). La VRM se muestra en los recuadros como la zona contenida dentro de las
lineas punteadas, delimitada por encima por el cuerpo calloso (CC) y debajo por el estriado (ST). En
verde se muestra el marcaje para BrdU (A-D), en rojo el de DCX (E-H), y en azul el de Drag5 (I-L) en
los recuadros M-P se muestra la composicion de los tres canales. Magnificacién 40x, la barra de escala
representa 50 ym y es igual para todos los recuadros.

EL TRATAMIENTO CON NICOTINA INDUJO DIFERENCIACION
NEURONAL

Por ultimo se llevé a cabo un andlisis utilizando la prueba t de Student' para muestras
pareadas con el objetivo de identificar diferencias en el numero de células con y sin

! Los datos de cada grupo fueron estandarizados para verificar el supuesto de normalidad y poder utilizar
esta prueba paramétrica.
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marcaje de DCX" en la poblacion de células BrdU® (tabla 4). La prueba resulto
significativa para un incremento en la proporcion de células comprometidas al linaje
neuronal en el caso de los grupos basal-BrdU, sham-A, sham-C, nicotina-A y nicotina-
C, en la tabla 4. El grupo lesion-60HDA no obtuvo una diferencia estadisticamente
relevante entre el numero de neuronas inmaduras y células no identificadas marcadas
con BrdU. En la figura 15 se muestra la proporcién de células con y sin marcaje para
DCX en el total de células BrdU".

Tabla 4 Resultados de la prueba t de Student para muestras relacionadas de la cantidad de células con
y sin DCX en la poblacion de BrdU para cada grupo.

Grupo t gl valorP
BB -12,461 4 0
L6OHDA -12,461 4 0.078
SA -5,231 4 0.006
SC -7,443 6 0
NA -4,834 4 0.008
NC -9,248 6 0
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Figura 15 Proporcion de células DCX" en la poblacién de células BrdU" para cada grupo. Las barras
representan el total promedio de las células BrdU". La parte oscura muestra el promedio de células
DCX" mientras que la regién clara es el promedio de células BrdU" sin marcaje para DCX. Los grupos
fueron evaluados por separado. Los grupos son: basal-BrdU (BB), lesion-60HDA (L60OHDA), sham-A
(SA), sham-C (SC), nicotina-A (NA) y nicotina-C (NC). N=5 en grupos BB, L6OHDA, SAy NA, y N=7 en
SC y NC.
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DISCUSION

Los objetivos del presente trabajo se centraron en estudiar la capacidad de la nicotina,
administrada de manera aguda y cronica, para modular la neurogénesis de la ZSV en
un modelo de lesion con 60HDA llevado a cabo en ratas adultas. El fin del trabajo fue

estudiar la neurogénesis en el contexto de un dafio similar al que caracteriza a la EP.

Los resultados obtenidos de la administracion aguda de nicotina nos indican que no
existe incremento en la proliferacion celular de la ZSV. De acuerdo a la prueba
estadistica realizada para comparar hemisferios no hubo diferencias significativas
dentro de los grupos para ninguna de las condiciones analizadas (tabla 3). De mayor
interés resulta que no se encontraran diferencias en el grupo lesion-60HDA donde se
esperaba, de acuerdo a la literatura (Hoglinger et al., 2004; O’Keeffe, Barker, et al.,
2009; Winner et al., 2006), que la lesion con 60HDA ocasionara una disminucion en la
proliferacion cuantificada utilizando el numero de células que incorporaron BrdU debido
a la ausencia de estimulacion dopaminérgica sobre las células blanco en la ZSV.

Existen al menos dos razones que podrian explicar por qué los grupos lesion-60HDA y
basal-BrdU no presentan una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a
proliferacion a) el protocolo de una inyeccion diaria de BrdU durante tres dias no es lo
suficientemente sensible para detectar cambios en el numero de nuevas células, o b) el
efecto de lesionar directamente la SNc difiere al obtenido tras lesionar todo el haz

medial que incluye a la via dopaminérgica mesolimbica, ademas de la nigroestriatal.

Tomando en cuenta que el protocolo de administracion de BrdU utilizado en este
trabajo difiere poco al implementado por otros grupos que han reportado disminucién
en la proliferacién de la ZSV producido por denervacion dopaminérgica (Hoglinger et
al., 2004; O’Keeffe, Tyers, et al., 2009; Sui, Horne, & Stani¢, 2012), consideramos que
el resultado observado no es una deficiencia del protocolo de administracion de BrdU
utilizado, asimismo nos inclinamos a considerar que el efecto sobre la neurogénesis de
la lesién con 60HDA en la SNc difiere del que se observa al realizar la lesion en el haz

medial.
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Acorde a los resultados que obtuvimos, existen reportes recientes que sostienen que
no hay disminucion en la proliferacion tras lesionar la SNc (Lennington et al., 2011; van
den Berge et al, 2011). Uno de estos trabajos, utilizando un protocolo de
administracion crénica de MPTP en ratones para inducir degeneracion dopaminérgica
en la via nigroestriatal, concluy6é que el numero de células marcadas con el antigeno
nuclear de células en proliferacion (PCNA) no difiere al comparar con respecto a un
grupo control (Van den Berge et al., 2011). Este grupo también llevo a cabo estudios en
tejidos humanos obtenidos a partir de pacientes en tres condiciones, a) con diagndstico
de EP; b) sin diagnostico de EP pero con presencia de cuerpos de Lewy y c) personas
sin diagnostico de EP ni presencia de cuerpos de Lewy. Al realizar la comparacién, no
encontraron diferencias en cuanto a la proliferacion de la ZSV (Van den Berge et al.,
2011).

Debido a que no encontramos que la lesién de la SNc alterara de forma negativa la
proliferacion celular en el nicho neurogénico, es posible que existan otros mecanismos
que puedan estar regulando el mantenimiento de dicha proliferacién. Por ejemplo,
estudios realizados con una linea de ratones mutantes que presentan una
degeneracion de somas dopaminérgicos en la SNc apoyan la nocion de que esta
ausencia de estimulacion no afecta la tasa proliferante de la ZSV y proponen ademas,
que hay DA proveniente del ATV en la ZSV que es suficiente para regular la
proliferacion (Lennington et al., 2011). En principio la nicotina podria promover la
liberacion de DA desde el ATV, ya que se ha observado que neuronas dopaminérgicas
en el ATV expresan nAChR y son activadas tras su estimulacion (Zhao-Shea et al.,
2011).

El ATV, ubicada en la vecindad de la SN (figura 7), forma parte de dos vias
dopaminérgicas diferentes de la via nigroestriatal, la mesocortical como principal fuente
de DA para la corteza frontal y giro cingulado y la mesolimbica que mantiene
proyecciones al sistema limbico, que incluye al hipocampo, amigdala y el nucleo
accumbens. La via mesolimbica ha sido estudiada por su papel en la motivacion y
adiccion ya que se ha observado que la liberacion de DA en el nucleo accumbens
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desde el ATV esta asociada a conductas adictivas, como lo es el habito de fumar (Dani,
Jenson, Broussard, & De Biasi, 2011).

Si bien la principal degeneracién dopaminérgica en la EP se encuentra en la via
nigroestriatal, también existe dafo en las otras vias dopaminérgicas. Por ejemplo, el
ATV presenta una pérdida de volumen de alrededor del 30% en etapas tardias de la EP
(McRitchie, Cartwright, & Halliday, 1997), lo que parece indicar que el ATV tiene mayor
resistencia a la degeneracion. Evidencia de esto esta en la menor susceptibilidad que
presentan las células del ATV al dafio por acumulacion de a-sinucleinas, el principal
componente de los cuerpos de Lewy estudiado en ratones (Maingay, Romero-Ramos,
Carta, & Kirik, 2006) y a la degeneracion por inyeccion sistémica de MPTP llevados a
cabo en primates (Freundlieb et al., 2006). El equipo de Maingay argumenta que esto
podria deberse a que las células de la SNc, comparadas con las del ATV, tienen una
mayor cantidad de DAT y una menor cantidad de VMAT2, enzima encargada de
introducir la DA en las vesiculas, lo que haria a las células dopaminérgicas de la SNc
mas susceptibles a la citotoxicidad mediada por el metabolismo de la DA.

Esto podria tener relevancia para la EP por las implicaciones cognitivas de la pérdida
de volumen en el ATV, como pudiera ser la depresion. La depresion es uno de los
sintomas no motores mas frecuentemente encontrado en pacientes de la EP afectando
entre el 20 y 40% de los pacientes (Lieberman, 2006). Estudios en primates no
humanos han comenzado a elucidar su relacion con la pérdida de DA en el sistema
nervioso central, como el realizado recientemente por un grupo de investigacion al
describir la apatia, una manifestacion de la depresién, en funcidén del grado de dafo a
neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica (Brown et al., 2012).

En relacion al marcaje para DCX en el tratamiento agudo encontramos resultados
similares a los obtenidos con BrdU; el numero de células positivas para DCX no difirid
entre hemisferios (tabla 3) ni entre grupos (figura 10B). La ausencia de diferencias para
el marcaje de DCX entre grupos con lesion 60HDA en la SNc (lesion-60HDA y
nicotina-A) y grupos sin lesion (basal-BrdU y control-A) esta en concordancia con
reportes recientes que indican que la lesion con 60HDA en la SNc no modifica el
numero de células marcadas con DCX respecto a animales control (Sui et al., 2012).
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Ademas, al no encontrar diferencias entre los grupos de nicotina aguda (nicotina-A y
control-A) y los grupos basal-BrdU y lesion-60HDA sin nicotina (figura 10B),
concluimos que la estimulacion nicotinica aguda no tiene efecto sobre la tasa global de
formacion de neuroblastos estudiado a partir del marcaje para DCX. Cabe recalcar que
el marcaje para DCX por inmunofluorescencia detecta el marcador expresado por las
células al momento del sacrificio; la inmunofluorescencia de BrdU en cambio, permite
visualizar las células que tuvieron division celular durante las dos horas siguientes a la

administracion IP.

Por todo lo anterior, es posible que el sitio donde se realiza la lesion sea responsable
de algunas de las diferencias observadas por nosotros al lesionar la SNc con respecto
a lo reportado por otros grupos que realizan lesiones en todo el haz medial, que incluye
a las fibras de la via mesolimbica (Hoglinger et al., 2004; O’Keeffe, Barker, et al., 2009;
Winner et al., 2006). Al no observar que la ausencia de estimulacion dopaminérgica
proveniente de la SNc alterara la tasa neurogénica normal consideramos de interés
explorar el efecto de la lesién a nivel del ATV, con y sin lesién de la SNc, sobre la
neurogénesis en la ZSV; para detallar los papeles individuales que ejercen los nucleos
que proveen de DA a la ZSV.

Los resultados obtenidos en este trabajo en cuanto a la proliferacion (BrdU) y formacién
de neuroblastos (DCX), aunado a lo discutido con respecto a las publicaciones mas
recientes, nos llevan a reconsiderar la hipétesis anteriormente planteada por otros, con
respecto a la necesidad de la estimulacion dopaminérgica proveniente de la SNc para
la proliferacion a nivel de la ZSV. Nosotros nos inclinamos por una nueva hipotesis
donde el papel de la DA para la neurogénesis de la ZSV es menos protagonico.

De manera interesante, aun cuando en el tratamiento agudo, grupos nicotina-A vy
control-A, no se observaron cambios significativos en la proliferacion y neurogénesis de
la ZSV con respecto al grupo basal-BrdU y lesién-60HDA, en el tratamiento cronico se
encontré que la proliferacion disminuyd significativamente en grupos tratados
cronicamente con nicotina VO (figura 11). También resulta en una menor cantidad de

neuroblastos migrantes, comparado con las condiciones del grupo basal-BrdU (figura
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11B) y una menor cantidad de células que colocalizan BrdU y DCX (figura 11C)
comparado con los grupos basal-BrdU y control-C.

Consideramos que estos resultados se deben a la accion combinada entre la
administracion cronica de nicotina y la lesion de la SNc, ya que los resultados
comentados anteriormente para el grupo lesién-60HDA nos indican que el dafo a la
SNc por si sola no disminuye el numero de células BrdU" ni DCX". El tratamiento
cronico de nicotina, entonces, no sélo no promueve la proliferacién en la ZSV, sino que

en conjunto con la lesion de 60HDA la reduce.

Un efecto inhibitorio de la nicotina ha sido descrito con anterioridad en el GD de ratas
sanas al ser sometidas a un tratamiento intravenoso crénico de 42 dias. En este
estudio se observd que la proliferacion (numero de células BrdU") disminuyo
dependiendo de la dosis de nicotina que consumieron las ratas; a mayor consumo
menor proliferacion (Abrous et al., 2002). Sin embargo, en este mismo articulo
evaluaron la proliferacidon de la ZSV de las mismas ratas sin encontrar diferencias. Este
resultado podria equipararse con lo que nosotros obtuvimos para el grupo control-C,
una administracion crénica de nicotina en ratas sanas en donde no observamos

diferencias con respecto al grupo basal-BrdU.

En nuestro estudio queda claro que existen diferencias importantes en la respuesta de
la ZSV al tratamiento agudo y cronico de nicotina. Mientras no encontramos reaccion al
tratamiento agudo de nicotina, el tratamiento cronico indujo una reduccion en la
proliferacion en conjunto con la lesion 60HDA. El mecanismo por el cual hay reduccion
en la proliferacion en el contexto de lesidn y administracion cronica de nicotina queda
por ser estudiado. Para comenzar a elucidar los mecanismos seria de utilidad utilizar

marcadores para apoptosis.

Por ultimo, llevamos a cabo un analisis sobre la cantidad de células diferenciadas a
neuronas (DCX") dentro de la poblacion de células BrdU* para cada grupo. Con
excepcion del grupo lesion-60HDA la tasa de células comprometidas al linaje neuronal
fue mayor que el numero de células en proliferacion, es decir, tanto en los grupos

sometidos a tratamiento con nicotina (tratamiento agudo y crénico) como en el grupo
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basal-BrdU, la mayor cantidad de células BrdU" son también DCX". Este resultado es
interesante debido a que aunque en los grupos de administracion cronica de nicotina
hay una proliferacion global menor, los resultados sugieren que de manera focalizada

son una mayoria las células que se comprometen al linaje neuronal (tabla 4).

La nicotina puede estimular que las células se comprometan al linaje neuronal, al
menos en parte, mediante los mecanismos propuestos para la actividad de la nicotina
sobre la neurogénesis de la ZSV (figura 5) y su capacidad para liberar FGF-2 desde
células gliales en contacto con células tipo C (Mudo et al., 2007), hay evidencia de que
FGF-2 estimula preferentemente la formacion de neuroblastos migrantes (Kuhn et al.,
1997; Peng et al., 2008).

Por otro lado, en el grupo lesidén-60HDA, encontramos el primer indicio de una
deficiencia del nicho neurogénico asociado al dafio de células de la SNc al no encontrar
diferencias entre el niumero de células con y sin DCX" en la poblacion de BrdU®, lo que
sugiere una menor tasa de diferenciacion (figura 15). Se deben realizar mas estudios
para identificar los mecanismos por los que la lesion de SNc con 60HDA ocasiona esta
sutil disminucién en la diferenciacion. Para continuar estudiando el fendmeno de
diferenciacion consideramos necesario determinar el fenotipo de las células que son
s6lo BrdU" en todos los grupos utilizando un marcador para glia, por ejemplo GFAP y
explorar el estado de FGFR1 en animales lesionados.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos llevan a reconsiderar nuestra
hipdtesis inicial de la capacidad de la nicotina para estimular la produccion de células
en el nicho neurogénico de la ZSV del roedor, debido a que no pudimos encontrar
evidencia que confirmara este supuesto. En primer lugar, debido a que no encontramos
una disminucion estadisticamente significativa en la proliferacion tras la lesion con
60HDA, consideramos que el nicho neurogénico de la ZSV tiene mecanismos
regulatorios enddgenos que mantienen la proliferacion en una tasa estable,
proponemos que uno de estos mecanismos podria ser la DA proveniente del ATV,
nucleo que ha comenzado a ser estudiado por su posible papel en la depresion. Otro
probable mecanismo podria involucrar a la serotonina, este neurotransmisor es liberado
en la ZSV desde los nucleos del rafé (Brezun & Daszuta, 1999; Jahanshahi, Temel,
Lim, Hoogland, & Steinbusch, 2011).

En segundo lugar, encontramos que la administracion aguda IP de nicotina no
promovié la proliferacién en la ZSV y suponemos la posibilidad de que este nicho
neurogénico en condiciones normales ya se encuentre funcionando al maximo de su
capacidad. Estudios de administracion cronica intravenosa de nicotina también han
dejado de manifiesto que no ha sido posible inducir un incremento en la proliferacion de
este nicho, e incluso que a nivel de GD del hipocampo ésta es inhibida. En nuestro
estudio identificamos una reduccion en la proliferacién tras la administracién cronica
VO de nicotina en animales lesionados con 60HDA. Esta disminucion es especifica del
grupo nicotina-C, por lo que se debe a un efecto combinado de la lesion y la
estimulacién cronica de nicotina, los mecanismos subyacentes quedan por ser
estudiados; proponemos comenzar con un marcador para apoptosis para descartar que

sea un incremento en la muerte celular la causa de esta disminucion.

Por ultimo, identificamos que la administracion de nicotina, en el tratamiento agudo y
cronico, promovio la diferenciacion neuronal en los grupos sometidos a tratamiento. En
las condiciones basales evaluadas a partir del grupo control basal-BrdU, la mayor

diferenciacion fue neuronal, mientras que en el grupo lesionado no hubo una mayor
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cantidad de células que expresaran el marcador para neuronas DCX. Suponemos que
este resultado se pudo generar via activacion de receptores nicotinicos que ocasiona la
liberacidn de FGF-2, para confirmarlo se podria estudiar el factor de crecimiento en el
grupo lesion-60HDA. Con base en los resultados obtenidos en este trabajo,
encontramos que la nicotina no contribuyd a promover la proliferaciéon de células en la

ZSV, sin embargo indujo diferenciacion neuronal en las células que proliferaron.

El estudio de la neurogénesis es un tema de sumo interés en la investigacion
contemporanea debido a que aun no comprendemos completamente la funcion,
implicaciones y alcances de esta asombrosa capacidad del cerebro. La relacion que
existe entre los nichos neurogénicos conocidos y algunos nucleos asociados con
sintomas motores y no motores de la EP, hace del fenobmeno un gran tema de
investigacion. Especificamente la nicotina tiene relevancia para el estudio de la EP por
mantener una correlacion negativa con la incidencia de la enfermedad, y tener la
capacidad de interactuar con el sistema colinérgico. Un estudio que debe llevarse a
cabo es determinar qué efecto tiene la disminucion de la proliferacién en la ZSV
aunado a la lesion con 60HDA a nivel de la integracion neuronal en BO y si existen
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