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GB: Ganglios Basales
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MAO: Monoamina oxidasa

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxypiridina

MPP+: 1-metil-4-fenilpyridinium
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WB: Western Blotting
a-sin: a-sinucleina

60HDA: 6-hidroxydopamina

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa que afecta un 2 % de la
poblacién mundial mayor de 60 afios. Se caracteriza por alteraciones motoras debidas a un
deterioro extrapiramidal asociado a la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la
Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) y agregados proteicos intracelulares ricos en la proteina
a-sinucleina (a-sin) llamados cuerpos de Lewy. Estas neuronas proyectan sus axones
rostralmente via el haz medial del cerebro anterior (HMCA) hacia el Cuerpo Estriado (CE),
donde existe en la enfermedad una disminucion concomitante de dopamina (DA). Los
tratamientos disponibles son sintomdticos y no detienen el proceso neurodegenerativo. Por
esto es fundamental la comprensién de las bases neurobiolégicas de la enfermedad para el
desarrollo de terapias efectivas. En este sentido, modelos preclinicos adecuados son
fundamentales. En el presente trabajo se caracterizaron dos modelos experimentales de EP en
ratas, donde en ambos se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas inyectando la
toxina rotenona (rot). En el primer modelo se inyectaron 12ug de rot unilateralmente en la
SNpc y se evalud el tejido 8 y 30 dias post-lesion. La evaluacién a los 8 dias mostré un 40% de
DA y un 74% de Tirosina Hidroxilasa (TH) (enzima limitante de la sintesis de DA) remanente en
el CE del lado lesionado con respecto al lado no lesionado, mientras que el nimero de
neuronas dopaminérgicas remanentes en la SNpc del lado lesionado fue del 9,6% con respecto
al lado no lesionado a los 8 dias y 1% a los 30 dias. Los tejidos lesionados en los tiempos
evaluados, evidenciaron un dafio inespecifico de similar dimensién. Estos resultados sugieren
que la inyeccién de rot directamente en la SNpc causa una muerte celular rapida e inespecifica
en el lugar de administracién de la toxina, por lo que no parece un modelo apropiado para
estudiar mecanismos neuroprotectores. Sin embargo, la discordancia entre el numero de

neuronas dopaminérgicas y los niveles de DAy TH a los 8 dias, parecen evidenciar un efecto de
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compensacién en las células remanentes. La relativa preservacién del metabolismo
dopaminérgico a nivel del CE sugiere que este modelo podria ser adecuado para estudiar
fendmenos plasticos compensatorios a nivel de los terminales dopaminérgicos.

En el segundo modelo se inyectd 1ug de rot unilateralmente en el HMCA. Luego de 8 dias se
obtuvo del lado lesionado un 30% de muerte de neuronas TH-positivas con respecto al lado no
lesionado, que progresd a un 60% a los 30 dias post-lesidon, no asociada a deterioro del tejido
en general. Estos resultados indican que en este modelo existe una progresidn relativamente
lenta en la muerte neuronal, aparentemente sin generar dafio en los tejidos adyacentes. A su
vez, la SNpc lesionada parecerian tener mayor sefial de la proteina a-sin que se co-localiza con
las células TH-positivas. Estos resultados sugieren que el modelo de inyeccién de rot en el
HMCA mimetiza mejor la enfermedad y por esto seria apropiado para estudiar posibles

terapias neuroprotectoras.

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun luego de la Enfermedad de
Alzheimer, afectando a mas de 6 millones de personas en el mundo. Los sintomas
caracteristicos son escasez de movimientos espontaneos, bradiquinesia, aumento del tono
muscular (rigidez), temblor en reposo y trastornos posturales (20).

Estas deficiencias motoras se deben a un deterioro extrapiramidal asociado a la pérdida
selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc). Estas
neuronas proyectan sus axones rostralmente via el haz medial del cerebro anterior (HMCA)*
hacia el Cuerpo Estriado (CE), donde existe en la enfermedad una disminuciéon concomitante
de dopamina (DA), (via nigro-estriatal) (Fig. 1) (26 y 50).

Aparte de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, otras caracteristicas prominentes de la EP
incluyen gliosis y la presencia de agregados proteicos llamados cuerpos de Lewy (CL) en dichas
neuronas (11). Los CL se caracterizan principalmente por la acumulacion anormal de

filamentos proteicos de a-sinucleina (a-sin) (18).

" HMCA equivalente a MFB (medial forebrain bundle) del inglés.
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Las neuronas dopaminérgicas no son la Unica poblacién de células afectada. La degeneracién
en otras areas como locus coeruleus, nucleo dorsal del rafe, nicleo basal de Meynert y
neuronas simpaticas post-ganglionares, podrian contribuir con muchos de los sintomas no

motores de la EP, como la depresién, demencia y disfuncidn autondmica (24).

fa’/'_"\\—'h" wc k Figura 1: Esquema de una seccion coronal de cerebro de rata mostrando el Cuerpo Estriado (del
Y

{/ R latin corpus striatum: CS) y el Nucleo accumbens (Nacc), donde se ilustra la inervacion desde la

\ ‘n\' l,) “"-“:': H‘"‘ i Sustancia Nigra (SN) y el Area Tegmentel Ventral (del inglés ventral tegmental area: VTA). Ly M

R \* ',/ . . :
" representan las areas del cuerpo estriado lateral (L) y el medial (M).

La via nigro-estriatal tiene una funcion regulatoria crucial en el circuito motor de los Ganglios
Basales (GB) ya que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc modulan la salida de las neuronas
espinosas del CE (Fig. 2) (33 y 42).

En condiciones normales la inervacion dopaminérgica disminuye las eferencias inhibidoras de
los GB aumentando la salida excitatoria del talamo hacia la corteza motora, facilitando la
seleccidn de actos motores especificos.

Cuando las neuronas dopaminérgicas degeneran como ocurre en la EP, la eferencia inhibidora
de los GB es anormalmente alta y por lo tanto es menos probable que se desarrolle la
activacion talamica en la corteza motora. Los trastornos hipocinéticos en EP son un sintoma
que refleja la falta de desinhibicién que normalmente estd mediada por los GB (31, 42, 33 y

28).

Los sintomas motores comienzan en una etapa tardia de la degeneracién nigro-estriatal,

cuando un 50-80% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc han degenerado (5 y 48).
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Figura 2: Circuitos basicos de las vias de los GB en humanos; (+) y (-) indican
a conexiones excitadoras e inhibidoras. En verde se muestra la aferencia moduladora

Globo palido v de la SNpc sobre el Nicleo caudado y putamen (equivalentes al CE en roedores)
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La DA es una catecolamina por presentar un grupo catecol en su estructura. La sintesis de DA
en las neuronas dopaminérgicas requiere de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), que en
presencia de hierro y tetrahidropteridina, oxida la tirosina a 3,4-dihidroxy-L-fenilalanina (L-

DOPA), siendo éste el paso limitante seguido de la decarboxilacidn para formar DA (Fig. 3).

Tirosina

. Hidroxilasa DOPA descarboxdlasa
Tirosina ————  |L.DOPA ——— Dopamina

THB4, 02, Fe2+ Piddoxalfosfato

Figura 3: Esquema de la ruta biosintetica de la DA. THB4: tetrahidropteridin, O2: oxigeno, Fe2+: Hierro ferroso

La accidon de la DA termina a través de la re-captaciéon pre-sindptica de las terminales
dopaminérgicas por los transportadores de DA (DAT), alguna de esta DA es incorporada en
vesiculas, o es metabolizada por la monoamina oxidasa (MAO) o la catecol-O-metiltransferasa
(COMT). Existen cinco subtipos de receptores dopaminérgicos, que se sub-dividen cada uno en
dos grupos segln sus diferencias en especificidad para drogas y mecanismos de sefales.

Receptores tipo D1 estimulan la actividad de la adenil ciclasa, mientras que receptores tipo D2
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inhiben esta enzima. Todos los subtipos de receptores dopaminégicos pertenecen a la

superfamilia de receptores acoplados a proteina G (41y 16).

Actualmente se desconoce la etiologia de la enfermedad. El principal factor de riesgo de EP es
la edad: afecta a 2% de la poblacién mundial mayor de 60 afios. Aproximadamente un 10% de
los casos de EP se asocian a formas familiares de la enfermedad causadas por mutaciones de
genes individuales como por ejemplo genes que codifican las proteinas a-sin y parkina. Sin
embargo, la mayoria de los casos son idiopaticos (31). Se piensa que los casos esporadicos de
EP son causados por una combinacién de susceptibilidad genética asociada a estimulos
ambientales. De hecho, factores ambientales como por ejemplo: pesticidas, toxinas, metales,
etc., han sido identificados como factores de riesgo de la enfermedad y se cree que juegan un

papel preponderante en su desarrollo (7 y 50).

Una de las preguntas mas recurrentes en la literatura de EP es porqué las células
dopaminérgicas de la SNpc degeneran en esta enfermedad. Diferentes estudios han sefialado
aspectos celulares y moleculares de estas células que las hacen altamente vulnerables. Por
ejemplo estas células estdn expuestas a altos niveles de estrés oxidativo, debido al
metabolismo dopaminérgico, la relativa deficiencia de factores neuroprotectores enddgenos

como el antioxidante glutation y a un aumento en la deposicién de hierro (24).

En la EP, como en otras enfermedades neurodegenerativas, varios mecanismos patogénicos
han sido implicados como posibles disparadores o contribuyentes al dafio celular observado.
Entre otros, ellos incluyen 1) la acumulacidn de proteinas anormales principalmente a-sin, 2)
alteracion de la degradacion proteica, 3) disfuncidon mitocondrial y 4) estrés oxidativo (25 y 42).

A continuacion se describen cada uno de estos mecanismos.
1) Acumulacién anormal de proteinas, particularmente la a-sin.

Una caracteristica prominente de la EP es la presencia de agregados proteicos llamados

Cuerpos de Lewy (CL) en las neuronas dopaminérgicas remanentes (11). Los CL se caracterizan
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principalmente por la acumulacién anormal de filamentos proteicos, siendo la a-sin el principal
componente. La funcién de a-sin en condiciones fisiolégicas no se conoce, pero se cree que
podria estar relacionada con la regulacidn de la plasticidad sinaptica, la neurotransmisién
dopaminérgica, el trafico del reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, asi como actuar como
proteina chaperona. La a-sin esta muy estrechamente asociada con membranas estructurales
por ejemplo en las vesiculas sindpticas y a varios lipidos. Como ya se menciond, mutaciones en
esta proteina causan formas autosémicas dominantes de EP. La sobre-expresion de a-sin
produce la muerte celular en varios sistemas experimentales, causando apoptosis y un
aumento de la vulnerabilidad de las células a la toxicidad, siendo las células catecolaminérgicas
las mas sensibles (57). Especies oligomericas de a-sin pueden formarse bajo severas
condiciones que estan asociadas con EP. Estos oligdmeros terminan en protofibrillas que
permanecen siendo solubles al igual que las especies monomericas. Las protofibrillas pueden
luego convertirse en fibrillas tipo amiloide, las cuales son insolubles y es la forma asociada a los
CL. Varios estudios evidencian que la forma oligomérica soluble de la a-sin es la especie mas
toxica. Existen modificaciones covalentes en la a-sin que han sido observadas en EP, como la
nitracion en residuos de tirosina y fosforilacién en la Ser/129, que bloquean la conversion de
oligomeros en fibrillas (53, 55 y 43). Por otro lado la degeneracién de las neuronas de la SNpc
puede ocurrir en ausencia de CL. De hecho, evidencias experimentales in vitro sugieren que la
formacidn de CLs podria ser una respuesta protectora, con el propdsito de secuestrar y agregar
especies de a-sin dafiinas (24). ClLs tienen varias caracteristicas en comun con los
agregosomas, agregados proteicos que eliminan proteinas mal plegadas. Por otro lado se ha
visto que la DA puede conjugarse a a-sin, formando un complejo resistente a la degradacién y
que es capaz de bloquear la degradacion de otras proteinas, resultando en una acumulacién

de proteinas toxicas en la célula (51 y 24).

Evidencias experimentales muestran que en modelos de EP en ratas, luego de 30 dias de una
lesién provocada por una inyeccion intracerebral de la neurotoxina rotenona (rot) en la SNpc o

el HMCA, la presencia de agregados de la proteina a-sin en neuronas de la SNpc (7 y 34).

2) Alteraciéon en mecanismos de degradacidn proteica como:

Sistema ubiquitin-proteosomal (SUP): Las células poseen varios mecanismos para controlar los

plegamientos anormales de proteinas. Los proteosomas son grandes complejos multi-proteicos
qgue degradan proteinas que fueron marcadas por la ubiquitinacién. Un grupo de enzimas ligasas

(E1, E2 y E3) son responsables de marcar proteinas destinadas a la degradacidn, con ubiquitina.
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Amplias evidencias sugieren una disfuncidn en SUP en la EP. CL contiene multiples componentes
de SUP (ubiquitina y proteosomas). En materiales de autopsia de pacientes con EP se vio que hay
un 40% de disminucidn de actividad proteosomal selectivamente en SNpc (26). Parkina es una E3
ligasa y mutaciones en ésta son relacionadas con EP donde existe una disminucién en la actividad
ligasa. Se piensa que el estrés oxidativo deteriora el SUP, a través la oxidacidn de proteinas las
cuales se vuelven mas resistentes a la degradacion proteosomal, posiblemente por la formacién

de agregados (10 y 24).

Via Autofagica/ Lisosomal (VAL): Es sabido que la funciéon basal de la VAL es importante para la

funcidn neuronal y en particular para la regulacién de a-sin. La forma wild type de a-sin afecta
su propia degradacion por la VAL pero no afecta la funcion global de la via. Sin embargo, los
aductos de DA-a-sin bloquean la degradaciéon de otros sustratos, sugiriendo un posible
mecanismo en el que las células dopaminérgicas son mas susceptibles a la toxicidad por a-sin

(24).

3) Muerte celular y disfuncién mitocondrial La mitocondria es critica para la regulacion de la

apoptosis. Una gran variedad de eventos claves en apoptosis estan focalizados en las
mitocondrias, como ser: la liberacion de activadores de caspasas (ej: Citocromo C), cambios en
el transporte de electrones, pérdida del potencial mitocondrial de trasmembrana, alteraciones
en el proceso de dxido reduccidn celular, entre otros. Varios estudios evidencian que existe
una disfuncidon del complejo | mitocondrial en SNpc de pacientes con EP (22). Ademas
mutaciones en varias proteinas mitocondriales han sido asociadas con formas familiares de EP.
Se cree que la reduccién de la actividad del complejo | mitocondrial en EP, deriva en parte de
acumulaciones de mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNm). La disfuncién mitocondrial
puede conducir a una insuficiencia de produccion de ATP y generacion de Especies Reactivas
del Oxigeno (ERO), la cual podria inhibir las vias citoprotectoras dependientes de ATP, como es
la via proteosomal, actividad chaperona, y bombas de calcio que regulan los niveles de calcio
celular (24 y 39). Bajos niveles de ATP pueden también afectar procesos transcripcionales y
traduccionales, que producen enzimas como la superdxido dismutasa (SOD) y catalasa,

generando mas estrés oxidativo por la falta de estas enzimas anti-oxidantes (21 y 15).

4) Estrés Oxidativo y DA. En los organismos aerdbicos la generacion de ERO es una inevitable

consecuencia de la dependencia de oxigeno para la respiracion. ERO son generadas cuando

existe una pérdida de electrones desde la cadena trasportadora de electrones, lo cual resulta
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en una reduccién parcial de la molécula de oxigeno en superoxido. Ademas de la mitocondria,
una fuente potencial de ERO que merece especial consideracién es la DA en si misma. La DA es
una molécula altamente reactiva que puede ser oxidada y subsecuentemente reaccionar con

componentes celulares para forman aductos o para formar mas ERO toxicos (51).

Normalmente la DA es efectivamente secuestrada en vesiculas sindpticas, pero la DA citosdlica
puede ser toxica para las neuronas. El catabolismo de la DA por la MAO genera H202
(perdxido de hidrégeno) como bio-producto, el cual si no es metabolizado por la catalasa,
puede ser convertido en radical hidroxilo o anidn hidroxilo en presencia de hierro (Fe2+) a

través de la reaccion de Fenton:

H202 + Fe2+ --------- Fe3+ °OH + -OH.

El potencial oxidativo de la DA ha sido postulado como una posible razén de la susceptibilidad

selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (19 y 51).

Otros mecanismos implicados en la etiologia de la EP incluye un aumento de la
neuroinflamacion (19), alteraciones de sefales de proteinas quinasas (Akt, CdK5, LRRK2) (54) y
la pérdida de factores tréficos. Este ultimo mecanismo podria explicar los hallazgos de
diferentes estudios sugiriendo que uno de los eventos patoldgicos mas tempranos en la EP es
la degeneracidn de los axones de las neuronas dopaminérgicas, antes que la degeneracién de
sus somas. Esto ha llevado a proponer que la muerte de neuronas dopaminérgicas es una

degeneracion por muerte retrégrada (35 y 24).

Los tratamientos clinicos disponibles (farmacoldgicos y no farmacoldgicos) para la EP son
sintomaticos y no detienen la propagacién de la enfermedad, por lo que es muy importante la
busqueda de terapias alternativas (45).

Los tratamientos farmacoldgicos para enfermos de Parkinson apuntan a aumentar la
transmisién dopaminérgica. Dado que la DA es incapaz de atravesar la barrera hemato-
encefalica, la terapia con administracién de DA a los pacientes de Parkinson no es viable. Sin
embargo, el precursor de DA la Levodopa, ha demostrado ser efectiva mejorando los sintomas

motores y es la terapia para la EP mds usada. A pesar de esto, el tratamiento con Levodopa
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puede inducir disquinesia y alucinaciones, en los pacientes sometidos a una terapia por 5 afios
o mas (45y 42).

Una de las alternativas mas relevantes para la terapia de la EP es la actuacion directa de
agonistas (como la apomorfina) sobre receptores dopaminergicos. Los agonistas
dopaminérgicos modulan positivamente la neurotransmision dopaminérgica y pueden ser
empleados solos, para retrasar el uso de Levodopa, o en conjunto con Levodopa para

aumentar su efectividad (45 y 42).

Por otro lado inhibidores de la enzima COMT (esta enzima puede actuar sobre las
catecolaminas que se encuentran fuera de las neuronas) impiden la metabolizacion de la DAy
cuando se utilizan en combinacidn con Levodopa aumentan su efecto terapéutico (45 y 42).

Multiples otros candidatos han sido propuestos como posibles agentes beneficiosos para esta
patologia, la mayoria de los cuales se encuentran en fase preclinica o en ensayos clinicos.
Como por ejemplo la nicotina (agonista de receptor nicotinico de acetil-colina), quelantes de
hierro, vitaminas A, Cy E, drogas que reducen la agregacion de la a-sinucleina o que inhiben la
apoptosis (propargylamina, inhibidor de caspasas), antioxidantes (tocoferol, flavonoides),
drogas anti-inflamatorias (inhibidor de la cilco-oxigenasa-2), también como antagonistas de
receptores glutamato para reducir la excitotoxicidad. En adicion a éstos, factores tréficos y
agentes protectores de la funcién mitocondrial también han sido propuestos como agentes
neuroprotectores. Todos estos compuestos proporcionan algun nivel de neuroproteccion en

estudios experimentales, pero han fallado cuando se ensayan en estudios clinicos (42).

Uno de los tratamientos clinico que esta evolucionando favorablemente, es el trasplante de
células que se diferencian a neuronas dopaminérgicas para reemplazar a las que degeneraron
en la SNpc (23). Por otro lado, el trasplante de neuronas en pacientes con EP es un blanco para
el desarrollo de procedimientos de terapia génica. Se han desarrollado muchos métodos
virales y no virales para genes que codifican enzimas como la Tirosina Hidroxilasa, Guanosina
Trisfosfato, Ciclohidroxilasa I, entre otras, las cuales todas aumentan la produccién de DA. Sin
embargo, los resultados en estos estudios han sido controversiales.

Luego de 5-10 anfos muchos pacientes alcanzan un estado en el cual las drogas
antiparkisonianas no contintdan siendo adecuadas debido a que se desarrollan fluctuaciones
motoras y disquinesias. Para estos pacientes la terapia quirurgica puede ser crucial.

Una de las ultimas metodologias utilizadas es la estimulacién profunda del cerebro a alta

frecuencia (del inglés, deep brain stimulation: DBS) tanto del Nucleo sub-talamico (NST) como
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Globo Palido interno (GPi). La estimulacion en ambas areas del cerebro han mostrado una
reversion de los signos parkinsonianos (32 y 42). Ademas el desarrollo de nuevas tecnologias

como la neuro-imagenologia ha renovado el interés en los métodos quirurgicos (45).

A pesar de la gran variedad de tratamientos clinicos mencionados, no existen hasta el
momento un tratamiento que detenga efectivamente el progreso de esta enfermedad. Debido
a esto, es muy importante la exploracién de nuevas terapias alternativas para el tratamiento
de la EP y para esto es fundamental la comprensién de los mecanismos de muerte celular
involucrados asi como las bases neurobioldgicas de la enfermedad. Para ello, modelos

preclinicos adecuados son fundamentales.

Varios modelos animales de EP se han empleado para el estudio de las bases neurobioldgicas
de la enfermedad y explorar potenciales terapias neuroprotectoras. Estos modelos
cldsicamente se basan en la aplicacion de neurotoxinas que dafian selectivamente las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc e imitan algunas caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas de la enfermedad, permitiendo estudiar los procesos celulares que llevan a la
degeneracién neuronal (6 y 8). En la ultima década, se han sumado también diferentes
modelos de animales transgénicos.

A continuacion se describen algunos de los modelos con neurotoxinas y genéticos mas

utilizados.

Los modelos experimentales de EP mas utilizados se basan en el uso de compuestos
neurotoéxicos, que dafian selectivamente las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Dentro de
estos compuestos los mas populares son: 6-hidroxydopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidroxypiridina (MPTP) y rot (7). La puesta a punto en el laboratorio de modelos

con toxinas es facil de realizar, debido a que la manipulacién es relativamente sencilla en
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comparacién con otros modelos, ademas de ser modelos econémicos. Estas neurotoxinas
pueden ser administradas por distintas vias, lo que determinard el tipo de modelo que se
requiere. Algunas de las vias son: inyecciones intracraneal mediante estereotaxia en la SNpc,
CE o en el HMCA. Por otro lado también existen modelos donde se inyectan las toxinas por via

intravenosa, subcuténea, intraperitoneal, oral e intranasal (8).

La toxina MPTP fue una de las primeras en ser utilizadas para la generaciéon de modelo de EP
experimental. En ratones la MPTP es tipicamente administrada de forma sistematica. MPTP es
tomada primero por los astrocitos y convertida a su metabolito toxico 1-metil-4-
fenilpyridinium (MPP+). EI MPP+ es captado por neuronas dopaminérgicas a través del
transportador para DA, donde ejerce su efecto toxico inhibiendo el complejo | mitocondrial,
causando la degeneracidon de las neuronas. Esta toxina es ampliamente usada en estudios
experimentales en ratones y monos, sin embargo no se puede utilizar en ratas ya que son
insensibles a la misma (32). Por otro lado la utilizacién de esta toxina requiere medidas
importantes de proteccion por parte del experimentador ya que atraviesa la barrera
hematoencefalica. Por otra parte, la lesién causada en la SNpc no se acompafia de la

formacién de inclusiones celulares tipo CL, caracteristica distintiva de la enfermedad.

La 60HDA es un andlogo hidroxilado de la DA que comparte algunas similitudes estructurales
con la DA y noradrenalina, exhibiendo una alta afinidad por el transportador transmembrana
catecolaminergico. Consecuentemente, la 6-OHDA puede entrar tanto en neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas e inducir dafio celular. Es bien aceptado que la 6-OHDA
destruye estructuras catecolaminergicas por una combinacidn de efectos de especies reactivas
del oxigeno (ERO) y quinonas tdxicas (producto de su propia degradacion). Esta toxina cruza
débilmente la barrera hematoencefalica, por lo tanto para obtener una lesién cerebral, debe
ser inyectada directamente en el cerebro por estereotaxia (14, 12y 8).

El laboratorio de Neuroquimica del IIBCE cuenta con gran experiencia en el uso de la 6-OHDA
administrada en la SNpc de la rata como modelo de EP, para estudiar la fisiopatologia de esta

enfermedad y explorar potenciales agentes neuroprotectores (12, 52 y 2). Sin embargo, al
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igual que el MPTP, no induce la formacién de estructuras tipo CL por lo que no reproduce un

aspecto importante de la enfermedad.

En el presente trabajo de tesina se empled otra neurotoxina: la rot. Esta es una molécula
citotdéxica natural que pertenece a la familia de las isoflavonas, extraida de la familia de las
plantas Leguminosas. La rot es un conocido plaguicida que podria contribuir a la aparicion de
EP en personas que han tenido exposicion a la toxina (40 y 17). Es sabido que productos
guimicos utilizados en la agricultura, como el pesticida rot puede inducir sintomas especificos
parkinsonianos (4).

La rot cruza las membranas celulares y afecta la fosforilacién oxidativa inhibiendo el Complejo |
mitocondrial, reduciendo la actividad de la enzima nicotinamida adenina dinucleotido
reductasa (7). Ademas de esta accidon sobre la respiracion mitocondrial, la rot también inhibe la
formacién de microtibulos. Este efecto es importante para el mecanismo de
neurodegeneracion debido a que el exceso de mondmeros de tubulina es téxico para la célula
(7).

En relacidn al valor de la utilizacién de rot como modelo para la EP, diversos estudios han
demostrado que la inhibicion sistematica del Complejo | por rot reproduce varias
caracteristicas de la enfermedad incluyendo un aumento del estrés oxidativo, inhibicidn de la
actividad proteosomal, la degeneracién selectiva de las neuronas dopaminérgicas y la
formacién de agregados proteicos tipo CL ricos en a-sin (40, 56 y 29).

Varios trabajos han demostrado que la administracidn de rot de forma sub-cutanea produce
un severo dafo en drganos periféricos. Por lo tanto para evitar estos efectos secundarios la rot
es administrada de forma directa en el CE, el HMCA o la SNpc (4 y 34).

Tanto rot como 6-OHDA y MPTP inducen estrés oxidativo y degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas, sin embargo diversos estudios han demostrado que la agregacion de la

proteina a-sin Unicamente se observa con rot (8).

Se ha estimado que aproximadamente un 10-15% de todas las EP son causadas por

alteraciones genéticas (3). En la ultima década se han hecho grandes avances en la
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identificacion de genes responsables de la EP familiar. Desde 1988, se han identificado
mutaciones en 14 genes diferentes que causan EP familiar (3, 37 y 38). Basados en estos
descubrimientos de mutaciones en genes humanos causantes de EP familiar, se han
desarrollado varios modelos de animales transgénicos, que intentan reproducir las
caracteristicas de la enfermedad, entre ellos el gen de a-sin (49). Sin embargo, el costo de

estos modelos hace que en muchos laboratorios no puedan ser implementados.

El Departamento de Neuroquimica del IIBCE lleva a cabo una linea de investigacidon desde hace
ya 15 afios, que se centra en el estudio de agonistas de receptores nicotinicos (nAChR) como
estrategia experimental para el tratamiento de la EP.

Utilizando el modelo de EP de lesién unilateral de SNpc con 6-OHDA en ratas, se demostré que
la disminucién de los niveles de DA en el CE, provocada por la inyeccién de 6-OHDA, es
prevenida por la administracién intermitente de nicotina, un agonista de los nAChR mas
potente aun que la misma Acetilcolina (ACh) (12, 52y 1).

Este hecho impulsé a la busqueda de nuevos agonistas nicotinicos mas especificos y con
menos efectos secundarios que la nicotina. Entre ellos, la citisina, asi como derivados semi-
sintéticos de ésta resultaron ser beneficiosos en el modelo de EP utilizando 6-OHDA,

previniendo en parte la reduccion de DA en el CE (2).

Para avanzar en los estudios de los efectos beneficiosos del agonismo nicotinico en EP, seria
deseable estudiar si el tratamiento con estos agonistas también tienen efecto en otros
aspectos de la fisiopatologia de EP. Como se menciond, diferentes estudios apuntan a la
proteina a-sin como clave en la enfermedad, ya que no solo es la principal componente de los
CL, sino que también mutaciones en su gen o su sobreexpresién causan EP. Por ello, resulta de
sumo interés estudiar si el agonismo nicotinico, ejerce alguna accidn sobre las alteraciones que
esta proteina sufre en la enfermedad. Sin embargo, la administracién de 6-OHDA no genera
agregados proteicos tipo CL, por lo que no parece ser un modelo adecuado para estudiar
alteraciones en a-sin. Por el contrario, los modelos de EP por administracion de rot parecen ser
mas adecuados con este fin, ya que se ha reportado que inducen agregaciones citoplasmaticas

tipo CL, ricas en a-sin y ubiquitina. En este sentido, seria de gran interés contar con un modelo
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de EP por administracién de rot en el laboratorio, donde se pueda estudiar los efectos del

agonismo nicotinico sobre las alteraciones que sufre la a-sin.

La inyeccién de rot unilateral provoca una degeneracidn selectiva de las neuronas

dopaminérgicas y alteraciones de la proteina a-sin en la SNpc ipsilateral.

Poner a punto un modelo de EP experimental en ratas utilizando la toxina rotenona.

1: caracterizacion de la lesiéon inducida por rot a través de:
1) Cuantificacion de niveles de DA en la SNpc y CE
2) Cuantificacidon del nimero de neuronas dopaminérgicas (TH positivas) en la SNpc

3) Determinacion de los niveles de enzima TH en el CE

2: Determinacion de alteraciones en la proteina a-sin inducidas por la lesién causada por
rot:
1) Identificacién de la presencia de agregados de a-sin en la SNpc luego de la lesién por rot

2) Determinacién de la presencia de la forma fosforilada en la ser/129 de a-sin en la SNpc

Animales: Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Tabla 1) de 230-260g, criadas y
mantenidas en el bioterio del IIBCE en un microambiente con temperatura controlada (20-

22°c), ciclo luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al agua y alimento.

Tabla 1: Grupos experimentales. En todos los grupos se utilizé un nimero de animales entre 6-10
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Nombre del Grupo Lugar de | Tiempo post | Dosis
inyeccion | lesion Rotenona

G: Sn 12ug/8 dias SNpc 8 dias 12 ug

G: Sn 12ug/1 mes SNpc 1 mes 12 ug

G:Sn9, 7,5y 3ug/1mes SNpc 1 mes 9,7,5y3 ug

G: HMCA 1ug/8 dias HMCA 8 dias lug

G: HMCA 0,5 ug/8 dias HMCA 8 dias 0.5ug

G: HMCA 1ug/1 mes HMCA 1 mes 1lug

La cirugia estereotaxica es un tipo de intervencion quirurgica que utiliza un sistema de
coordenadas tridimensional para localizar pequefias estructuras dentro del cuerpo. La
cirugia estereotdxica se utiliza en investigacién con diferentes tipos de estudios con
animales. El principal uso es para la introduccién de farmacos en puntos especificos del
cerebro, que de otra manera no serian capaces de atravesar la barrera hematoencefdlica.
En roedores, la aplicacion mas comun es la introduccidn directa de fluidos, o bien

implantacién de una cdnula o un aparato de microdialisis.

Procedimiento quirurgico:

Los animales fueron anestesiados con Ketamina/ Xilasina (80 y 5 mg/kg i.p, respectivamente) y
colocados en un estereotaxico (D. Kopf) para inyectar rot en la SNpc o el HMCA del lado
derecho del animal y se utilizé el lado izquierdo como control sin lesién. Para esto se realizd
una perforacién en el craneo y se introdujo una jeringa Hamilton acoplada a una unidad de
micro inyeccioén (D. Kopf) utilizando las siguientes coordenadas (en mm) a partir de Bregma de
acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (30): para la inyeccién en la SNpc: AP: -5,0 / L: -2,2 /
V: 7,0 y para HMCA: AP: -3,5/ L: 1,5/ y V: 7,8. (Fig. 4) En todos los grupos experimentales, el
volumen total de inyeccién fue de 1lul. Como vehiculo de rot, se utilizé dimetil sulfoxido
(DMSO) en los grupos experimentales inyectados en la SNpc y DMSO/propilenglicol (1:1) en los

grupos experimentales inyectados en el HMCA.

Luego de la cirugia, los animales fueron suturados, mantenidos en el laboratorio bajo
observacién hasta que se recuperaron de la anestesia y trasladados al bioterio del IIBCE hasta

el momento de su sacrificio.
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Figura 4: A: Modelo de EP experimental: se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas inyectando por estereotaxia la
toxina rot unilateralmente en la SNpc (lesién en SNpc) (A) o en el HMCA (lesién en HMCA) (B) de las ratas.

Procesamiento del tejido

A los 8 dias 0 1 mes luego de la lesidn, los animales fueron anestesiados con Uretano (2ml/Kg)
por via intraperitoneal. 0.1ml de anticoagulante Heparina (al 50%) se inyecté en el ventriculo
izquierdo del corazén y se realizé la perfusion transcardiaca con solucion salina (60ml) seguida
de fijacién con paraformaldehido (PFA) al 4 % (250ml) con sucrosa al 5% como
criopreservante. Los criopreservantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que
disminuyen el punto eutéctico de una solucién dada, de forma que la célula estara mas
deshidratada y el gradiente osmético al que estarad sometido sera menor.

Posteriormente se disecd el cerebro y se fijé por inmersion en PFA 4%/ sucrosa 5% durante 2
horas a 4°C, seguido de crioproteccion en sucrosa al 15% durante 24 horas y al 30% durante 48
horas a 4 °C. Los cerebros fueron mantenidos a -80°c hasta ser seccionados en cortes
coronales de 20 um de espesor en criostato a -20°C. Los cortes se recogieron en portaobjetos
gelatinizados a la altura de las siguientes coordenadas segun el atlas de Paxinos y Watson: CE:
desde 0,7 a 1,5 mm y SNpc: desde -4,5 a -6,4 mm. Para los grupos que se inyectd la toxina en
HMCA también se levantaron cortes correspondientes a la zona del HMCA usando las
coordenadas: desde -3,3 a 4,5 mm segun el atlas de Paxinos y Watson, con el objetivo de
poder visualizar el sitio de inyeccién de la toxina (HMCA). Los cortes se conservaron a -21°c

hasta el momento de su uso.

Inmnohistoquimica
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La inmunohistoquimica es una técnica utilizada para detectar antigenos tisulares mediante la
reaccién antigeno-anticuerpo. Para detectar esta reaccién el anticuerpo especifico
(inmunotincidn directa) o el anti-anticuerpo (inmunotincién indirecta) deben estar marcados

con una sustancia (por ejemplo un fluoréforo) que absorbe o emite luz o produce coloracién.

Protocolo

Los cortes seleccionados segun las coordenadas que se quisieron estudiar, fueron incubados
toda la noche en una cdmara humeda a temperatura ambiente con un anticuerpo especifico
anti -TH policlonal generado en conejo (Thermo) y diluido 1:500 en diluyente A mas suero de
cabra (suero del animal donde fue generado el anti-anticuerpo). El diluyente A contiene: PBS
(Bueffer Fosfato Salino, PH= 7,3), Tritén 0,1%, Azida de Sodio 0,012M y D-L-Lisina 0,0054M.
Tanto el diluyente A como el suero de cabra bloquean los sitios de unién inespecificos de los
anticuerpos. Al final del periodo de incubacidn los cortes fueron lavados en PBS para eliminar
los anticuerpos no unidos al antigeno. Posteriormente se incubd el anti-anticuerpo, generado
en cabra y marcado con el fluoréforo Alexa 488 anti-ratdn, diluido 1:800 en la misma solucidn
que el anticuerpo especifico con omisién del suero, durante 1,5 horas a temperatura

ambiente.

Para los estudios de co-marcados se utilizaron anticuerpos especificos: 1) anti-TH monoclonal
generado en ratén (1:400) (Millipore)/ anti-a-sinucleina policlonal generado en conejo
(1:1000) (Chemicon) y 2) anti-TH monoclonal (1:400)/ anti-a-sinucleina-fosforilada policlonal
generado en conejo (1:1000) (Chemicon). Los anti-anticuerpos conjugados a los fluoréforos
Alexa 488 anti-raton y Alexa 546 anti-conejo, ambos diluido 1:800 fueron utilizados para los
comarcados.

Luego del tiempo de incubacidn los cortes fueron lavados con PBS para eliminar los anti-
anticuerpos que no se unieron a los anticuerpos especificos. Los resultados se analizaron
mediante microscopia utilizando un microscopio confocal, Leica, TCS SP2 o un microscopio

invertido de epifluorescencia Olimpus IX81.

Protocolo con desenmascaramiento

Para la deteccidon de la agregacidn de la proteina a-sin, se utilizé un protocolo en donde previo
a la incubacidn con el anticuerpo, se tratd los tejidos con acido férmico durante 1 minuto. El
objetivo de este tratamiento es degradar proteinas solubles, de forma de que Unicamente

sobrevivan al tratamiento los agregados de proteinas.
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Los cortes son tratados con acido férmico durante 1 minuto a temperatura ambiente. Luego se
realizaron lavados con buffer de bloqueo (PBS+ Lisina (0,0054M) + Suero normal de cabra (5%)
y se incubaron los cortes con los anticuerpos especificos: anti-TH monoclonal generado en
ratén (1:400) (Millipore) y anti-o-sinucleina policlonal generado en conejo (1:1000)
(Chemicon), durante 60 minutos a 37°C. Posteriormente se realizan lavados con el buffer de
incubacién (PBS + Lisina) de forma de eliminar los anticuerpos no unidos al antigeno. Se
procedid a la incubacidn con los anti-anticuerpos conjugados a los fluoréforos Alexa 488 y 546
anti ratén y anticonejo, respectivamente. Por ultimo se realizaron lavados con el buffer de

incubacién para eliminar los anticuerpos secundarios que no se unieron al anticuerpo primario.

Andlisis de los datos

Se realizd conteo del nimero de células TH positivas en la SNpc utilizando el contador de
células del programa Image J. Los resultados fueron expresados como la media de la relacién
entre el nimero de células TH-positivas en el lado lesionado y el no lesionado + el desvio
estandar (SD). Para evaluar las diferencias entre los grupos experimentales se realizé el test de

ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.

La cromatografia es un método de separacion fisica, en la cual, la separacidn de los distintos
componentes de una mezcla, se basa en las diferentes retenciones que experimentan los
componentes de la misma al pasar a través de una fase estacionaria, cuando la muestra es
eluida por una fase movil liquida. Asi, la separacién de los componentes de la muestra se
produce debido a sus interacciones entre una fase liquida y una fase estacionaria sdlida,
contenida en una columna cromatografica. En este trabajo se utilizd la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucidn con deteccién electroquimica (del inglés: High-
Performance Liquid Chromatography with Electrochemical Detection, HPLC-ED). Se utilizé la
separacion por fase reversa en la cual la separacion consiste en una fase estacionaria no polar
y una fase mavil polar. Aqui las moléculas se unen hidrofébicamente a ligandos no polares en
presencia de un solvente polar y los analitos mas polares son los que eluyen primero. Los

ligandos mds comunes son los grupos octil y octadecil. Se utilizéd un detector electroquimico
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que se basa en la medicién de la corriente eléctrica resultante de la conversidn oxidativa o
reductiva de un analito en la superficie del electrodo. La DA es una molécula altamente
oxidable, que puede ser facilmente detectada con un detector electroquimico midiendo la

corriente eléctrica que se genera cuando ésta se oxida (46).

Para la cuantificacidn de DA en el cerebro, los animales fueron sacrificados a los 8 y 30 dias
después de la inyeccion de rot o vehiculo (DMSQ). Los cerebros se removieron rapidamente,
luego se disecd la SNpc y el CE (derecho e izquierdo) y se mantuvieron a —802C hasta su
posterior analisis.

Las muestras fueron pesadas, sonicadas en acido perclérico 0.1M (300 y 1000ul para la SNpc y
el CE respectivamente) y centrifugadas (15000 g) por 15 minutos a 42C. Se inyectaron 50ul del
sobrenadante en un HPLC-ED, donde se obtuvo la cuantificacion de DA. El analisis cuantitativo
se basa en la comparacién de la altura o drea de pico del analito con la de un estandar.

El sistema HPLC-ED cuenta con una columna C-18 (particulas 5pm, poros 1004, 150 mm X 4.6
mm; Phenomenex, USA) y un detector electroquimico (LC-4C BAS) con potencial oxidativo de
+0.65 V (electrodo de trabajo de carbon vs. electrodo de referencia de Ag/AgCl). La fase movil
estaba compuesta por acido citrico (0.15 M), octil-sulfato de sodio (0.6 mM), 4% de

acetonitrilo y 1.5% de tetrahidrofurano, pH=3, taza de flujo 1.2 ml/min.

Andlisis de los datos
Los resultados fueron expresado como ng de DA por gramo de tejido (ng/g tejido).

Para comparar entre las distintas dosis de rot los resultados fueron expresados como
porcentaje de los niveles de DA del lado lesionado (derecho) con respecto al lado no lesionado
(izquierdo) (%D/I). Para evidenciar diferencias entre los grupos, los datos fueron analizados
mediante el test de t-Student o en el caso de que existan mas de dos grupo se realizo el test

ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.

Los niveles de enzima TH fueron obtenidos mediante la técnica de Western Blotting.

El Western Blotting (WB) o inmunoblotting, es una técnica analitica utilizada para detectar
proteinas especificas de una muestra determinada. Las proteinas son separadas por
electroforesis en gel desnaturalizante utilizando el peso molecular como criterio de

separacion. Luego son transferidas a una membrana absorbente de PVDF. Posteriormente se
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buscéd la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella. Para evitar la
inespecificidad de unidn se procediod al bloqueo de la membrana previo a la colocacién de los
anticuerpos especificos en la membrana. Finalmente se detecté la unién antigeno-anticuerpo,
(siendo el antigeno la proteina a estudiar), donde la intensidad de la sefial se toma como
proporcional a la cantidad del antigeno en la superficie de la membrana y por ende a la
cantidad de proteina especifica. La cuantificacion de la proteina tubulina fue usada como
control de carga para el Western Blot y los resultados fueron normalizados respecto a la
concentracién de tubulina y expresados como porcentaje del hemisferio lesionado respecto al

no lesionado.

Cuantificacidon de proteinas

Se disecé el cuerpo estriado de cada hemisferio de las ratas, se le agregd 400ul de Buffer de
Lisis (BL) (PBS 1X, EGTA 0,003M, EDTA 0,001M, Inhibidor de proteasas 25X) por cada muestra,
luego se sénico y centrifugd (15000 g) por 15 minutos a 42. Se toman 2ul de sobrenadante
cada muestra y se carga los pocillos de la placa para la posterior lectura espectrofotométrica.
La cuantificacién proteica de cada muestra se realizé utilizando el kit de acido bicinconinico
(BCA, Sigma USA) para determinacion de proteinas. Las proteinas reducen en medio alcalino
Cu(ll) a Cu(l) de una manera dependiente de la concentracién. BCA es un agente reactivo
cromagénico para Cu(l) formando un complejo con un maximo de absorbancia a 562nm.
Debido a esta propiedad, la absorbancia resultante a 562nm es directamente proporcional a la
concentracién de proteina. En cada pocillo con las distintas muestras se le agrega 150ul de
reactivo BCA que detecta la cantidad de proteina en la muestra. De esta manera, con la lectura
de la absorbancia de cada muestra y la utilizacién de una curva stock de proteina BSA

(albumina bovina), se cuantificé las proteinas en las muestras.

Una vez conocida la concentracidn proteica de las muestras, se tomd un volumen
correspondiente a 80ug de proteina y se le agregd 5ul de buffer de muestra (10% SDS, 50%
glicedrol, 25% pB-mercapto etanol, 0,3125M Tris pH: 6,8 y 0,05% Bromofenol blue). Se

completé a un volumen de 20ul para cada muestra con BL.

Electroforesis en gel (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Las proteinas son separadas mediante una corrida electroforética en condiciones

desnaturalizantes utilizando SDS (Sodio Dodecil Sulfato), un detergente anidnico que
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desnaturaliza las proteinas, eliminando sus estructuras secundaria y terciaria. En adicion a esto
el SDS confiere una carga negativa a cada proteina en proporcién a su masa, por lo que las
proteinas adquieren una relacidén carga/masa idéntica, de modo que se puede asumir que la
distancia de migracion en el gel es proporcional Unicamente al tamafio de la proteina
desplegada (longitud de su cadena, al nimero de amino acidos, al peso molecular).

De este modo, la estructura tridimensional de las proteinas no existe y por lo tanto no influye

en la electroforesis, y pueden separarse Unicamente en funcién del tamafo.

Para la corrida electroforética se utilizdé un gel de acrilamida 12%. Se cargd en cada pocillo 20ul
de muestra y la corrida fue a 100 Voltios, durante 1 hora y 30 minutos. En la tabla 2 se muestra
la composicidon del gel separador y el concentrador utilizados. La funcidon del gel separador
consiste en separar los distintos componentes de la muestra de acuerdo al peso molecular,
mientras que el gel concentrador genera la entrada de las proteinas al gel concentrador en el

mismo momento.

Tabla 2: Composicion del gel Separador y Concentrador

Gel Separador (12%) Concentrador
H20 4,8ml 2,8ml

30% Acril/Bis | 6ml 660ul

Tris 3,9ml (PH=8,8) 500ul (PH= 6,8)
10% SDS 150 ul 40ul

10% PSA 150ul 40ul

Temed 6ul 4ul

Transferencia
Para que las proteinas sean accesibles a la deteccion por anticuerpos, se las transfiere desde el
gel de poliacrilamidaa una membrana dePVDF. En este caso se realizd una

electrotransferencia la cual consiste en la aplicacién de un campo eléctrico para llevar las
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proteinas desde el gel hacia la membrana. Esta electrotransferencia se realizé por 1 horay 15

minutos a 100 voltios y 300 mA.

Incubacion de la membrana con anticuerpos

Previo a la incubacién de la membrana con los anticuerpos (anti-TH y anti-tubulina), se
procedid al bloqueo de la membrana con leche en polvo al 5% en PBS-Tween (PBS-T), con
agitacién durante 30 minutos a temperatura ambiente. El PBS-T es un buffer con detergente
cuya funcién es permeabilizar las membranas y permitir el acceso del anticuerpo a las células.
Luego de lavar para retirar la solucion de bloqueo (leche), se incubé la membrana con
anticuerpos anti-TH policlonal (generado en conejo, 1:1000, Thermo) y anti-tubulina
monoclonal (generado en ratdn, 1:200, Sigma-Aldrich), ambos en solucién 3% leche en PBS-T
durante toda la noche a 5°C con agitacidn. Posteriormente se realizaron cuatro lavados con
PBS-T y se incubd 1 hora con agitacién a temperatura ambiente con los anti-anticuerpos anti-
TH (lgG de conejo generado en cabra, 1:8000, DyLight 800, Thermo) y anti-tubulina (IgG de
ratdn generado en cabra, 1:10000, DyLight 650, Thermo). Luego se realizaron 4 lavados con

PBS-T y se agregd PBS 1x a la membrana.

Andlisis de los datos

Para el revelado de las bandas en la membrana se utilizé el escaner Image Reader FLA:9000.
Por ultimo se realizd el analisis de los resultados mediante el programa informatico de imagen
Image J, donde se cuantificd por densidad dptica la intensidad de las bandas de la membrana.
Los resultados fueron normalizados respecto a la concentraciéon de tubulina y expresados
como porcentaje del hemisferio lesionado respecto al no lesionado. Para evaluar las
diferencias entre los grupos experimentales se realizd el test de ANOVA de una cola seguido

por el test de Tukey.

Como primera aproximacion para determinar la dosis adecuada, se realizd una curva dosis-
respuesta de la inyeccidn unilateral de rot en la SNpc, sobre los niveles de DA en el CE.
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Figura 5: Curva dosis-respuesta 8 dias post-lesion, efecto de inyeccion unilateral de rot en la SNpc, sobre los niveles de DA en
el CE analizados por HPLC-ED y expresados como ng/g de tejido. Los datos son expresados como la media de la relacion entre
los niveles de DA en el lado inyectado y el no inyectado + DE. *** = p<0.001 vs Oug de rot, test de ANOVA de una cola

seguido por test de Tukey.

La administracion de rot causé una reduccidn de los niveles de DA en el lado inyectado con

respecto al lado intacto, evaluado 8 dias post-lesién. El grado de reduccién fue dependiente de

la dosis de rot (Fig. 5). Se eligio la dosis 12ug de rot para los siguientes experimentos, debido a

que ésta causd una disminucién del 60% (% lesionado/no lesionado) de niveles de DA,

reduccion adecuada para ensayar futuros procedimientos protectores.

2.1 Niveles DA

Los niveles remanentes de DA luego de 8 dias de la lesidon con 12ug de rot fueron del 40% en el

CE. Esta disminucién fue significativa con respecto a los niveles de DA de los animales

inyectados con el vehiculo (DMSO) (87% de DA remanente). En la SNpc lesionada los niveles de

DA fueron de un 42% con respecto al lado no lesionado. Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas entre los efectos de la rot y el vehiculo en la SNpc (Fig. 6).
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Figura 6: - Niveles DA obtenidos a partir de la técnica de HPLC, frente a una lesion causada por rot (12ug, sacrificio 8 dias post-
lesion). Los datos son expresados como la media de la relacidn entre los niveles de DA en el lado inyectado y el no inyectado + SD.
Se realizaron tests de t-Student: ** = p<0.001, ns = no significativo.

2.2) Niveles enzima TH

Los resultados obtenidos muestran que la lesién causd una disminucidn significativa en los

niveles de la enzima TH en el CE analizado a los 8 dias post-lesién. (Fig. 7).
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Figura 7: Niveles de TH obtenidos a partir de la técnica Western Blot (wb), frente a una lesién causada por rot (12ug, sacrificio 8
dias post-lesién). Los datos son expresados como la media de la relacién entre los niveles de TH en el lado inyectado y el no

inyectado + SD. * = p<0.05, test de ANOVA de una cola seguido por test de Tukey.

2.3) Numero de células TH positivas en SNpc
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En estos estudios se evaluaron los efectos de rot tanto a los 8 como a los 30 dias, ya que la
literatura describe que luego de 30 dias de la administracion de la toxina se observa la

presencia de agregados de a-sin en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (7 y 34).

La administracidon de 12ug de rot en la SNpc causd una disminucion significativa en el nimero
de neuronas TH-positiva de la SNpc en el lado lesionado con respecto al lado contralateral, a
los 8 y 30 dias post-lesion. El nimero de células remanentes observado fue de 9,5y 1 % luego

de 8 y 30 dias post-lesidn, respectivamente (Fig. 8).

Los cortes cerebrales de las ratas inyectadas con rot, mostraron una gran lesién inespecifica
(ausencia de tejido) a nivel de la SNpc del hemisferio lesionado que abarca aproximadamente
la mitad de la misma, tanto para los 8 como a los 30 dias post-lesiéon (Fig. 9 y 10). En los
animales inyectados con el DMSO también se observd un menor numero de células con

respecto al lado no inyectado, aunque esta disminucién no fue estadisticamente significativa.
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Figura 8: Porcentaje del nimero de células TH-positivas remanentes obtenido por inmunohistoquimica. Lesion causada por una
dosis de rot de 12ug, sacrificio 8 dias o 1 mes post-lesion. Los datos son expresados como la media de la relacidn entre el nimero
de células TH positivas en el lado inyectado y el no inyectado + SD. * = p<0.05, **= p<0.01 vs control, ns = no significativo, test de
ANOVA seguido por test de Tukey.
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Figura 9: Efecto de la inyeccion unilateral de 12ug de rot en la SNpc a los 8 dias post- lesion. Se observan las neuronas TH-positivas
en verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al drea tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A: Lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia
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Figura 10: Efecto de la inyeccidn unilateral de 12ug de rot en la SNpc a 30 dias post- lesidn. Se observan las neuronas TH positivas
en verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al drea tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A: Lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia

Si bien existe una disminucién en el nimero de células en el lado inyectado con DMSO con
respecto al no inyectado, no se observa ausencia de tejido como sucede con los tejidos de
ratas tratadas con rot (Fig. 11). La disminucién en el nimero de células en el lado inyectado

con DMSO es practicamente el mismo tanto a los 8 como a los 30 dias.
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Figura 11: Efecto de la inyeccidon unilateral DMSO en la SNpc a los 30 dias post- lesion. Se observan las neuronas TH-positivas en
verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al area tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A: Lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia
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Figura 12: Imagen de un corte de la SNpc de un animal control. Se observan las neuronas TH positivas en verde de un corte
coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al area tegmental ventral (vta) y sustancia nigra (sn). A: hemisferio
izquierdo y B: hemisferio derecho del animal. Microscopia de epifluorescencia

Estos resultados muestran que el dafio inducido con esta dosis de rot es muy severo e
inespecifico, lo que no es lo buscado en este modelo de EP, que sera utilizado para la

busqueda de posibles agentes protectores.

Evaluacion de los efectos de dosis menores de rot inyectados en la SNpc 30 dias post-lesion

Debido al dafio inespecifico observado con la dosis de 12ug de rot, se evaluaron los efectos de
dosis menores de rot a los 30 dias post-lesion sobre los niveles de DA en el CE y la morfologia
del tejido a nivel de la SNpc. Los niveles de DA observados en el lado lesionado fueron de 40,
70, 76 y 79 % para las dosis de 9, 7, 5 y 3 ug, respectivamente (Fig. 13). Los estudios de
inmunohistoquimica evidenciaron que la lesién inespecifica en la SNpc disminuye de tamano

pero permanece, aun en la dosis mas baja (datos no mostrados).
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Figura 13: Evaluacion de los efectos de dosis menores de rot inyectados en la SN 30 dias post-lesion. Niveles DA obtenidos a
partir de la técnica de HPLC, frente a lesiones causada por distintas dosis rotenona (9, 7, 5 y 3ug), la dosis Oug corresponde al
vehiculo de rot, el DMSO. Los datos son expresados como la media de la relacién entre los niveles de DA en el lado inyectado y el
no inyectado + SD. Se realiz6 test de ANOVA de una cola seguido por test de Tukey: * = p<0.05, ** = p<0.001, ns = no
significativo. Figura B: Curva dosis-respuesta, rotenona (9, 7, 5y 3ug). R%: 0,7526. Al sacar dosis 9ug R2:0,97.

Con el objetivo de poder evitar la lesion inespecifica causada por la inyeccién de la toxina

directamente en la SNpc, se administré la misma en el HMCA.
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Debido a que al inyectar en este haz de axones, se estd inyectando en practicamente todos los
axones de las neuronas dopaminérgicas que inervan el CE, se decidié inyectar dosis menores a
las evaluadas anteriormente, incluso aquellas que al los 30 dias no generan una significativa
muerte celular al inyectar directamente en la SNpc (5 y 3ug de rotenona). Por lo tanto se
inyectaron las dosis: 1 y 0,5ug de rot en el HMCA. Dado que el vehiculo utilizado en los
experimentos causé cierto dafio, decidimos disminuir el mismo con Propilen Glicol (PGL)

(DMSO/PGL 1:1), de forma de poder reducir la concentracion del DMSO.

4.1) Numero de células TH positivas 8 dias:

Se evaluaron por inmunohistoquimica las dosis de 1 y 0,5ug de rot inyectada unilateralmente
en el HMCA a los 8 dias post-lesion de forma de evidenciar tempranamente la muerte celular
(Fig. 14). Los resultados muestran que ambas dosis de rot disminuyen el nimero de neuronas
TH-positiva en la SNpc con ausencia de dafno inespecifico (Fig. 15 y 16). Ya que la dosis de 1ug
causa una disminucién de 30 % de células TH-positivas a los 8 dias, se decidid investigar si la
muerte continda progresando en el tiempo. Para ello se evalud la muerte celular a los 30 dias

post-lesidn, ya que a este tiempo es esperable encontrar agregados de a-sin (7 y 34).
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Figura 14: Porcentaje del numero de células TH-positivas remanentes obtenido por inmunohistoquimica. Lesion causada por una
dosis de rot de 1ug o 0,5ug, sacrificio 8 dias post-lesion. Los datos son expresados como la media de la relacién entre el nimero
de células TH positivas en el lado inyectado y el no inyectado + SD. * = p<0.05, **= p<0.01 vs DMSO-pgl, ns = no significativo, test
de ANOVA seguido por test de Tukey.
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Figura 15: Efecto de la inyeccién unilateral de 1ug de rot en el HMCA a 8 dias post- lesion. Se observan las neuronas TH positivas
en verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al drea tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A:lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia.
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Figura 16: Efecto de la inyeccidon unilateral de 0,5ug de rot en la HMCA a 8 dias post- lesidon. Se observan las neuronas TH positivas
en verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al drea tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A:lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia.
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Figura 17: Efecto de la inyeccidn unilateral de 1ul de DMSO-PGL en el HMCA a 8 dias post- lesion. Se observan las neuronas TH
positivas en verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al area tegmental ventral (vta) y
sustancia nigra (sn). A:lado no lesionado y B: lado lesionado. Microscopia de epifluorescencia.

4.2) Nimero de células TH positivas 30 dias post-lesion

Al inyectar la dosis de 1ug de rot unilateralmente en el HMCA y evaluar el tejido 30 dias post-
lesién, se obtuvo un 60% de muerte de neuronas TH-positivas en el lado lesionado con
respecto al no lesionado. Por otro lado, el vehiculo utilizado, el DMSO-PGL, causé un 20% de

muerte celular, sin observarse muerte inespecifica.
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Figura 18: Porcentaje del numero de células TH-positivas remanentes obtenido por inmunohistoquimica. Lesién causada por una
dosis de rot de 1ug inyectado en el HMCA unilateralmente y sacrificio 30 dias post-lesion. Los datos son expresados como la media
de la relacién entre el nimero de células TH positivas en el lado inyectado y el no inyectado + SD. ** = p<0.001 con respecto al
dmso + propilen glicol (pgl). Test de ANOVA seguido por test de Tukey.

Figura 19: Efecto de la inyeccion unilateral de 1ug rot en el HMCA a 30 dias post-lesion. Se observan las neuronas TH positivas en
verde de un corte coronal, (coordenada -5,00 desde Bregma) correspondientes al area tegmental ventral (vta) y sustancia nigra
(sn). A: SNpc del lado no lesionado y B: SNpc del lado ledionado. Microscopia confocal.
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5.1) Inmunohistoquimica con anticuerpo anti-a sinucleina

Para lograr determinar si el modelo de inyeccién de rot en el HMCA induce alteraciones en la
o-sin (2° objetivo especifico plateado), comenzamos poniendo a punto el método de
inmunohistoquimica para los anticuerpos disponibles. Utilizando el método clasico de
inmunohistoquimica y luego de ensayar diferentes concentraciones de anticuerpo primario de
o-sin y distintos diluyentes, no logramos obtener una sefal de reactividad que sugiriera
especificidad. Por ello decidimos utilizar un protocolo de desenmascaramiento de anticuerpo,
método muy utilizado para evidenciar agregados de proteinas y presencia de CL importantes
para diagnostico.

Se logré estandarizar el protocolo de inmunohistoquimica para la deteccién de la agregacion
de a-sin, en donde previo a la incubacién con el anticuerpo, se traté al tejido con acido férmico
durante 1 minuto. Resultados preliminares muestran que en el tejido de los animales
lesionados con 1lug de rot en el HMCA unilateral y evaluacién del tejido 30 dias post-lesidn,

existe una mayor sefial de la proteina a-sin que se co-localiza con la sefial de la enzima TH, en

comparacién con los controles (Fig. 20 y 21).

Figura 20: Imagen de un corte de la SNpc de un animal control. A: comarcado de neuronas TH positivas (verde) y neuronas

a-sinucleina positivas (rojo). B: neuronas TH positivas y C: neuronas a-sinucleina positivas. Microscopia confocal.
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Figura 21: Imagen de un corte de la SNpc del lado lesionado (inyeccién unilateral de 1ug de rot en el HMCA, evaluaciéon 30 dias
post-lesion) A: comarcado de neuronas TH positivas (verde) y neuronas a-sinucleina positivas (rojo). B: neuronas TH positivas y C:

neuronas a-sinucleina positivas. Microscopia confocal.

5.2) Inmunohistoquimica con anticuerpo anti-a-sinucleina fosforilada

Se realizaron inmunoensayos en los tejidos de los animales con lesién 1lug unilateral en el
HMCA, 8 dias post-lesidn, y no se observaron diferencias significativas ya sea en el nimero o
intensidad de sefial de células a-sinucleina-fosforilada positivas en los tejidos de los animales

lesionados y los no lesionados, sin tratamiento de desenmascaramiento (Fig. 22 y 23).

e —
Figura 22: Efecto de la inyeccidn unilateral de 1ug de rot en el HMCA, evaluacién 8 dias post-lesion. Imagen de un corte coronal de
SNpc. A: Se observan las neuronas a-sinucleina-fosforilada positivas (rojo) y B: neuronas TH positivas (verde). Microscopia

confocal.

Figura 23: Imagen de un corte de la SNpc de un animal control. Se observan las neuronas a-sinucleina-fosforilada positivas (rojo) y
B: neuronas TH positivas (verde). Microscopia confocal.
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El objetivo del presente trabajo fue poner a punto un modelo de EP experimental en ratas
utilizando rot como agente de daio. Esta toxina causa una lesién oxidativa y tiene la ventaja
frente a otras toxinas utilizadas como la 6-OHDA y MPTP, que induce la formacién de
agregados de a-sin tipo CL. Esto ultimo ha llevado a plantear que los modelos de EP por rot
reproducirian mejor la fisiopatologia de la enfermedad.

Dado que este modelo se utilizard para evaluar posibles agentes neuroprotectores, nos
planteamos obtener una degeneracién progresiva y especifica de aproximadamente el 50% de

las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

Como primera aproximacion, inyectamos unilateralmente rot en la SNpc a diferentes dosis y
evaluamos sus efectos sobre los niveles de DA en el CE luego de 8 dias. Los resultados
mostraron una reduccién de los niveles de DA dependiente de la dosis de rot. Con estos
resultados se eligid la dosis de 12ug para los siguientes experimentos, debido a que causé una

disminucién del 40% de niveles de DA, reduccion adecuada para procedimientos protectores.

Posteriormente se continud trabajando con la dosis de 12ug inyectada en la SNpc y evaluamos
los tejidos a los 8 dias post-lesion. Se observé un 40% de DA y un 74% de proteina TH
remanente en el CE del lado lesionado, lo que no se correspondié con el nimero de neuronas
dopaminérgicas remanentes en la SNpc del lado lesionado (9,6%).

Estos resultados indican que existe un efecto de compensacion por el sistema, a la falta de
neuronas probablemente aumentando el metabolismo de las células remanentes,
incrementando la produccidn y/o liberacion de DA en los terminales provenientes de la SNpc y
la VTA, asi como también sucede con los niveles de la enzima TH. Cabe destacar que al inyectar

la toxina en le SNpc no observamos dafio a nivel de la VTA.

En la EP se sabe que estas respuestas compensatorias estan activas en etapas tempranas de la
enfermedad, cuando aun no se han hecho evidentes los sintomas motores. Algunos de estos
mecanismos compensatorios implican el aumento en la liberacién de DA y disminucién de su
re-captacion, asi como también el aumento de su tasa de recambio, en las neuronas
remanentes. Debido a estas respuestas compensatorias del sistema frente a la lesidn, es que
los primeros sintomas del paciente se observan cuando el 80% de sus neuronas

dopaminérgicas ya han muerto (9, 13 y 47).
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La rot es una molécula lipofilica, por lo que es dificil solubilizar con agentes inocuos para las
células. En este trabajo comenzamos utilizando DMSO como vehiculo ya que estaba reportado
en la literatura que en modelos similares no causaba lesién y redujimos al minimo el volumen
inyectado (1ul) para disminuir las probabilidades de dafio. Aun asi, en el grupo de animales,
inyectados con DMSO se observd una disminucidn, aunque no significativa, de los niveles de
DA en SNpc y CE, sugiriendo que el vehiculo utilizado podria inducir algo de dafio (aunque
mucho menor que el causado por la toxina). Dado este resultados decidimos utilizar como

vehiculo DMSO/PGL (1:1) para los siguientes experimentos.

Al evaluar por inmunohistoquimica los tejidos de los animales con rot tanto 8 dias como 30
dias post lesidn, se pudo ver a los distintos tiempos, el dafio inespecifico observado es de
similar dimensién. Esto estaria indicando que el dafo causado con esta dosis de rot no se
restringe a las células dopaminérgicas ni induce una evolucién progresiva de la muerte celular,
sino mas bien causa una pérdida pronunciada de células en la SNpc.

Con el objetivo de evitar la lesion inespecifica se realizé una curva dosis-respuesta evaluando
los niveles de DA remanentes, con menores dosis de rot inyectadas en la SNpc a los 30 dias
post lesion. Se observé una disminucién de los niveles de DA dosis-dependiente, en donde
existe un punto de inflexién en la dosis de 7ug. Al bajar la dosis de rot inyectada en la SNpc se
observd que la muerte celular disminuye, pero el dafio inespecifico (ausencia de tejido) no

desaparece aun en la dosis mas baja de 3ug.

Estos resultados sugieren que la inyeccion directa de rot en la SNpc podria ser un modelo
adecuado para estudiar fendmenos pldsticos compensatorios a nivel de los terminales
dopaminérgicos en el CE. Sin embargo, causa una muerte celular rapida e inespecifica a nivel
de la SNpc por lo que no es apropiado para estudiar mecanismos neuroprotectores. Por ello se
modificé el lugar de inyeccidn, pasando a inyectar en el HMCA. Como ya se describid, éste es
un haz de axones de neuronas dopaminérgicas que se proyectan desde el mesencéfalo hacia el

CE.

La dosis de 1ug de rot inyectada en el HMCA mostro a los 8 dias post-lesién un 30% de muerte
de neuronas TH-positivas, que progresd a un 60% a los 30 dias post-lesidn. Estos resultados
estarian evidenciando que en este modelo existe una progresion relativamente lenta de en la

muerte neuronal. Ademas, en la SNpc de estos animales se observé la pérdida de neuronas



Pagina 43 de 51

dopaminérgicas sin afectar aparentemente el tejido alrededor, sugiriendo especificidad de la

lesion.

La inyeccion de Propilen Glicol (Pgl) en una proporcién 1:1 con el DMSO en el HMCA
disminuyd el dafio inducido por la administracién Unica de DMSO en la SNpc. Sin embargo,
parece inducir cierta muerte de células TH-positivas, aunque menor que el dafio causado por la
toxina. A los 8 dias no se observa diferencia significativa en el numero de células, entre el
vehiculo y la toxina a las dosis de 1ug y 0,5ug inyectados en el HMCA probablemente porque la

muerte celular generada por rot a este tiempo es baja.

Por otro lado a los 30 dias post-lesién, se evidencia una diferencia significativa entre la
disminucién del niumero de células, generado por DMSO/PGL y la rot. Podemos ver que el
dano causado por la rot a los 8 dias, aumenta un 50% a los 30 dias, sin embargo no fue asi con
el DMSO-PGL, donde el dafio causado a los 8 dias aumenta un 25% a los 30 dias. El efecto del
DMSO-PGL pareceria ser desencadenado tempranamente, donde se establece y progresa muy

lentamente.

Los resultados sugieren que el modelo de EP en rata por inyeccién de rot en el HMCA causa
una degeneracidn progresiva de la via nigro-estriatal, donde la administracion focal de una
pequefia dosis de rot tiene un efecto especifico en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc,

practicamente sin generar daiio en los tejidos adyacentes.

Cabe mencionar que en este trabajo no se evalué el efecto de la inyeccién de rot en el HMCA
sobre las neuronas dopaminérgicas de la VTA. Es sabido que en el HMCA se encuentran tanto
axones de la SNpc como de la VTA, por lo tanto deberian estar afectadas estas células también.
Sin embargo, algunos trabajos en modelos de EP de inyeccion unilateral de pequefias dosis de
rot en el HMCA establecen que no se evidencia un dafio en las células de la VTA (27). Otros
trabajos donde se inyectaron altas dosis de rot en el HMCA, han reportado perdida de las

neuronas dopaminérgicas en la VTA (44).

La literatura indica que la muerte de las células dopaminérgicas de la SNpc al inyectar bajas
dosis de rot en el HMCA se debe a un aumento del estrés oxidativo en estas neuronas,
evidenciado por la co-localizacién de la inmunoreactividad de TH con SOD2 (sefial celular del
estrés oxidativo). A los 60 dias post-lesion, las células TH positivas presentan

inmunoreactividad para SOD2 y G3BP (Ras-GAP SH3 dominio de unidn a proteina, marcador de
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estrés celular) sugiriendo que bajas dosis de rot en el HMCA induce estrés oxidativo crénico en
las células dopaminérgicas (27).

Una alta dosis de rot inyectada directamente en la SNpc también genera radicales libres y
afecta los niveles de GSH (sefial de aumento de estrés oxidativo) (36). Por lo tanto con ambas
dosis (alta y baja) existe un aumento del estrés oxidativo, aunque probablemente en el
segundo caso los niveles de estrés oxidativos alcanzados sean mayores y por lo tanto los
mecanismos de muerte celular sean diferentes, siendo de tipo apoptético para las dosis bajas y

de tipo necrético para las dosis altas de la toxina.

Varios estudios han reportado que el grado de degeneracién es mayor en las terminales
dopaminérgicas estriatales que en los cuerpos neuronales de la SNpc de pacientes con EP,
incluso en etapas tempranas de la enfermedad. Esto ha llevado a proponer que la muerte de
neuronas dopaminérgicas es una degeneracién por muerte retrograda (35). En este sentido el
modelo de inyeccién en el HMCA, seria un modelo de estas caracteristicas, en donde la muerte

comienza por el axdn de la neurona y seria otra caracteristica ventajosa del modelo

Como se menciond anteriormente, la rot afecta la fosforilacion oxidativa inhibiendo el
Complejo | mitocondrial, generando la reduccidn de la actividad de la enzima NADH reductasa.
Como resultado de esto, el potencial de membrana mitocondrial y la sintesis de ATP, colapsan.
La reduccién de la generacién de ATP podria luego inhibir las vias citoprotectoras
dependientes de ATP, como es la via proteosomal, actividad chaperona y bombas de calcio que
regulan los niveles de calcio celular. Esto podria llevar a la generaciéon de agregados de la
proteina a-sin como consecuencia de la falla de distintas vias, que se dan con esta toxina y no
con otras como 6-OHDA y MPTP. La bibliografia consultada, reporta modificaciones covalentes
en esta proteina en EP, como la nitracién en residuos de tirosina y fosforilacion en la Ser129,
que bloquean la conversién de oligomeros en fibrillas (53 y 55). Asi, un aumento de la
fosforilacién de a-sin, estaria relacionada con un aumento en la toxicidad en la célula, ya que
se mantiene la forma oligomérica de la proteina la cual se cree que es la conformacién mas
toxica. Contrario a lo esperado, nuestros resultados no evidenciaron diferencias en la
fosforilacién de la a-sin en los animales lesionados y no lesionados luego de la inyeccion de

1lug de rot en el HMCA a los 8 dias post-lesién. Sin embargo, no realizamos estudios a tiempos
posteriores con el modelo de inyecciéon de la toxina en el HMCA, donde de acuerdo a la

bibliografia publicada seria mas probable encontrar alteraciones en esta proteina.
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En cuanto a la presencia de agregados de o-sin celulares, hemos puesto a punto Ia
metodologia para detectarlos. Resultados preliminares muestran en el modelo de inyeccién
unilateral de 1ug de rot y evaluacion 30 dias post-lesion, que los tejidos de los animales
lesionados parecerian tener mayor sefial de la proteina a-sin que se co-localiza con las células
TH-positivas, en comparacion a los controles. Resta por confirmar si luego de la lesidn con rot
en el HMCA y evaluacion a los 30 dias se generan agregados o-sin y si la forma fosforilada de

esta proteina estd aumentada.

e La inyeccién de rot directamente en la SNpc causa una muerte celular rapida e
inespecifica en el lugar de administracién de la toxina, por lo que no parece un modelo
apropiado para estudiar mecanismos neuroprotectores. Sin embargo, la relativa
preservacion del metabolismo dopaminérgico a nivel del estriado sugieren que este
modelo podria ser adecuado para estudiar fendmenos plasticos compensatorios a

nivel de los terminales dopaminérgicos.

e Lainyeccién de rot en el HMCA provoca una degeneracidn progresiva y selectiva de las
neuronas dopaminérgicas en la SNpc, lo que lo hace un modelo apropiado para el

estudio de posibles terapias neuroprotectoras.

e Resultados preliminares mostraron que la rot induce la agregacion de la proteina

a-sinucleina.

e Lainyeccién de rot no pareceria tener efecto en la fosforilacién de la a-sinucleina a los
tiempos estudiados. Por otro lado nuestros resultados mostraron que en los animales

controles existe una activa fosforilacion de la a-sinucleina.
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El modelo de la inyeccion de 1ug de rot en el HMCA y evaluacién 30 dias post-lesién provoca
una degeneracion progresiva y selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc y
probablemente la agregacion de la proteina a-sin. Estas caracteristicas sugieren que podria
ser un buen modelo para el estudio de posibles agentes neuroprotectores y sus mecanismos
subyacentes. En este sentido es importante continuar con la caracterizaciéon del modelo, y se
llevara a cabo de la siguiente manera:

*evaluar los niveles de DAy TH en el CE.

*confirmar la presencia de agregados de proteina a-sin y determinar si hay un incremento de
la fosforilacién de esta proteina a 30 dias post-lesion.

*determinar los niveles de radicales libres a través de la técnica de Diclorofluoresceina en la
SNpc de los animales lesionados.

*evaluar comportamentalmente las disfunciones motoras que la lesién desencadena en estos

animales (como por ejemplo: test fooprint y giro inducido por amfetamina)

Estos estudios permitiran una mas amplia caracterizacion de este modelo de EP experimental,
para luego ser utilizado para la evaluacion de posibles agentes protectores/beneficiosos, como
el agonismo nicotinico. También podrd ser empleado para el estudio de los mecanismos
subyacentes al dafio neuronal para identificar posibles blancos para encontrar terapias

efectivas para esta enfermedad.
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