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Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por alteraciones motoras que se deben principalmente 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) formado la via nigro-estriatal, por lo
que en esta patologia hay una disminucién concomitante de dopamina (DA) en el CE. Los tratamientos
disponibles son sintomaticos y no detienen el proceso neurodegenerativo. Por lo tanto la busqueda de
terapias efectivas para esta patologia es una meta fundamental.

Estudios epidemiolégicos indican que los fumadores de tabaco tienen menor incidencia de EP lo que
podria atribuirse a la accién de la nicotina sobre los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR).

Es sabido que existe un gran solapamiento anatomico y funcional entre los sistemas colinérgico y
dopaminérgico en la via nigro-estriatal, la cual tiene un rol fundamental en la regulacion de la fisiologia
de los Ganglio Basales y en la EP.

Varios estudios sugieren que drogas que interactian con los nAChRs, como es la nicotina, podrian
proteger contra el dafo nigroestriatal. La administracion crénica de nicotina en ratas se ha asociado con
una potenciacion en la liberaciéon de DA evocada y a su vez una potenciacion funcional de los nAChRs,
ambos en el CE.

La hipdtesis de este trabajo se centra en que el agonismo nicotinico crénico induce cambios en el
sistema nigroestriatal que llevan a una prevencion de la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc frente a diferentes agentes dafiinos.

En este marco, el presente trabajo de maestria tiene como objetivo general estudiar en un modelo
experimental de EP in vivo en ratas el posible efecto neuroprotector del agonismo nicotinico crénico
intermitente sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y los axones dopaminérgicos en el CE.

Para ello, se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratas inyectando la toxina
rotenona unilateralmente en el HMCA y se administrd nicotina a los animales desde 5 dias antes y hasta
30 dias post lesion.

Los resultados muestran que los animales lesionados con rotenona y tratados con nicotina presentan
mas células dopaminérgicas remanentes en la SNpc y mayor nimero de axones dopaminérgicos en la
zona del CE lateral del lado ipsi lateral a la lesion, en comparacidon a los animales lesionados y no
tratados con nicotina. Estos resultados se asocian a mayores niveles de DA en el CE y a un mejor
desempefio motor en el test del cilindro.

Por otro lado, los somas de las neuronas dopaminérgicas remanentes de los animales lesionados
mostraron una menor expresién de la subunidad a6 de los nAChRs en comparaciéon a los animales
inyectados con el vehiculo de la rotenona, lo cual fue prevenido por el tratamiento con nicotina. A nivel
de los axones dopaminérgicos remanentes en el CE lateral, los animales lesionados mostraron una
tendencia a disminuir la expresion de la subunidad a6, tendencia no observada en los animales tratados
con nicotina. Sin embargo, el tratamiento con nicotina incrementd el area ocupada por esta subunidad
en el CE lateral. Los estudios de la expresidn de las subunidades a4 y a7 no mostraron cambios en las
neuronas dopaminérgicas remanentes con ninguno de los tratamientos evaluados.

Estos resultados evidencian un efecto neuroprotector inducido por agonismo nicotinico en un modelo
de EP in-vivo en ratas. Ademas, los cambios inducidos por el tratamiento con nicotina en la expresion de
la subunidad a6 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y en el CE lateral sugieren que esta
subunidad podria participar de la neuroproteccién observada y ser un blanco terapéutico para la EP.
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SIGLAS

ACh- acetilcolina

ATV- Area Tegmental Ventral

CE- Cuerpo Estriado

CL- Cuerpos de Lewy

COMT- catecol-O-metiltransferasa

DA- dopamina

DAT- transportador de DA

DMSO/ Pgl - dimetil sulfoxido/ propilenglicol
Doi- densidad éptica integrada

DOPAC- 4cido dihidroxifenilacético

EP- Enfermedad de Parkinson

EPC- estimulacion profunda del cerebro
ERO- especies reactivas del oxigeno

GB- Ganglios Basales

GPi- Globo Palido interno

GPe- Globo Palido externo

HMCA- haz medial del cerebro anterior
HVA- Acido Homovanilico

MAO- monoamina oxidasa

MPTP- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxypiridina
MSN - medium spiny neurons (del inglés)
nAChR- receptores Nicotinicos de ACh
NST- nucleo Subtaldmico

SNpc- Sustancia Nigra pars compacta
SNpr -Sustancia Nigra pars reticulada
RE- reticulo endoplasmico

6-OHDA- 6-hidroxydopamina

a-sin- a-sinucleina
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1. Introduccion

1.1 Rol de la DA en el funcionamiento de los GB

1.1.1 Ganglios Basales

Los Ganglios Basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales que incluyen: el Cuerpo Estriado (CE)
(nucleo Caudado y Putamen en primates), los segmentos externo e interno del Globo Palido (GBe, GPi,
respectivamente), el nucleo Subtaldmico (NST), la Sustancia Nigra pars reticulada (SNpr) y Sustancia
Nigra pars compacta (SNpc). En la figura 1 se muestra uno de los modelos que describe las conexiones
entre estos nucleos [1]. Estos nucleos han sido relacionados con el control del movimiento a través de
observaciones de la correlacion directa entre lesiones de los GB y desorden del movimiento [1]. Los GB
poseen los principales centros de integracién del movimiento. Se ha postulado que la principal entrada
de los GB se da a nivel del CE y proviene mayormente de la corteza cerebral (figura 2 A). Las conexiones
entre el CE y nucleos de salida de los GB (GPi/SNpr) estan organizados en dos vias, una directa y otra
indirecta [2]. La via directa es una proyeccién monosinaptica entre el CE y GPi/SNpr, mientras que la via
indirecta es una conexidon que involucra sinapsis entre neuronas intercaladas en el GPe y el NST. La
salida de los GB se da directamente desde el GPiy la SNpr hacia el Tadlamo y este ultimo proyecta hacia
la corteza motora primaria [3]. Dado que las neuronas de proyeccion del GPi y la SNpr utilizan GABA
como neurotransmisor y tienen actividad tdnica, mantienen al Tdlamo bajo inhibicidn. Interrupciones en
la salida de los GB deshinibe al tdlamo facilitando el movimiento.

Cortex |
/

Striatum g |

@D D2 = Thalamus|

N[
GPe |

I

M

W

[SNe and VTA| GPi and SNFF————

Dopamine GABA Glutamate

—

Figura 1: Esquema representativo de un modelo de funcionamiento de los GB, donde se observan las interconexiones entre los
nucleos y los neurotransmisores involucrados. Cortex: Corteza, Striatum: CE, Thalamus: Talamo, GPe: Globo Palido externo, GPi:
Globo Pélido interno, STN: Nucleo Sub Talamico, SNc: Sustancia Nigra pars compacta, SNpr: Sustancia Nigra pars reticulada, VTA:
Area Tegmental Ventral. (Imagen extraida de Redgrave P y cols 2010) [1].

Camila Mouhape Pagina 7



1.1.2 Modulacién de las eferencias del CE por DA

Dos tipos celulares principales estdn presentes en el CE, un 95% son neuronas gabaérgicas de
proyeccion llamadas MSN (del inglés medium spiny neurons) y una pequefia poblacion (5%) son
interneuronas, de las cuales la mayoria son gabaérgicas y un tercio colinérgicas. Las MSN son la principal
salida del CE, siendo claves en el procesamiento de informacion de los GB [4, 5].

La actividad de las MSN esta modulada por la dopamina (DA) [ver Recuadro 1] proveniente de la SNpc.
Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc proyectan sus axones rostralmente via el haz medial del
cerebro anterior (HMCA) hacia el CE formando la via nigroestriatal, la cual tiene una funcién regulatoria
crucial en el circuito motor de los GB [6] y es la principal via que degenera en la Enfermedad de
Parkinson (EP), la cual causa la mayoria de las deficiencias motoras en esta patologia [6].

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inervan dos poblaciones de neuronas MSN del CE:

1) Neuronas MSN que presentan los receptores dopaminérgicos del tipo D1 y proyectan a los
nucleos del GPiy de la SNpr (via directa). La estimulacién de estos receptores proporcionan un
efecto post sindptico excitatorio, facilitando la inhibicidn de las MSN sobre los nucleos de salida
de los GB.

2) Neuronas MSN que presentan los receptores dopaminérgicos del tipo D2 y proyectan al nicleo
del GPe (via indirecta). La estimulacion de estos receptores proporciona un efecto post
sindptico inhibitorio, reduciendo la inhibicion que ejercen estas neuronas sobre el GPe. La
desinhibicién del GPe inhibe el NST, el cual deja de estimular los nucleos de salida de los GB.

En condiciones normales la inervacién dopaminérgica activa la via directa e inhibe la via indirecta
disminuyendo las eferencias inhibidoras gabaérgica de los GB. Como consecuencia, aumenta la salida
excitatoria del Talamo hacia la corteza motora, facilitando la seleccién de actos motores especificos.
Cuando las neuronas dopaminérgicas de la SNpc degeneran como ocurre en la EP, la eferencia
inhibidora gabaérgica de los GB es anormalmente alta debido a que no se encuentra regulada por la DA
y por lo tanto es menos probable que se desarrolle la activacion talamica y la estimulacion de la corteza
motora. Los trastornos hipocinéticos en EP son un sintoma que refleja la falta de desinhibicién taldmica
qgue normalmente esta mediada por los GB [5, 6].
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Recuadro 1: Dopamina en el SNC

La DA es una catecolamina por presentar un grupo catecol en su estructura. La sintesis de DA se realiza en el
citosol de las neuronas dopaminérgicas y comienza por la oxidacion de la tirosina a 3,4-dihidroxy-L-
fenilalanina (L-DOPA), por la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), siendo éste el paso limitante. La
decarboxilacion de la L-DOPA por la enzima DOPA decarboxilasa genera la DA que es rapidamente
incorporada en vesiculas sinapticas.

Tirosina
Hidroxilasa DOPA descarboxilasa

Tirosina L-DOPA Dopamina

THB4, 02, Fe2+ Piridoxal fosfato

Una vez liberada en la sinapsis, ejerce su accién a través de receptores especificos. Todos los subtipos de
receptores dopaminégicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Existen cinco
subtipos de receptores dopaminérgicos denominados D1 a D5, que se sub-dividen cada uno en dos grupos
segun sus diferencias en especificidad para drogas y mecanismos de sefiales. Receptores tipo D1 estimulan la
actividad de la adenil ciclasa produciendo efectos post sindpticos excitatorios, mientras que los receptores
tipo D2 inhiben la actividad de la adenil ciclasa produciendo efectos post sinapticos inhibitorios [7].

La accién de la DA termina a través de la re-captacidn pre-sinaptica de las terminales dopaminérgicas por los
Traspostadores de DA (DAT). La DA re-captada es reincorporada en vesiculas sinapticas, o es metabolizada
por la enzima citosdlica la monoamina oxidasa (MAO) o la catecol-O-metiltransferasa (COMT), produciendo
entre otros los metabolitos: acido dihidroxifenilacético (DOPAC) y Acido Homovanilico (HVA) [8,9].

En el Sistema Nervioso Central las neuronas dopaminérgicas estan presentes y organizadas en 4 sistemas
principales: Sistema nigro-estriatal, tubero- infundibular, mesolimbico, mesocortical.

*Sistema Nigro-estriatal: Grupo de neuronas situadas en la SNpc y que proyectan hacia el CE trasmitiendo
DA. Esta via se encarga del control motor e inicio de las respuestas motoras. La degeneracion de esta via
genera los principales sintomas motores en la EP.

*Sistema Tubero-infundibular: Grupo de neuronas situadas en el nucleo arcuato del hipotdlamo que
proyectan a la glandula hipdfisis. Esta via forma parte de sistema neuroendocrino.

*Sistema Meso-limbico: Grupo de neuronas situadas en el Area Tegmental Ventral (ATV) y que proyectan
hacia el sistema Limbico trasmitiendo DA. El sistema mesolimbico tiene gran importancia en las emociones,
memoria y en las alteraciones del pensamiento. Este sistema es importante en los sintomas positivos de la
Esquizofrenia y en ciertos tipos de epilepsia psicomotora.

*Sistema Meso-cortical: Grupo de neuronas situadas en el ATV y que proyecta hacia la Corteza Prefrontal
trasmitiendo DA. Este sistema participa en la organizacion temporal del comportamiento, la motivacion, la
planificacion, la atencion y la conducta social. Este sistema es importante en los sintomas negativos de la
Esquizofrenia [7].

Camila Mouhape Pagina 9




1.2 Enfermedad de Parkinson

1.2.1 Sintomas motores y no motores

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mds comun, luego de la enfermedad de Alzheimer,
afectando a mas de 6 millones de personas en el mundo [10].

Clinicamente la EP es caracterizada por temblor en reposo, escasez de movimientos espontdneos,
bradiquinesia y aumento del tono muscular (rigidez) [11-15]. Estos sintomas comienzan siendo
asimétricos y luego se expanden convirtiéndose en bilaterales. Otras caracteristicas motoras incluyen
alteraciones en el paso y la postura que se manifiestan como festinacion (pasos cortos y rapidos con
dificultad para pararse y postura flexionada hacia adelante al caminar), dificultades con el habla y
deglucidn, y expresién facial animica [17, 16].

Como ya se menciond, estas deficiencias motoras se deben principalmente a un deterioro
extrapiramidal asociado a la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [18-20] y por
lo tanto a la degeneracion de la via nigroestriatal (figura 2), por lo que en esta patologia existe una
disminucidn concomitante de DA en el CE.

Es de destacar que la mayoria de los sintomas motores aparecen cuando mas de un 50% de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc ha degenerado y los niveles de DA en el CE se han reducido mds de un 70%
[21].

La degeneracion de estas neuronas se asocia con gliosis y presencia de agregados proteicos llamados
Cuerpos de Lewy (CL) en las neuronas dopaminérgicas remanentes, caracterizados por la acumulacidon
anormal de filamentos proteicos de a-sinucleina (a-sin) [22-23].

Los sintomas motores son precedidos por otros como el déficit olfatorio, constipacidn (alteracidn
autonodmica) y alteraciones en el suefio REM que se presentan varios afios antes [24].

Las neuronas dopaminérgicas no son la Unica poblacion de células afectadas. La degeneracidon de
neuronas en otras areas como el locus coeruleus, nucleo dorsal del rafe, nucleo basal de Meynert y
neuronas simpaticas post-ganglionares, podrian contribuir con muchos de los sintomas no motores de la
EP, como la depresidén, demencia, disfuncién autondmica y deterioro cognitivo [25-26].

B —~

Via nigroestriatal

@ Caudate-putamen
@ Nucleus accumbens

Figura 2: A: Esquema representativo de la organizacion anatomica de las entradas de los GB en cerebro humano. Se muestran las
proyecciones desde la corteza cerebral (azul) y de la SNpc (verde) hacia el caudado y putamen. Se indica con una flecha la via
nigroestriatal. Imagen extraida de Purves y cols. 3ra edicion 2004, capitulo 17 “Modulation of Movement by the Basal Ganglia”
[28]. B: Esquema representativo de la inervacidn diferencial en las distintas zonas del CE de rata por la SNpc y el ATV. Imagen
extraida de P. D. Livingstone y S. Wonnacott 2009 [6].
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1.3 Mecanismos patogénicos de la EP

1.3.1 Causas y factores de riesgo de la EP

Actualmente se desconoce la etiologia de la enfermedad [29]. El principal factor de riesgo de EP es la
edad: afecta a 2% de la poblacion mundial mayor de 60 afios [30]. Aproximadamente un 10% de los
casos de EP se asocian a formas familiares de la enfermedad causadas por mutaciones de genes
individuales [31]. Hasta el momento se han identificado mutaciones en 17 genes asociadas a la
enfermedad, como por ejemplo en genes que codifican las proteinas a-sin y parkina. Sin embargo, la
mayoria de los casos de la EP son idiopaticos [1]. Se piensa que los casos esporadicos de EP son
causados por una combinacion de susceptibilidad genética asociada a estimulos ambientales. De hecho,
factores ambientales como pesticidas, toxinas y metales, han sido identificados como factores de riesgo
de la enfermedad y se cree que juegan un papel preponderante en su desarrollo [32, 33, 34, 35].

Muchos de los mecanismos de neurodegeneracidn asociados a EP familiares se superponen con los
mecanismos patogénicos descubiertos en EP esporadicos, como la disfuncion mitocondrial, el estrés
oxidativo, y la falla del sistema de degradacion de proteinas.

1.3.2 Patofisiologia de la EP- Mecanismos de degeneracidn

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 acumulacién de proteinas anormales, principalmente a-sin, 2) alteracién de la
degradacion proteica, 3) disfuncion mitocondrial y 4) estrés oxidativo [36, 3]. A continuacion se
describen cada uno de estos mecanismos.

1) Acumulacién anormal de proteinas

Una caracteristica prominente de la EP es la presencia de agregados proteicos tipo CL en las neuronas
dopaminérgicas remanentes [37]. Los CL se caracterizan principalmente por la acumulacién anormal de
filamentos proteicos, siendo la a-sin el principal componente. Por otra parte, 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. Animales que sobre-
expresan a-sin “wild type” o mutada presentan degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc. Estas evidencias sugieren que un metabolismo alterado de esta proteina podria contribuir a la
fisiopatologia de la EP [38-40].

La a-sin es soluble en condiciones fisioldgicas y se postula que podria estar relacionada con la regulacién
de la plasticidad sinaptica, la neurotransmisién dopaminérgica, el trafico del reticulo endoplasmico (RE)
al aparato de Golgi, asi como actuar como proteina chaperona [41].

En condiciones patolégicas, puede alterar su conformaciéon formando protofibrillas y convertirse en
fibrillas tipo amiloide, las cuales son insolubles y se asocian a los CL. Ha sido reportado que los
oligdmeros inducen la permeabilizacion de vesiculas sinapticas, aumentando la DA libre intracelular, lo
que resulta téxico para la célula ya que su metabolizacion se asocia a un aumento en la produccién de
estrés oxidativo [41-43]. Por otra parte, se ha visto que la DA puede conjugarse a a-sin, formando un
complejo resistente a la degradacion y que es capaz de bloquear la degradaciéon de otras proteinas,
resultando en una acumulacion de proteinas toxicas en la célula [43, 184].
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2) Alteracion en mecanismos de degradacion proteica

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

plegamientos anormales de proteinas. Los proteosomas son grandes complejos multi-proteicos que
degradan proteinas que fueron marcadas por enzimas ligasas (E1, E2 y E3) para la degradacion por
ubiquitina. Amplias evidencias sugieren una disfuncién en SUP en la EP. Por ejemplo, se ha visto que los
CL contienen multiples componentes del SUP, como ser ubquitina y subunidades de proteosoma. Por
otro lado, en materiales de autopsia de pacientes con EP, se ha encontrado que existe un 40% de
disminucion de la actividad proteosomal selectivamente en la SNpc [45]. La actividad proteosomal
también disminuye en pacientes con envejecimiento normal, particularmente en la SNpc, por lo tanto
esto podria contribuir a la selectiva vulnerabilidad de esta region [46]. La enzima Parkina es una ligasa y
mutaciones en ésta son relacionadas con EP donde existe una disminucion en la actividad ligasa. Se
piensa que el estrés oxidativo deteriora el SUP, a través de la oxidacién de proteinas las cuales se
vuelven mas resistentes a la degradaciéon proteosomal, posiblemente por la formacién de agregados
[47,36].

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

neuronal y en particular para la regulacion de a-sin. La forma “wild type” de a-sin afecta su propia
degradacion por la VAL pero no afecta la funcién global de la via. Sin embargo, los aductos de DA-a-sin
bloquean la degradacion de otros sustratos, sugiriendo un posible mecanismo en el que las células
dopaminérgicas son mas susceptibles a la toxicidad por a-sin [36].

3) Disfuncion mitocondrial

La actividad mitocondria es critica para el normal funcionamiento celular y es clave en la regulacion de la
apoptosis cuando el metabolismo celular se ve perturbado [36, 48].

Varios estudios evidencian que existe una disfuncién del complejo | mitocondrial en SNpc de pacientes
con EP [49]. Ademds, mutaciones en varias proteinas mitocondriales han sido asociadas con formas
familiares de EP. Se cree que la reducciéon de la actividad del complejo | mitocondrial en EP, deriva en
parte de acumulaciones de mutaciones en el ADN mitocondrial.

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 cito-protectoras dependientes de
ATP, como es la via proteosomal, actividad chaperona, y bombas de calcio que regulan los niveles de
calcio celular [36, 48]. Bajos niveles de ATP pueden también afectar procesos transcripcionales y
traduccionales, que producen enzimas como la superdxido dismutasa y catalasa, generando mas estrés
oxidativo por la falta de estas enzimas anti-oxidantes [50,51].

4) Estrés Oxidativo y DA

En los organismos aerdbicos la generacién de ERO es una inevitable consecuencia de la dependencia de
oxigeno para la respiracidon. Las ERO son generadas por una pérdida de electrones desde la cadena
trasportadora de electrones, lo cual resulta en una reduccién parcial de la molécula de oxigeno en
superoxido. El estrés oxidativo es causado por un desbalance entre la generacion y destoxificacién de
ERO y especies reactivas del nitrégeno. Por lo tanto se define al estrés oxidativo como un desbalance
entre pro-oxidantes y anti-oxidates [43].
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Ademas de la mitocondria, una fuente potencial de ERO que merece especial consideracién en las
neuronas dopaminérgicas, es la DA en si misma. Normalmente la DA es efectivamente captada en
vesiculas sinapticas donde el pH bajo hace que sea poco reactiva. Sin embargo, la DA citosédlica puede
ser toxica para las neuronas, ya que es una molécula altamente reactiva que puede ser oxidada y
subsecuentemente reaccionar con componentes celulares para forman aductos o para formar mas ERO
toxicos [111]. Por otra parte, el catabolismo de la DA citosdlica por la monoamina oxidasa (MAO) genera
H202 (perdxido de hidrégeno) como bio-producto, el cual en presencia de hierro (Fe2+), puede ser
convertido en radical hidroxilo, molécula altamente reactiva, a través de la reaccion de Fenton: H202 +
Fe2+ --------- Fe3+ °OH + -OH. Es de destacar que en la SNpc hay altos niveles de Fe2+ asociados a la
deposicion de neuromelanina en las neuronas dopaminérgicas [51].

Numerosos estudios han confirmado aumento de niveles de varios marcadores de dafio oxidativo en la
SNpc de pacientes con EP: dafio de ADN, peroxidacién de lipidos, oxidacion proteica, depleciéon de
glutation, y un aumento de deposicion de hierro [36].

5) Otros mecanismos

Otros mecanismos implicados en la etiologia de la EP incluyen un aumento de la neuroinflamacién [29],
alteraciones de sefiales de proteinas quinasas (Akt, CdK5, LRRK2) y la pérdida de factores tréficos [52].
Este ultimo mecanismo podria explicar los hallazgos de diferentes estudios sugiriendo que uno de los
eventos patoldgicos mas tempranos en la EP es la degeneracién de los axones de las neuronas
dopaminérgicas por falta de soporte trofico. Esta degeneracion axonal ocurriria antes que la
degeneracion de sus somas. Esto ha llevado a proponer que la muerte de neuronas dopaminérgicas es
una degeneracion por muerte retrégrada [53, 36].

Una de las preguntas mds recurrentes en la literatura relacionada con la EP es por qué 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 [ver Recuadro 2].

Recuadro 2: Diferencia de vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas del ATV y la SNpc

Varios estudios han demostrado que las neuronas dopaminérgicas del ATV que se encuentran adyacentes a las
de la SNpc son menos vulnerables que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. En pacientes con EP idiopatico
avanzado se ha visto que el % de muerte de neuronas dopaminérgicas comparado con controles es del 80% para
la SNpc y 50% para ATV [54]. Por otro lado, estudios neuropatolégicos de casos genéticos de la EP, han
reportado pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc sin degeneracion de neuronas en el ATV [54-57].
Grim y cols [58] han demostrado que muchos de los genes que codifican para proteinas que estan involucradas
en plasticidad sinaptica, sobrevida celular (neuroproteccidn, detoxificacidén) o guiado axonal y migracién celular,
son mayormente expresadas en las neuronas dopaminérgicas del ATV en comparacion a las de la SNpc [58]. Esto
indica que las neuronas dopaminérgicas del ATV podrian ser menos vulnerables frente al dafio en comparacién
a las dopaminérgicas de la SNpc. Por otro lado, se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
muestran mayores niveles de expresion de receptores dopaminérgicos y de DAT [59]. Esto podria provocar que
estas neuronas sean mas vulnerables al incrementar la re-captacion de DA de la hendidura sindptica mediante
los DAT e incrementar la DA libre en el citosol. La DA libre en el citosol es una molécula altamente reactiva que
puede ser oxidada y subsecuentemente reaccionar con componentes celulares llevando al aumento del estrés
oxidativo [36].
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Continuacién Recuadro 2: Diferencia de vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas del ATV y la
SNpc

Otro punto importante que podria contribuir con la alta vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc comparadas con las del ATV, es su arquitectura y las necesidades
metabdlicas que estas neuronas requieren. Se estima que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
forman arborizaciones axonales mucho mas grandes y un alto nimero de sinapsis, en comparacién a
las dopaminérgicas del ATV. Esto genera una redistribucion pronunciada de mitocondrias en sus
terminales axodnicas y una gran elevacion de las demandas energéticas, asi como también de la
susceptibilidad a insultos que ponen en peligro el suministro de energia metabdlica [60-62].

Se ha sugerido durante mucho tiempo que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y ATV poseen
actividad marcapaso [63,64]. Estudios de electrofisiologia han demostrado que las neuronas
dopaminérgicas adultas de la SNpc dependen de los canales de calcio tipo L para su actividad
marcapaso, mientras que las neuronas dopaminérgicas del ATV dependen de canales de sodio voltaje
dependientes [67]. Esta dependencia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc con el calcio para el
marcapaso parece resultar en un incremento de los niveles de calcio en el citosol llevando a una
elevacion de niveles de EQ, lo que podria contribuir la alta vulnerabilidad de estas neuronas frente a
insultos dafiinos y degeneracion en la EP [68].

1.4. Enfoques actuales de tratamiento de la EP

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

Tratamientos farmacoldgicos

Los tratamientos farmacoldgicos para enfermos de Parkinson apuntan a aumentar la transmision
dopaminérgica. Dado que la DA es incapaz de atravesar la barrera hemato-encefalica, la terapia con
administracion de DA a los pacientes con Parkinson no es viable.

El tratamiento mas efectivo actualmente para los sintomas motores de la EP y que ha sido usado por
mas de 30 afios, es la terapia de remplazo de DA con L-DOPA y/o agonistas dopaminérgicos (ej.
Apomorfina). Estas drogas son particularmente beneficiosas para la mejora de los déficits motores de la
EP, sin embargo, los efectos secundarios como es la induccién de movimientos involuntarios anormales
(disquinesias) y alucinaciones, incrementan con el tiempo y la efectividad de la droga disminuye con la
progresién de la lesidn. A su vez, los sintomas no motores asociados a la EP, como ser demencia, déficit
del suefio y depresidn, no son mejorados con estas terapias farmacoldgicas [66, 67].

Inhibidores de la enzima COMT también son usados para el tratamiento de EP, generalmente en
combinacién con Levodopa. Esta enzima metaboliza las catecolaminas que se encuentran fuera de las
neuronas por lo que sus inhibidores impiden la metabolizacién de la DA [67, 69].

Han sido propuestas como posibles agentes beneficiosos para esta patologia muchas otras drogas, la
mayoria de los cuales se encuentran en fase preclinica o en ensayos clinicos. Entre ellos, se encuentra la
nicotina (agonista de receptor nicotinico de acetilcolina), quelantes de hierro, vitaminas A, Cy E, drogas
que reducen la agregacion de la a-sin 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 de glutamato para reducir la excitotoxicidad. En
adicién a éstos, factores troficos y agentes protectores de la funcién mitocondrial también han sido
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propuestos como agentes neuroprotectores. Todos estos compuestos proporcionan algin nivel de
neuroproteccion en estudios experimentales [67-70].

Trasplante de células

Uno de los tratamientos clinicos en fase exploratoria, es el trasplante de células que se diferencian a
neuronas dopaminérgicas para reemplazar a las neuronas que degeneraron en la SNpc. Sin embargo, los
resultados en estos estudios han sido controversiales. Por ejemplo, estudios post mortem en pacientes
con EP han revelado que las células madre de embriones implantados son tan propensas a degenerar
como las neuronas nativas en el drea del cerebro afectada destacando la necesidad de superar el
obstdculo de la degeneracion neuronal para mantener la eficacia de la terapia de trasplante de células
[71].

Terapia quirurgica
La estimulacion profunda del cerebro (EPC) es una técnica quirdrgica que involucra la implantacion de

electrodos en nucleos de los GB. La EPC es utilizada para tratar pacientes con sintomas motores
persistentes a pesar del tratamiento farmacolégico [72,73]. Las areas mas comunes que reciben
implantacidn de electrodos son el NST o el GPi [72]. Se ha postulado que la interrupcion del patron de
disparo del NST o GPi podria mejorar los sintomas de los pacientes con Parkinson, mediante la
normalizacién de la neurotransmision a lo largo de la salida de los GB [74]. Sin embargo, a pesar de
estos cambios eléctricos, quimicos y fisicos, no esta claro los mecanismos por los que la EPC mejora los
sintomas de la EP [72]. Por otro lado, esta técnica quirdrgica ha generado eventos adversivos en
pacietnes como ser: hemorragias intracraneales, infecciones y convulsiones post-operativas [75-77].
Deficiencias en la marcha al caminar, en el equilibrio y la velocidad han sido reportadas en pacientes con
EP implantados, mostrando incluso en algunos casos empeoramiento motor. Ademas, se han reportado
otros efectos secundarios como ser: deterioro cognitivo, déficit de memoria, deterioro fisioldgico,
depresidn, apatia, mania, ansiedad y panico [78].

Durante los ultimos 25 afios, la EPC se ha convertido en una terapia establecida y efectiva para el
tratamiento de la EP, sin embargo se necesita continuar con las investigaciones en este campo para
lograr nuevos desarrollos y tecnologias que puedan eliminar los efectos secundarios de esta
intervencion.

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

1.5. Agonismo Nicotinico como posible tratamiento para la EP

1.5.1 Estudios epidemiolégicos

Hace mas de medio siglo que existen estudios epidemioldgicos que muestran que el habito de fumar
tabaco se relaciona inversamente con la EP y otras patologias relacionadas con los Cuerpos de Lewy [80-
89]. Aunque nunca puede haber una justificacion para fumar, estos datos son utiles para poder
proporcionar informacion sobre los mecanismos subyacentes a esta correlacion negativa entre el habito
de fumar tabaco y la incidencia de la EP (50% menos de incidencia de EP), con el fin de lograr estrategias
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efectivas que reduzcan la incidencia y progresidén de esta patologia. Esto ha impulsado el estudio del
papel neuroprotector de la nicotina, alcaloide natural y componente mayoritario del tabaco, como el
compuesto mediador de este efecto beneficioso.

Una primera pregunta de la baja incidencia de EP relacionado con el habito de fumar tabaco, es si esto
es debido a un incremento en el riesgo de mortalidad asociado con fumar. Esto no pareceria ser el caso,
ya que los datos obtenidos de los estudios epidemioldgicos, muestran que la mortalidad en pacientes
con EP no fue influenciada con el habito de fumar tabaco. La correlacién inversa entre el habito de
fumar tabaco y la EP es dosis dependiente con una disminucién de la incidencia de la patologia tanto
con el aumento en la intensidad de fumar (numero de cigarrillos fumados por dia) y el nimero de afios
que la persona fuma.

Diferentes estudios in vitro e in vivo, incluyendo investigaciones de nuestro laboratorio, han mostrado
que el tratamiento con nicotina es beneficioso en diferentes modelos experimentales de
neurodegeneracion y especificamente en la EP [90-93].

1.5.2 Receptores de Acetilcolina

La ACh posee dos tipos de receptores blanco, uno es la familia de Receptores Muscarinicos y el otro es la
familia de los receptores Nicotinicos de Acetilcolina (nAChRs).

Receptores Muscarinicos

Se han descrito 5 tipos de receptores muscarinicos que se designan de M1 a M5 y se dividen en 2
grupos, los subtipos M1 (M1, M3y M5) y los M2 (M2 y M4) [94].

Estos receptores estan acoplados a una proteina G la cual ejerce una influencia moduladora activando a
través del sub tipo de receptor M1 e inhibiendo a través del M2, localizados ambos en pre-sinapsis de
aferencias corticoestriatal y nigroestriatal y somatodendriticamente en las MSN del CE. Autoreceptores
muscarinicos se encuentran presentes en interneuronas colinérgicas para regular la liberaciéon de ACh
[95]. En la EP, el antagonismo muscarinico ha sido uno de los primeros tratamientos para la EP y
continua siendo utilizado como tratamiento complementario. Su eficacia se atribuye a la reduccion de:
la sobreactividad de las interneuronas colinérgicas y la hiperactividad de la neurotransmisidn
glutamatergica corticoestriatal que se potencia luego de la degeneracién nigroestriatal [94,96]. Si bien
los antagonistas de los receptores muscarinicos proporcionan algunos beneficios para el tratamiento de
la EP, presentan efectos secundarios que incluyen deterioro cognitivo [96].

Receptores de Acetilcolina Nicotinicos Neuronales

Los nAChRs son una familia de canales pentaméricos transmembrana permeables al Na‘, K" y en
variados niveles al Ca*. Se conforman por el ensamblaje de cinco cadenas polipetidicas dispuestas en
forma simétrica alrededor de un eje perpendicular a la superficie de la membrana. Dichas subunidades
se han clasificado segun su peso molecular creciente en alfa (a), beta (), gama (y), delta (6) y épsilon (g)
[97, 98]. A su vez, existen diferentes subunidades de cada tipo y diferentes combinaciones de éstas
determinan las propiedades de cada sub-tipo de nAChR, como ser el tiempo de apertura del canal,
permeabilidad idnica, selectividad idnica, tasa de desensibilizacién, la sensibilidad a su agonista y su
distribucion celular [95, 99, 100].

Las subunidades mas abundantes y de mas amplia distribuciéon en el Sistema Nervioso Central (SNC) son
B2, a4 y a7. Otros tipos de receptores presentan una distribucion mas restringida, por ejemplo la
expresion de subunidad a6 y B3 estan principalmente limitadas a las neuronas catecolaminergicas [95].
El sitio de union al agonista estd presente en la subunidad a (sitio principal de unién) en la interfase con
la subunidad adyacente B que también contribuye complementariamente con residuos de unidn (sitio
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complementario de unién), en el caso de los receptores heteroméricos [99, 101]. Por otro lado, en le
SNC también existe un subtipo de receptor monomérico compuesto Unicamente por cinco subunidades
a7 [102].

Se ha sugerido que drogas que interactian con nAChR, como es la nicotina, podrian proteger contra el
dafio nigroestriatal. A su vez, la nicotina y compuestos similares alivian algunos de los efectos
secundarios asociados con las terapias de remplazo de DA en pacientes con EP y estudios recientes
sugieren que también podria tener efectos pro-cognitivos y antidepresivos [96].

La nicotina es un agonista de los nAChR, sugiriendo que el agonismo de estos receptores podria ser un
blanco terapéutico para la EP.

1.5.3 Interrelacidn entre los sistemas Nicotinico Colinérgico y Dopaminérgico

Es sabido actualmente que existe un gran solapamiento anatémico y funcional entre los sistemas
colinérgico y dopaminérgico en la via nigro-estriatal, la cual tiene un rol fundamental en la regulacion de
la fisiologia de los GB y en la EP [96].

Cuerpo Estriado

El CE estd dividido en dos areas, dorsal y ventral, asociadas a funciones diferentes. El CE dorsal recibe
principalmente innervacion dopaminérgica desde la SNpc con una pequefia contribucion del ATV. La
inervacion dopaminérgica del CE ventral (conocido como Nucleo Accumbens) llega desde el ATV, con
algunas entradas desde la SNpc (figura 2 B) [103, 6].

En la EP, el CE dorsal esta afectado en un alto grado, reflejando la degeneracion de la via nigro-estriatal,
mientras que la proyeccién mesolimbica desde el ATV es menos afectada (figura 2). Uno de los mayores
niveles de DA y ACh en el cerebro se encuentran en el CE.

El principal blanco de las terminales dopaminérgicas en el CE son las neuronas gabaérgicas MSN de
proyeccién [4]. La ACh en el CE deriva de una poblacion de interneuronas colinérgicas gigantes, cuyo
didmetro alcanzan los 40um. Si bien, esta poblacidn representa menos del 2% del total de la poblacién
de neuronas en el CE, estas neuronas presentan una extensa red de procesos que le permiten afectar la
actividad de todo el CE [130, 95]. Se ha estimado que existen 40.000 interneuronas colinérgicas en cada
CE de rata, pero cada una de estas neuronas forma medio millén de varicosidades en un area de hasta
1Imm de didmetro [104]. Por lo tanto, a lo largo del CE existe un extenso solapamiento de estas
interneuronas con la arborizacion dopaminérgica, lo que facilita su interaccion [105].

La descarga de las neuronas dopaminérgicas en el CE estd acompafada del silenciamiento de las
interneuronas colinérgicas, por lo tanto la liberacién de ACh cesa cuando aumenta la liberacidon de DA.
Esta respuesta reciproca coordinada se basa en los inputs nigroestriatal y taldmico hacia el CE, lo que
enfatiza alin mas la compleja inter-relacién entre los sistemas dopaminérgicos y colinérgicos en el CE
[104].

SNpc

Lasp proyecciones de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc hacia el CE son principalmente
responsables de la modulacidn de las funciones motoras y aspectos cognitivos del aprendizaje motor
[106]. Ademas de su innervacion estriatal, algunas neuronas de la SNpc inervan areas corticales y
limbicas. La DA es también liberada localmente en la SNpc y ATV; esta liberacién somatodendritica
puede ser modulada por los nAChRs [107]. La arborizacion dendritica de la SNpc se extiende a la
subyacente SNpr, cuya principal poblaciéon son neuronas gabaérgicas. Esta liberaciéon dendritica de DA
puede influenciar la actividad de las mismas neuronas dopaminérgicas de proyeccion a través de los
autoreceptores somatodendriticos y la actividad gabaérgica dentro de la SNpr, la cual forma parte de la
salida de los circuitos de la via directa e indirecta de los GB hacia el talamo [108].
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La SNpc contiene interneuronas gabaergicas, asi como también aferencias gabaérgicas desde el CE, GP y
la SNpr, que actian como un freno en la activaciéon celular dopaminérgica. Tanto las neuronas
gabaérgicas como las dopaminérgicas presentan nAChRs [109].

La entrada colinérgica a la SNpc proviene desde el nucleo Pedtnculo Pontino (PPT) situado en tegmento
pontomesencefalico en su region dorsolateral. EI PPT proporciona tanto entradas colinérgicas como
glutamatergicas que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [110]. Estudios han
mostrado que la estimulacion del PPT provoca el disparo en rafagas de las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc y provoca liberacion de DA en el CE, la cual es inhibida con la aplicacién tanto de antagonistas de
receptores nicotinicos o glutamatergicos, en la SNpc [110, 111].

Subtipos de nAChR en la SNpc

Por lo tanto, en la SNpc las neuronas dopaminérgicas que proyectan al CE son moduladas por aferencias
glutamatergicas, colinérgicas y gabaérgicas, asi como también interneuronas gabaérgicas.

En los somas de las neuronas dopaminérgicas esta presentan los subtipos a4p2* y a6B2* (donde el
asterisco indica la posible presencia de otro tipo de subunidad), que pueden ser diferentes a los
expresados en las terminales dopaminérgicas en el CE (figura 3) [60, 75, 118]. El subtipo de receptor
monomeérico a7 estd presente en bajas concentraciones en los cuerpos celulares pero no en las
terminales dopaminérgicas del CE (figura 3) [6, 96, 97]. Las interneuronas gabaérgicas de la SNpc
expresan nAChR heteroméricos a4f2* que también pueden estar presentes en aferencias gabaérgicas,
por ejemplo desde la SNpr. Las aferencias glutamatérgicas pueden presentar tanto a7 y como otros
nAChR, pero las aferencias colinérgicas desde el PPT parecerian estar desprovistas de nAChRs [96, 6].

Subtipos de nAChR en el CE

Las terminales dopaminérgicas en el CE presentan una variedad de subtipos de receptores a4f2* y
a6B2*. Se ha propuesto que los nAChR a7 residen en las terminales glutamatérgicas presentes en el CE
provenientes de la Corteza. Las terminales de las interneuronas gabaérgicas expresan Unicamente los
subtipos a4f2* (figura 3) [96, 112].
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Figura 3: Esquema representativo de la localizacion celular de los subtipos de nAChRs en a) CE y b) SNpc. Imagen adaptada de
Maryka Quik and Susan Wonnacott 2009 [96].

1.5.4 Alteracion de los nAChRs con el dafio de la via nigro-estriatal

Cuerpo Estriado
Se ha visto que luego del dafio experimental de la via nigroestriatal, tanto con la toxina MPTP como 6-

OHDA [ver Recuadro 3], existe una dramatica disminucion de los niveles del subtipo a6p2* en el CE y
esta disminucidn se correlaciona con la disminucién de los DAT [113, 114]. Por otro lado, los subtipos
a4B2* se ven menos afectados [115]. Una posible explicacién se podria deber a que en el CE la
expresidon de la subunidad a6 se restringe Unicamente a terminales dopaminérgicas, mientras que la
subunidad a4 se expresa tanto en las terminales dopaminérgicas como también en terminales
gabaérgicas, interneuronas gabaérgicas y aferencias serotoninergicas. Por lo tanto, al lesionar la via
nigroestriatal, se verian mas afectados receptores del subtipo a6B2* ya que la subunidad a4 se presenta
también en otros tipos celulares [96, 115].

Estudios que evaluan los efectos del dafio de la via nigroestriatal en los subtipos de receptores a7 en el
CE, han mostrado dificultades debido a los bajos niveles de expresidn de la subunidad a7 en el CE de
rata, mono y humano. Estos estudios sugieren que los niveles de expresién de a7 no parecerian cambiar
con el dafio de la via nigroestriatal, este resultado es conguente con el concepto de que los receptores
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nAChR a7 estan presentes en terminales no-dopaminergicas, incluyendo aferencias glutamatérgicas en
el CE [117, 116].

SNpc

En ,I)a SNpc existe una pronunciada disminucién del subtipo a6p2* comparada con los a4f2* luego del
dafio de la via nigroestriatal. Los receptores a4B2* estdn presentes en neuronas dopaminérgicas,
interneuronas gabaérgicas y aferencias desde la SNpr [113, 114]. Por lo tanto, luego de la lesién en la via
nigroestriatal, los subtipos de nAChR mas afectados son aquellos presentes principalmente en neuronas
dopaminérgicas, o sea los subtipos a6B2*. Por otro lado, no se observan cambios en el subtipo a7 [113,
114, 96].

Los datos mencionados acerca de los cambios de nAChR en la SNpc y CE luego de la lesion de la via
nigroestriatal son estudios donde se analizan las regiones en su totalidad, sin discriminar las
alteraciones por tipos celulares. Seria de gran importancia determinar con mas precision los efectos
de la lesion en los nAChRs de los diferentes fenotipos celulares, y especialmente, de las neuronas
dopaminérgicas que sobreviven luego de la lesidn.
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Recuadro 3: Modelos experimentales de EP

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 clasicamente se basan en la aplicacién 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
degeneracion neuronal. En la ultima década, se han sumado también diferentes modelos de animales
transgénicos [32].

A continuacidn se describen algunos de los modelos mas utilizados in vivo con neurotoxinas y genéticos.

Modelos con neurotoxinas

Los modelos experimentales de EP in vivo mas utilizados se basan en el uso de compuestos neurotdxicos, 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 rotenona [118].

Estas neurotoxinas pueden ser administradas por distintas vias como ser: inyecciones intracraneales mediante
estereotaxia en la SNpc, CE o en el HMCA, inyeccidon de toxinas por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal,
oral e intranasal [32]. Algunos de los modelos experimentales mas utilizados es el de dafo unilateral de la
funcién dopaminérgica estriatal con déficit contralateral de actividad motora [119-123, 92]. Actualmente los
modelos bilaterales no son utilizados ya que son incompatibles con el bienestar del animal [123].

MPTP

En ratones la MPTP es tipicamente administrada de forma sistematica, la cual una vez en el sistema es tomada
primero por los astrocitos y convertida a su metabolito téxico, MPP+. EI MPP+ es captado por neuronas
dopaminérgicas a través del DAT, donde ejerce su efecto téxico inhibiendo el complejo | mitocondrial, causando
la degeneracién de las neuronas. Esta toxina es ampliamente usada en estudios experimentales en ratones y
monos, sin embargo no se puede utilizar en ratas porque son insensibles a la misma. La utilizacidon de esta toxina
requiere medidas importantes de proteccion por parte del experimentador ya que atraviesa la barrera
hematoencefalica [124]. Por otra parte, la lesion causada en la SNpc no se acompafia de la formacién de
inclusiones celulares tipo CL, caracteristica distintiva de la EP.

6-OHDA

La 6-OHDA 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. La 6-OHDA
puede ingresar tanto en neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas e inducir dafio celular por una combinacidn
de efectos de ERO y quinonas téxicas (producto de su propia degradacion). Esta toxina cruza débilmente la
barrera hematoencefalica, por lo tanto para obtener una lesidn cerebral, debe ser inyectada directamente en el
cerebro por estereotaxia [90-93].

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 [90-93]. Sin embargo, al igual que el MPTP, no induce la formacidon de estructuras tipo
CL por lo que no reproduce un aspecto importante de la enfermedad.
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Continuacién Recuadro 3: Modelos experimentales de EP

Rotenona
La rotenona es una molécula citotoxica natural que pertenece a la familia de las isoflavonas, extraida de la

familia de las plantas Leguminosas. La rotenona es un conocido plaguicida y ha sido asociado a la aparicion de
EP en personas que han tenido exposicidn a esta toxina [127,128]. La rotenona cruza las membranas celulares y
afecta la fosforilacion oxidativa inhibiendo el Complejo | mitocondrial, reduciendo la actividad de la enzima
nicotinamida adenina dinucleotido reductasa [118]. Ademas de esta accidn sobre la respiracion mitocondrial, la
rotenona también inhibe la formacion de microtubulos. Este efecto es importante para el mecanismo de
neurodegeneracidn debido a que el exceso de mondmeros de tubulina es toxico para la célula [118].

En relacion al valor de la utilizacién de rotenona como modelo para la EP, diversos estudios han demostrado
que la inhibicidn sistematica del Complejo | por rotenona reproduce varias caracteristicas de la enfermedad
incluyendo un aumento del estrés oxidativo, inhibicion de la actividad proteosomal, la degeneracion de
neuronas dopaminérgicas y la formacion de agregados proteicos tipo CL ricos en a-sin [128, 129]

Varios trabajos han demostrado que la administracién de rotenona de forma sub-cutanea produce un severo
dafio en drganos periféricos. Por lo tanto para evitar estos efectos secundarios la rotenona es administrada de
forma directa en el CE, el HMCA o la SNpc [130, 131].

Tanto rotenona como 6-OHDA y MPTP inducen estrés oxidativo y degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas, sin embargo diversos estudios han demostrado que la agregacién de la proteina a-sin
Unicamente se observa con rotenona sugiriendo que su mecanismo de acciéon se asemejaria mejor a los
mecanismos fisiopatoldgicos de la EP [118].

Modelos genéticos

Se ha estimado que aproximadamente un 10-15% de todas las EP son causadas por alteraciones genéticas
[132]. En la ultima década se han hecho grandes avances en la identificacion de genes responsables de la EP
familiar. 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 [133]. Sin embargo, el costo de estos modelos hace que en muchos
laboratorios no puedan ser implementados.

1.5.5 Efectos de largos periodos de administracién de Nicotina

La administracion de largos periodos de nicotina (inyeccidn, mini-bombas, en el agua de beber o auto-
administracion), induce aumento de expresion de nAChR a4p2 en cerebros en modelos animales y en
humanos [162-167].

Por otro lado, la exposicidn a nicotina por tiempos prolongados afecta la expresion de los subtipos de
nAChR a6B2* presentes en el CE [139].

El subtipo a7 presenta una baja expresion en el CE y SNpc de rata, mono y humanos. Sin embargo, en el
CE de ratdn este subtipo a7 es facilmente detectable y se ha observado que con la administracion de
nicotina su expresion no se modifica o se observa un aumento [138]. La nicotina es la principal sustancia
responsable de la adiccion al tabaco, unas de las principales causas de muerte a nivel mundial [140]. Los
mecanismos subyacentes a la adiccién de nicotina son complejos, e involucran procesos celulares y
moleculares, asi como también remodelacidn de circuitos neuronales. La nicotina es un agonista clasico
que promueve la activacién y desensibilizacién de los nAChRs [141]. Ademas la nicotina puede aumentar
la expresidon de sus propios receptores fendmeno conocido como “up-regulation” [142], el cual se
————————————————
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corresponde con un incremento en el numero de receptores de alta afinidad. Es un proceso bastante
paraddjico en el campo de receptores, ya que usualmente la disminucidén en el nUmero de receptores
ocurre como un proceso de sobre-estimulacidon. Ha sido demostrado que la “up-regulation” de los
nAChR ocurre en el cerebro de fumadores de tabaco [142, 143]. La administracion crdnica de nicotina a
ratas se ha asociado con una potenciacidon en la liberacién de DA evocada por la nicotina. Esta
potenciacién ha sido correlacionada con la “up-regulation” de sitios de unién en diferentes regiones del
cerebro [144], indicando que es funcional y se ha asociado con cambios significativos en las propiedades
funcionales de los receptores [145] como ser incremento en la sensibilidad a la acetilcolina (ACh) y una
disminucion de la cinética de desensibilizacion [146]. La “up-regulation” de los nAChR inducido por la
nicotina, es un mecanismo post traduccional. Tratamientos crénicos de nicotina no alteran la
internalizacion de receptores superficiales desde la membrana plasmatica, ni el trafico post-endocitico
ni la degradacion lisosomal. El punto de accidn de la nicotina en la “up-regulation” de estos receptores
radica en un aumento del trasporte de nAChR desde la via secretora hacia la membrana plasmatica
[145]. El modelo planteado (figura 4), establece que la nicotina penetra en la célula y actia como
chaperona facilitando la maduracién de los péptidos precursores de los nAChRs en el RE. Esto podria ser
un posible constituyente de nuevos mecanismos de plasticidad neuronal, tanto en condiciones normales
como patoldgicas [146].

Figura 4: Esquema representativo de la maduracion

Endosome de los nAChR inducido por la nicotina. Luego de la
># sintesis de las subunidades en el RE, la nicotina induce
Lysosome Golgi la maduracién de las subunidades y el ensamblaje de

estas formando receptores pentaméricos. Los

receptores pentaméricos son exportados a la
superficie celular via el Aparato de Golgi donde se
recortan y procesan los azucares. Extraido de
Corringer y cols 2006 [146].
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1.5.6 Neuroproteccion con Nicotina en modelos experimentales de EP

Una aproximacion para evaluar los efectos neuroprotectores de la nicotina, ha sido trabajar con
modelos animales de dafio nigroestriatal [ver Recuadro 3]. Los estudios de los efectos del tratamiento
con nicotina en modelos de EP en animales han mostrado que el agonismo nicotinico tiene efectos
positivos sobre la funcionalidad de la via nigroestriatal luego de la lesién. Estos trabajos evalian el dafio
neuronal utilizando marcadores de integridad dopaminérgica estriatal, como son los niveles de DA y sus
metabolitos, la TH, el DAT y Trasportador Vesicular de Monoaminas (VMAT). Los estudios de
neuroproteccion de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc han dado variados resultados y solo se ha
observado prevencion de la muerte neuronal en algunos estudios en ratones. Hasta el momento no se
ha observado neuroproteccion en modelos in vivo en otros mamiferos [147- 152].
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Teniendo en cuenta la literatura acerca de los efectos positivos del agonismo nicotinico en la via
nigroestriatal en modelos de EP se podria decir que la eficacia del tratamiento depende de diferentes
variables:

1) Grado de lesién: Se ha observado que el grado del efecto positivo del agonismo nicotinico es mayor si
la lesion es moderada.

2) Dosis de nicotina: La nicotina exhibe una curva dosis-respuesta de forma de U, en donde la maxima
proteccidn se observa con regimenes intermediarios de nicotina [92, 153, 154].

3) Régimen de tratamiento con nicotina: Es necesario un pre-tratamiento con nicotina previo a la

lesion. Se ha visto que un régimen de nicotina de 2 a 3 semanas, previo al dafio de la via nigroestriatal
aumenta los niveles de DAT en el CE de ratas lesionadas en comparacidn a animales que no recibieron
régimen de nicotina. Sin embargo, no se han visto cambios en los niveles de DAT cuando la nicotina es
administrada (durante el mismo intervalo de tiempo) luego de la lesidén nigroestriatal. Estos resultados
sugieren que la accién primaria de la nicotina es proteccion contra la degeneracion que esta en curso,
mas que la restauracion del daifio neuronal [155].

4) Especie animal utilizada: Diferencias en las especies de animales utilizadas para los modelos de EP

podrian afectar los efectos del tratamiento con nicotina. Modelos de EP en ratones han mostrado
muchas variaciones en los resultados, mientras que los resultados en monos y ratas parecerian ser mas
consistentes [156]. Esto podria deberse a que, por ejemplo, la vida media de la nicotina en plasma de
ratones es de 5-10 minutos, mientras que en humanos, monos y ratas es de 1-2 horas, esto llevaria a
que la nicotina no estuviera el tiempo necesario en el plasma de ratones para lograr inducir los efectos
deseados. Por otro lado, los deterioros comportamentales en monos y ratas causados por dafo
nigroestriatal estan mdas préximos a parecerse a los deterioros presentes en los pacientes con EP, en
comparacion a lo observado en los ratones. Por analogia, el circuito estriatal en ratas y monos podria
parecerse mas al circuito estriatal en humanos [156].

5) Toxina utilizada en el modelo: La toxina utilizada para inducir dafio nigroestriatal podria ser una

variable importante. La nicotina podria proteger mas facilmente contra dafio inducido por 60HDA,
metanfetamina y paraquat, en comparacion del dafio inducido por MPTP. Esto es debido a que podrian
haber interacciones entre la nicotina y agentes neurotdxicos como es el MPTP, y esto podria resultar en
un incremento de la toxicidad [156]. Los estudios en modelos in vivo utilizando la toxina rotenona son
muy escasos, por lo tanto, no estan reportadas aun las diferencias en modelos con rotenona y el efecto
de la nicotina con respecto al resto de los modelos.

6) Distribucidn de los nAChRs: Existen variaciones en la distribucion de los subtipos de nAChRs entre las

distintas especies, lo que podria resultar en las diferencias observadas en los efectos mediados por la
nicotina mediante los nAChRs. Por ejemplo, la densidad de los nAChR a7 es relativamente alta en CE de
ratones, y baja en el CE de humanos, monos y ratas.

Por lo tanto, el modelo mas adecuado para evidenciar un efecto neuroprotector del agonismo
nicotinico seria: un tratamiento crénico e intermitente de nicotina a una dosis media que comience
antes de la lesidon y continde durante el proceso degenerativo, sumado a una lesion progresiva y
moderada.
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2. Antecedentes Particulares

Desde hace varios afios, el Departamento de Neuroquimica del IIBCE lleva a cabo una linea de
investigacién relacionada con el estudio de agonistas de nAChR como estrategia experimental para el
tratamiento de la EP.

Utilizando el modelo de EP de lesion unilateral de SNpc con la neurotoxina 6-OHDA en ratas, se
demostré que el agonismo nicotinico previene la disminucién de los niveles de DA y TH, y mejora la
disponibilidad de DA a ser liberada en los terminales del CE. Esta mejora metabdlica de los terminales
dopaminérgicos no se acompana de neuroproteccion, ya que no se observd una prevencion de la
muerte de las células dopaminérgicas de la SNpc [90-93].

El modelo de EP con 60HDA es ampliamente usado, pero como se menciond previamente, no reproduce
la formacion de agregados de a-syn tipo CL, caracteristica de la EP. Por el contrario, la administracion de
la toxina rotenona in vivo, genera agregado de a-syn y por ello ha sido sugerido que los modelos de EP
utilizando esta toxina, serian mas adecuados para estudios de mecanismos y posibles terapias para esta
enfermedad ya que reproducirian mejor los eventos fisiopatolégicos [Recuadro 3] [32, 130].

Por ello, la degeneraciéon de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc por rotenona podria ser un mejor
modelo para estudiar un posible efecto neuroprotector del agonismo nicotinico.

En mi tesis de grado de la Licenciatura en Bioquimica, realizamos una evaluacién de la inyeccion
intracerebral de distintas dosis de rotenona localmente en la SNpcy en el HMCA de ratas como modelo
de EP.

A partir de esto, pudimos concluir que, la inyeccidn de 1ul de rotenona directamente en la SNpc (dosis
evaluadas: 12, 9, 7, 5 y 3 pg/ul), causa una muerte celular rapida e inespecifica en el lugar de
administracion de la toxina, por lo que no pareceria ser un modelo apropiado para estudiar mecanismos
neuroprotectores.

Por otro lado, los resultados mostraron que la inyeccion de rotenona en el HMCA (dosis evaluadas: 1y
0,5ug/ul) provoca una degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc [157].

La rotenona es una molécula altamente lipofilica, y es capaz de atravesar facilmente las membranas
bioldgicas, incluida la barrera hemato-encefalica, por lo tanto, su ingreso a la célula es independiente de
un trasporte especifico [158]. Por ello, la rotenona no pareceria ser una toxina selectiva de las neuronas
dopaminérgicas. Sin embargo, diferentes estudios sugieren que las neuronas dopaminérgicas serian mas
sensibles a esta toxina. En el presente modelo de EP, la inyeccion de 1ug/ul de rotenona inyectada en el
HMCA indujo una degeneracion del 62% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc evaluada al mes
post lesién [157]. Por lo tanto esta dosis de la toxina inyectada en el HMCA pareceria ser un adecuado
modelo de EP y genera la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en un porcentaje que es el
deseable para poder evidenciar si un tratamiento es neuroprotector.

Dado que la administracion de la toxina se realiza en el HMCA, es probable que induzca la muerte de las
neuronas de forma mds progresiva que la muerte inducida por la administracién de neurotoxinas
directamente en la SNpc, modelo utilizado previamente por nuestro laboratorio.

En este sentido podria ser un modelo mas adecuado para evaluar la posible neuroproteccién por
agonismo nicotinico. Al generar una muerte mas lenta se estaria aumentando la ventana temporal para
que la estimulacién del los nAChRs ejerzan un efecto protector sobre las neuronas dopaminérgicas. La
evalauacion de este aspecto importante del modelo fue uno de los objetivos abordados en la presente
tesis.

Camila Mouhape Pagina 25



3. Hipétesis
La hipdtesis de este trabajo se centra en que el agonismo nicotinico crénico induce cambios en el

sistema nigroestriatal que llevan a una prevencion de la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc frente a diferentes agentes dafiinos como por ejemplo la toxina rotenona.

4. Objetivo general

En este marco, el presente trabajo de maestria tiene como objetivo general estudiar en un modelo
experimental de EP in vivo por administracion de rotenona en el HMCA, el posible efecto
neuroprotector del agonismo nicotinico crénico intermitente sobre las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc y los axones dopaminérgicos en el CE, y evaluar la posible participacion de los subtipos de nAChRs
presentes en dichas estructuras como mediadores de este efecto.

4.1 Objetivos especificos

1) Evaluacioén de la progresion de la lesion en el modelo de EP con rotenona:
a) Cuantificacién del nimero de neuronas TH-positivas en la SNpc por inmunohistoquimica a los 8
y 30 dias post lesion.

2) Estudiar el posible efecto neuroprotector del tratamiento crénico de nicotina sobre la via
nigroestriatal en el modelo de EP en ratas, evaluando:

a) A nivel de la SNpc: El nimero de neuronas TH-positivas en la SNpc y la expresién de la enzima
TH en las neuronas dopaminérgicas remanentes a la lesién.

b) A nivel del CE: Los niveles tisulares de DA en el CE, el nimero de axones dopaminérgicos
remanentes a la lesién y la expresion de la enzima TH en axones dopaminérgicas remanentes a
la lesion.

c) La funcidn motora de los animales mediante diferentes test comportamentales (footprint test,
cylinder test y campo abierto) en diferentes tiempos luego de la lesion.

3) Estudiar los cambios de los nAChRs en el modelo de EP en ratas y los efectos del agonismo
nicotinico sobre estos receptores:

a) Estudiar la expresion de las subunidades a4, a6 y a7 de nAChR en los somas neuronales
dopaminérgicas remanentes a la lesion en la SNpc.

b) Estudiar la expresidn de las subunidad a4 y a6 en los axones dopaminérgicos remanentes a
la lesion en el CE.
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5. Estrategia Experimental

Modelo de EP experimental con rotenona

Para evaluar la progresion de la lesidn en el modelo de EP con rotenona se inyectaron los animales con 1
ul de la toxina rotenona a una concentracion de 1pg/ul en el HMCA mediante estereotaxia y se
sacrificaron 8 dias después. El numero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc se cuantificé por
inmunohistoquimica y se los compard con el nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc a los 30
dias post lesion evaluado durante mi trabajo de grado. También se realizd la cuantificacion en animales
inyectados con el vehiculo de la rotenona y animales controles.

Evaluacion de neuroproteccién por agonismo nicotinico en el modelo de EP

Para cumplir con el objetivo de estudiar el posible efecto neuroprotector del tratamiento crénico con
nicotina en el modelo de EP, se administré nicotina durante 5 dias previos y hasta 30 dias después de la
lesion y se analizaron los efectos inducidos sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y sobre los
axones dopaminérgicos en el CE (figura 5). Tambien se realizaron test comportamentales para evaluar el
desempefio motos de los animales.

Para esto y para el resto de las actividades se trabajé con los siguientes grupos experimentales:

1- Grupo Rot + Nic: estos animales recibieron una inyeccién de 1ul de rotenona a una
concentracion de 1pg/ul en el HMCA y tratamiento diario con nicotina (0.4 mg/kg) durante 5
dias previos y hasta 30 dias después de la lesidn. El protocolo de administracidon de nicotina
presentd tres variables que consideramos importantes para potenciar el posible efecto
protector del agonismo nicotinico: la administracidn previa a la lesién, la administracién crénica
intermitente y la dosis intermedia de nicotina [166].

2- Grupo Rot + Sal: estos animales recibieron una inyeccidon de rotenona en el HMCA vy fueron
inyectados diariamente con salino (vehiculo de la nicotina) en un régimen igual al de nicotina.

3- Grupo DMSO/PGL + Sal: estos animales fueron inyectados con 1 pl de DMSO/PGL a una
concentracion de [1:1] (vehiculo de la rotenona) en el HMCA vy recibieron una dosis diaria de
salino en un régimen igual al de nicotina.

4- Grupo Control: a estos animales no se les realizd ningun tipo de tratamiento o intervencion
quirurgica.

Cabe destacar que no se realizd un grupo experimental tratado solo con nicotina (sin lesién con
rotenona) dado que el disefio experimental permite evaluar los efectos de la administracion de nicotina
en los parametros evalaudos en el hemisferio contralateral a la lesién de los animales que reciben la
toxina y el agonista nicotinico.

En cada experimento cada grupo experimental estuvo representado por un nimero de 4-6 animales.
Los animales fueron sacrificados a los 32 dias luego de la inyeccidn intracerebral de rotenona o
DMSO/PGL. Los estudios que se hicieron en los diferentes animales estan detallados en el anexo.

Los animales del grupo Nic + Rot recibieron la ultima inyeccion de nicotina 48 horas antes del sacrificio
con el objetivo de obtener resultados que evidencien los cambios inducidos por el tratamiento créonico
de nicotina y no un efecto agudo de la inyeccién del agonista. Los animales controles fueron
sacrificados cuando estaban en edad comparable con los animales tratados.

Para el andlisis a nivel de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc se cuantificé:
1) el nimero de neuronas TH-positivas en la SNpc por inmunohistoquimica para determinar si el
tratamiento con nicotina previene la muerte de estas neuronas.
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2) la expresidon de la enzima TH mediante inmunofluorescencia por determinacion del promedio
de la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) en las neuronas dopaminérgicas
remanentes a la lesion. El objetivo de este estudio fue evaluar si la expresién de la enzima TH
en las neuronas remanentes se afecta con los tratamientos.

Para el analisis a nivel de los axones dopaminérgicos en el CE se cuantificd:

1) los niveles tisulares de DA por cromatografia liquida de alta performance con deteccidn
electroquimica (HPLC-DE)

2) el porcentaje del area ocupada por la sefial TH-positiva por inmunofluorescencia para evaluar la
densidad de axones dopaminérgicos remanentes en el CE. Para estos estudios se subdividio el
CE en 4 regiones (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral) para poder discriminar entre las regiones
que reciben principalmente aferencias dopaminérgicas provenientes de la SNpc, de la VTA o
ambas.

3) laintensidad de la sefial TH+ por inmunofluorescencia (densidad dptica integrada) en las cuatro
regiones mencionadas en el CE como medida de la cantidad de la enzima.

Para evaluar los efectos funcionales del tratamiento de nicotina frente a la lesidn con rotenona, se
realizaron evaluaciones de la funcién motora de los animales mediante diferentes test
comportamentales. Estas evaluaciones se realizaron a los 4-6 dias (lesidn no establecida) y a los 30 dias
(lesidn establecida) luego de la inyeccidn intracerebral.

Se utilizé el modelo de campo abierto para evaluar la actividad motora general de los animales, el
footprint test para evaluar el patrén locomotor de los animales y el test del cilindro para evaluar la
unilateralidad en el uso de las patas delanteras de cada animal en un ambiente novedoso.

Los animales del grupo Rot + Nic recibieron la inyeccion diaria de nicotina luego de finalizados los tests
comportamentales para que el efecto agudo del agonista no afecte su desempefio motor.

Evaluacion de posibles cambios inducidos por el agonismo nicético sobre los nAChRs

Para cumplir con el objetivo de estudiar los posibles cambios inducidos por el agonismo nicético sobre
los nAChRs en el modelo de EP se realizaron cuantificaciones de las diferentes subunidades a de los
nAChRs sobre las neuronas dopaminérgicas en la SNpc y sobre el CE.

Las subunidades a de los nAChRs son las mas ubicuas en el Sistema Nervioso y en particular los nAChRs
que presentan la subunidad a6 se encuentran Unicamente en las neuronas catecolaminérgicas.

A nivel de la SNpc se cuantificé la expresion de los subtipos a4, a6 y a7 de subunidades por
inmunofluorescencia determinando la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) de la sefial en los
somas neuronales dopaminérgicos remanentes a la lesidn. A nivel del CE se cuantificd la densidad optica
integrada (doi) de la sefial a4 y a6 por inmunofuorescencia. En esta regidon no se evalud la subunidad a7
de los nAChR ya que la misma no se encuentra presente en los axones dopaminérgicos.

Ademas, se cuantificd el % de drea ocupada por la sefial a6+ en el CE con el objetivo de poder
comprobar si esta subunidad esta presente Unicamente en las neuronas catecolaminergicas.

Analisis de datos

La inyeccidn unilateral de neurotoxinas para inducir el dafio unilateral de la via dopaminérgica nigro-
estriatal es un abordaje ampliamente usado en la literatura de la tematica [90-93, 159-164].
Ademas de una minima mortalidad de los animales luego de la operacidn, la lesién unilateral presenta

otras ventajas frente a la lesion bilateral, incluyendo asimetria comportamental y la posibilidad de usar
el lado no lesionado como control interno. Esto ultimo tiene la ventaja de atenuar las interferencias
causadas por la variaciéon intrinseca entre animales y procedimientos experimentales, evitando sesgos
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metodoldgicos [159-161]. Por ello, los resultados se expresan habitualmente como un porcentaje del
parametro evaluado del lado inyectado intracerebralmente con la toxina respecto al lado contralateral a
la inyeccion intracerebral [90-93, 159-164]. Este abordaje para analizar los datos fue el utilizado en la
presente tesis.

Rotenona

Cuerpo
Estriado

HMCA

Test de Campo Abierto ~ Testde Campo Abierto
Test del Cilindro 4+ Test del Cilindro
8 * Footprint Test

Footprint Test

Rotenona [1pg en )
1pl] o DMSO/PGL | ' / sacrificio

12345 @7:Qu@® @36 (D) > dias

Analisis de la SNpc:

1. Numero de células TH+

2. Intensidad de sefial TH+ en neuronasdopaminérgicas
3. Intensidad de las sefiales de las

subunidades a4+, ab+y a7+ de los subtipos de
nAChR en neuronas TH+

Analisis del CE:

4. Nivelesde DA

5. Cantidad de axones dopaminérgicos

6. Intensidad de seial TH+

7. Intensidad de sefial a4+ en la zona del neuropilo
8. % area ocupada por lasenal a6

9. Intensidad de la sefial a6+ de nAChR

Figura 5: A: Modelo de EP experimental: Se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inyectando
unilateralmente por estereotaxia la toxina rotenona (1ug en 1pl) en el HMCA de las ratas utilizando las coordenadas (en mm): AP: -
3,5/L:-1,5/V:-7,8 segln el atlas de Paxinos y Watson [165]. Otro grupo de animales se inyectd en el HMCA con el vehiculo de la
rotenona (DMSO/PGL, 1:1, 1ul) B: Protocolo experimental: Se muestra: 1) el protocolo de administracion de nicotina o salino a los
animales durante 35 dias, 2) los tiempos en los que se realizaron todos los analisis y test comportamentales, la inyeccién
intracerebral de rotenona y el sacrificio de los animales.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Animales

En todos los experimentos 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. Los protocolos utilizados con los animales de
experimentacién han sido aprobados por la Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del II1BCE.

6.2 Inyeccion intracerebral de Rotenona y procedimiento quirurgico

La cirugia estereotaxica es un tipo de intervencidn quirurgica que utiliza un sistema de coordenadas
tridimensional para localizar pequefias estructuras dentro del cuerpo. En investigacion se utiliza la
estereotaxica para estudios con animales de experimentacion. El principal uso es para la introduccion de
farmacos en puntos especificos del cerebro, que de otra manera no serian capaces de atravesar la
barrera hematoencefdlica. En roedores, la aplicacién mds comun es la introduccién directa de fluidos, o
bien implantacion de una cdnula o un aparato de microdialisis.

Los animales fueron anestesiados con Ketamina/ Xilasina (80 y 5 mg/kg i.p, respectivamente) y
colocados en un aparato estereotaxico (D. Kopf) para inyectar 1ul en 1ug de la toxina rotenona (Sigma)
en el HMCA del lado derecho del animal y dejando el lado izquierdo como control sin lesion (figura 5 A).
Para esto se realizé una perforacidn en el craneo y se introdujo una jeringa Hamilton acoplada a una
unidad de micro-inyeccién (D. Kopf) utilizando las siguientes coordenadas (en mm) a partir de Bregma
de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson [165]: AP: -3,5/ L: -1,5/ y V: -7,8. En todos los grupos
experimentales, el volumen total de inyeccion fue de 1ul. Como vehiculo de rotenona, se utilizé dimetil
sulfoxido (DMSO) (Carlo Erba)/propilenglicol (Pgl) (Drogueria Industrial Uruguaya), (1:1).

Luego de la cirugia, los animales fueron suturados y mantenidos bajo observacidon hasta que se
recuperaron de la anestesia antes de ser trasladados al bioterio del IIBCE y monitoreados diariamente
hasta el momento de su sacrificio a los 32 dias pos lesion.

Como ya se menciond, luego de los 32 dias de la inyeccion de rotenona en el HMCA hay una muerte de
55% de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc, un porcentaje de muerte adecuado para poder
estudiar el potencial de posibles agentes neuroprotectores.

6.3 Administracion de nicotina

La nicotina fue administrada una vez al dia (0,4mg/Kg, subcutaneo) comenzando 5 dias antes de la lesién
con rotenona y hasta 48 horas antes del sacrificio (figura 5). Como ya se mensiond, este protocolo
incluye tres variables que consideramos importantes para potenciar el posible efecto protector del
agonismo nicotinico: la administraciéon previa a la lesidn, la administracion crénica intermitente y la
dosis intermedia de nicotina [166]. Todos los animales menos los del grupo control recibieron una
inyeccién diaria de nicotina o de salino para que la manipulacidén no sea una variable diferencial entre
los grupos experimentales tratados.

6.4 Evaluacion Morfolégica: Inmunohistoquimica

Procesamiento del tejido

32 dias luego de la administracion de rotenona los animales fueron anestesiados con uretano (2ml/Kg)
por via intraperitoneal y se procedio a la perfusidn transcardiaca. Para ello, se inyectd en el ventriculo
izquierdo del corazén 0.1ml de anticoagulante heparina (al 50%) y utilizando una bomba de perfusidn
(Masterflex L/S) se perfundié a través del ventriculo izquierdo con solucidn salina (60ml) para lavar la
sangre seguido paraformaldehido (PFA) al 4 % (250ml) para fijar el tejido, con sucrosa al 5% como
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criopreservante. Posteriormente se diseco el cerebro y se pos-fijé por inmersion en PFA 4% con 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 20um de espesor
en criéstato (Slee Mainz, MEV) a -22°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 -0,26mm y SNpc:
desde -4,8 a -6,4 mm. Los cortes se conservaron a -21°C hasta el momento de su uso.

Inmnofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica utilizada para detectar antigenos tisulares mediante la reaccion
antigeno-anticuerpo. Para detectar esta reaccion el anticuerpo especifico (inmunotincién directa) o el
anti-anticuerpo (inmunotincidn indirecta) deben estar marcados con una sustancia que absorbe o emite
luz o produce coloracién. En nuestro caso utilizamos inmuno-tincién indirecta con marcacién por
fluoréforos.

Protocolo

Los cortes seleccionados segln las coordenadas a estudiar, fueron incubados durante 30 minutos a 37°c
con una soluciéon de permeabilizacion que contiene buffer fosfato salino pH= 7,3 (PBS), D-L-lisina
0,0054M (Sigma) y tritdn x100 0,1% (Sigma). Luego se incubd con buffer de bloqueo (PBS, DL-Lisina 0,1%
y 5% de suero de cabra) para enmascarar los sitios de unidn inespecificos durante 30 minutos en cdmara
himeda. Posteriormente los cortes fueron incubados toda la noche en camara himeda a temperatura
ambiente con diferentes anticuerpos especificos en buffer de incubacién (PBS, DL-Lisina 0,1% y Suero de
Cabra 5%). Al final del periodo de incubacion los cortes fueron lavados en PBS para eliminar los
anticuerpos no unidos al antigeno. Posteriormente se incubd el anti-anticuerpo conjugado a los
diferentes fluorocromos (alexa 488 o alexa 543), diluido 1:800 en PBS, durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, los cortes fueron lavados con PBS para eliminar los anti-anticuerpos que no se
unieron a los anticuerpos especificos. Por ultimo se procedid al montado de los cortes con una solucidn
de glicerol al 70% en PBS 1x y se sellaron los cubre objetos al porta objeto con esmalte trasparente.

Para los estudios de cuantificacion de neuronas dopaminérgicas en la SNpc se utilizé una sola marcacion
con TH y para las inmunofluorescencia de las subunidades a4 y a6 de los nAChRs se realizaron co-
inmunomarcaciones con TH. Para detectar la subunidad a7 de los nAChR se incubd con a-bungarotoxina
conjugada a alexa 488 y se comarcé con TH para inmunofluorescencia (Tabla 1).

Tabla 1: Lista de anticuerpos y marcadores especificos utilizados en los ensayos histoquimicos.

Antigeno Tipo Especie en la que se | Dilucion utilizada Fabricante
genero
TH Policlonal conejo 1:1000 Thermo
TH Monoclonal raton 1:1000 Millipore
a4 nAChR Policlonal conejo 1:800 Alomone labs
a6 nAChR Policlonal conejo 1:500 Alomone labs
a7 nAChR Bungarotoxina- 1:500 Molecular Probes
conjugada a 488

Tabla 2: Lista de anticuerpos secundarios utilizados

Anti-anticuerpo Especie en la que se | Especie Dilucion utilizada
especifico genero inmunoreactiva

Alexa 488 Cabra conejo 1:800

Alexa 546 Cabra ratéon 1:800

Alexa 488 Cabra ratéon 1:800

Alexa 546 Cabra conejo 1:800
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Los resultados se analizaron en imagenes obtenidas utilizando un microscopio Confocal, (Leica, TCS SP2)
provisto de laseres que emiten a una longitud de onda de 488 y 543nm (Tabla 2).

Todas las imagenes utilizadas en este estudio fueron de plano focal Unico y adquiridas con una
resolucion de 1024 x 1024 pixeles, utilizando un lente objetivo de 40x (UPlanFLN AN=0,75, Olympus) o
un lente objetivo de inmersién de 60x.

En cada ensayo se realizaron los controles negativos incubando los cortes omitiendo los anticuerpos
especificos para establecer los niveles de “background” del tejido y la especificidad de los anticuerpos
especificos.

6.5 Analisis de la SNpc

Cuantificacion del numero de neuronas TH positivas

Para este andlisis se utilizd N=6 animales por condicidn experimental y se tomaron 6 cortes por rata
abarcando desde la coordenada -4,84 a la -5,22mm (SNpc) desde Bregma y se inmunomarcaron con TH.
Se utilizd microscopia confocal para capturar las imagenes y luego se procedié al conteo de neuronas
TH-positivas en la SNpc de ambos hemisferios de cada animal, el cual se realizé de forma manual
utilizando la herramienta cell counter del programa Image). Se contaron todas las neuronas marcadas en
las 4 regiones mostradas en la figura 6 y luego se sumaron obteniéndose el nimero total de neuronas
de cada SNpc (hemisferio derecho e izquierdo) por corte (figura 6). Los cortes seleccionados por cada
rata fueron: un corte a la altura de la SNpc anterior (coordenada aproximada -4,84mm), dos cortes a la
altura de la SNpc medial (coordenada aproximada -4,96; -5,00 mm), dos cortes a la altura de la SNpc
medial-posterior (coordenada aproximada -5,12; -5,16mm) y un corte a la altura de la SNpc posterior
(coordenada aproximada -5,22mm).
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Figura 6: A: Imagenes extraidas del Atlas de Paxinos y Watson [21]. Se muestran dos de las coordenadas aproximadas en las que se
realizaron los analisis de la SNpc. Se indica en color naranja el area de la SNpc del lado de uno de los hemisferios del cerebro de
rata. B: Imagen representativa de la SNpc donde se muestran las diferentes areas de cuantificacién del nimero de neuronas TH-
positivas, el area 5 corresponde al ATV la cual no fue cuantificada.
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Cuantificacion de la intensidad de fluoresencia de la seiial TH+ en neuronas dopaminérgicas de la
SNpc

Para este andlisis se utilizdé N=5 animales por condicidn experimental y se tomaron 4 cortes por rata
abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma
(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma). Estos cortes fueron inmunomarcados con TH para cuantificar
la intensidad de fluorescencia de la sefial TH-positiva de las neuronas dopaminérgicas remanentes. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de cada fluoréforo en el drea seleccionada se realizd
utilizando el parametro “mean gray value” del programa Imagel el cual se define como la suma de los
valores grises de todos los pixeles en la zona seleccionada dividido por el numero de pixeles.

Utilizando la herramienta ROl Manager del programa Imagel se procedidé a cuantificar la intensidad de
fluorecsencia/area seleccionada de cada neurona ajustando el umbral cambiando los colores de la figura
a escala de blancos y negros y luego se selecciond el contorno de cada neurona con la herramienta
wand tracing, omitiendo el nucleo de ésta (figura 7).

Cuantificacion de la senal de las subunidades a4, a6, a7 de los nAChR en las neuronas TH+

Para este andlisis se utilizdé N=5 animales por condicidn experimental y se tomaron 4 cortes por rata
abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma
(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma). Con el objetivo de poder cuantificar la intensidad de
fluorecsencia/area seleccionada de cada subunidad (a4, a6 y a7) en las neuronas dopaminérgicas (TH+),
se realizaron co-marcaciones para cada subunidad (a4, a6, a7) de los nAChRs y para la enzima TH, Con
el programa Image) utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la sefial TH+ se traspasaron
esas coordenadas hacia la imagen tomada para la sefial a4+ o a6+ o a7+ y se cuantificé la intensidad de
fluorecsencia/area seleccionada para esa sefial en cada neurona TH+ (figura 7).
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a4 nAChR

a6 nAChR

TH a7 nAChR

Figura 7: Imagenes representativas de las co-marcaciones para las neuronas dopaminérgicas TH+ y las distintas subunidades a4,
a6y a7 de los nAChR en la SNpc. En amarrillo se muestra la delineacion de las neuronas TH+ en la SNpc con omisién del nucleo y
la misma coordenada llevada a las figuras de las distintas subunidades de los nAChRs.
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6.6 Analisis del CE

Para los analisis en el CE se utilizd N=5 animales por condicion experimental y se tomaron 3 cortes por
rata abarcando las coordenadas aproximadas +0,22, +0,16, +0,1mm desde Bregma.

Para el estudio del CE, se dividié el CE en 4 dreas como muestra la figura 8 A, con el objetivo de estudiar
cada area por separado ya que cada drea del CE es inervada de forma diferente por las neuronas
dopaminérgicas de la SNpcy el ATV (Figura 2y 8).

Figure 31 Figupe 32 Figure 34

Bregia 0.24 mm Bregma 0.12mm {7 1 £2 Bregma -0.12 mm

Figura 8: A: Dibujo representativo de las 4 areas analizadas en el CE. M: CE Medial, V: CE Ventral, D: CE Dorsal y L: CE Lateral. B: Se
muestran las coordenadas aproximadas en las que se realizaron los analisis del CE en uno de los hemisferios del cerebro de rata.
Imagenes extraidas del Atlas de Paxinos y Watson [165] de las coordenadas aproximadas analizadas a nivel del CE.

Cuantificacién de la disminucién de axones dopaminérgicos (porcentaje area ocupada por la sefial TH+)
y de densidad éptica integrada de la sefial TH+ en CE

Como una aproximacién para evaluar la degeneracién de axones dopaminérgicos, se realizé la
cuantificacién de la disminucién de axones dopaminérgicos remanentes en el CE, mediante la utilizacidon
de imagenes de inmunofluorescencia para TH y se cuantificé el porcentaje de area ocupada por la sefial
TH+ con respecto a un area de tejido seleccionada. En cada medida se cuantificé también la densidad
Optica integrada (doi) de la sefial TH+ en el CE. La doi se define como la suma de los valores de los
pixeles en la imagen o en el area seleccionada, lo que es equivalente al producto del drea seleccionada y
el “mean gray value”.

Utilizando el programa Imagel se selecciond el area de tejido a cuantificar y para esto se dibujé un
rectangulo de aproximadamente 3,94 um2 el cual fue utilizado para todas las medidas en cada imagen.
Una vez seleccionada el drea a medir abarcando todo el tejido de la imagen pero evitando las zonas de
estriaciones, se ajustod el umbral de la imagen a escala de blancos y negros y se obtuvo el porcentaje de
area ocupada por la sefial TH+ y la doi de la sefial TH+, ambos parametros con respecto al drea de tejido
delimitado por el rectangulo. Se cuantificaron 14 areas por imagen, cubriendo un total de 47,28 um2 con
respecto al total del 4rea de la imagen (198,34 umz) (figura 9).
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Figura 9: Imagen de inmunomarcacién con TH de axones dopaminérgicos en el CE. Se muestra una representacion de las 14 areas
seleccionadas arbitrariamente para realizar: 1) la cuantificacion de axones dopaminérgicos calculado como el porcentaje de area
ocupada por la sefial TH+y 2) la doi de la sefial TH+.

Cuantificacion del porcentaje de drea ocupada por la sefial a6+ vy la intensidad de la sefial a6+ en el CE

Para este analisis se utilizaron las mismas imdagenes que para el analisis de la expresién de TH en el CE,
ya que se realizaron co-marcaciones para la subunidad a6 de los NnAChRs y para la enzima TH.

Se realizd la cuantificacidn del porcentaje de area ocupada por la sefial a6+ respecto a un area de tejido
seleccionada y en cada medida se cuantificé también la doi de la sefial a6+.

Con el programa Imagel utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la sefial TH+ se
traspasaron esas coordenadas hacia la imagen tomada para la sefial a6+ y se cuantificé el porcentaje de
drea ocupada por la sefial a6+ con respecto al area de tejido seleccionado con el rectanngulo (3,94 umz)
y la doi de la sefial a6+. En todas las imagenes se utilizd el mismo rectangulo. Se cuantificaron 14 areas
por imagen, cubriendo un total de 47,28 um2 con respecto al total del drea de la imagen (198,34 p.mz).

Cuantificacion de la intensidad de la sefial a4+ en la zona del neuropilo en el CE

Para este analisis se utilizaron las mismas imagenes que para el analisis de la expresién de TH en el CE,
ya que se realizaron co-marcaciones para la subunidad a4 de los nAChRs y para la enzima TH.

Se realizé la cuantificacién de la de intensidad de la sefial a4+ mediante la doi.

Con el programa Imagel utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la sefal TH+ se
traspasaron esas coordenadas hacia la imagen tomada para la sefial a4+ y se cuantificé la doi de la sefial
a4+ en la zona del neuropilo en el CE. En todas las imagenes se utilizd mismo rectangulo (3,94 umz) para
realizar la cuantificacion. Se cuantificaron 14 areas por imagen, cubriendo un total de 47,28 um2 con
respecto al total del 4rea de la imagen (198,34 umz).

6.7 Cuantificacidn de niveles tisulares de DA

La cromatografia es un método de separacidén fisica, en la cual, la separacion 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 mévil
liquida. Asi, la separacién de los componentes de la muestra se produce debido a sus interacciones
entre una fase liquida y una fase estacionaria sélida, contenida en una columna cromatografica. En este
trabajo se utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién electroquimica (del
inglés: High-Performance Liquid Chromatography with Electrochemical Detection, HPLC-ED). Se utilizo la
separacién por fase reversa en la cual la separacién consiste en una fase estacionaria no polar y una fase
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movil 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. Se utilizd un detector
electroquimico que se basa en la medicion 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 [167].

Para la cuantificacién de DA en el cerebro, los animales fueron sacrificados a los 32 dias después de la
inyeccién de rotenona o vehiculo. Los cerebros se removieron rdpidamente, luego se disecd el CE
(derecho e izquierdo) y se mantuvieron a —802C hasta su posterior analisis.

Para determinar los niveles tisulares de DA las muestras fueron pesadas, sonicadas en acido perclérico
0.1M (1000ul para el CE) y centrifugadas (15000 g) por 15 minutos a 42C. Se inyectaron 50ul del
sobrenadante en un HPLC-ED con una columna C-18 (particulas 5um, 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 carbdn vs. electrodo de referencia de Ag/AgCl). La fase movil utilizada 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. Para cuantificar los niveles de DA se compard la altura
del pico del analito con la de un estandar de concentraciéon conocida. N= 6 ratas por condicon
experimental.

6.8 Metodologia para los estudios comportamentales:

Se evalud el desempefio motor de los animales utilizando el modelo de campo abierto, el footprint test
y el test del cilindro [196, 197, 198].

El footprint test se le realizd a un grupo de animales conformado por N=6 animales por condicidn,
mientras que el campo abierto y el test del cilindro se les realizd6 a el mismo grupo de animales
comformado también por N=6 animales por condicidn (ver anexo).

Modelo de Campo Abierto

El campo abierto es un modelo ampliamente utilizado para evaluar la actividad locomotora general de
los animales [171-173]. Para esto cada animal fue colocado en una caja de 60 x 60 cm con paredes de
acrilico rojo de 40 cm de altura y una cdmara de video colocada encima del campo abierto, para filmar la
conducta de los animales durante 15 minutos. Los animales fueron evaluados a los 6 y 30 dias post-
lesion en el cuarto de experimentacion del Laboratorio de Farmacologia Experimental del 1IBCE.
Utilizando un programa de video seguimiento Ethovision XP (Noldus) se cuantificaron los siguientes
parametros: distancia recorrida, velocidad, tiempo en movimiento y tiempo en no-movimiento (figura
11 B).

Footprint test

El footprint test se realizé a los 4 como a los 30 dias post lesion con el objetivo de evaluar el patron que
tiene cada animal al caminar, se determiné: 1. Distancia entre la pata izquierda y derecha traseras 2.
Distancia del paso al caminar y 3. Distancia entre centros de las patas izquierda y derecha traseras
(figura 10).

Para ello, se pintaron con pintura no toxica las patas traseras derecha e izquierda y se registraron las
huellas de cada pata que el animal deja al caminar por un pasillo de 1 metro de largo y 10 cm de ancho
colocando en el piso un papel para registro de las huellas. En todos los casos se toman las medidas de
las pasadas en donde los animales lograron caminar sin interrupciones en el andar. Se promediaron las
medidas de 6 pasadas por animal.
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Figura 10: Esquema representativo de las medidas que se realizan en el “Footprint test”. 1. las distancias entre la pata izquierda y
derecha traseras 2. Distancia del paso al caminar y 3. Distancia entre centros de las patas izquierda y derecha traseras. Imagen
representativa del registro de huellas.

Test del Cilindro

Este test nos permitid evaluar la unilateralidad en el uso de las patas delanteras de cada animal en un
ambiente novedoso, donde solo pueden explorar de forma vertical realizando los que se conoce como
“rearings” [170].

Para ello, se colocé cada animal en un cilindro de 60cm de altura y 15cm de didmetro durante 3 minutos
y se filmo el animal desde la parte superior del cilindro. Se realizd este test tanto a los 6 como 30 dias
post lesion. Luego se determind en las filmaciones el nimero de veces que el animal apoyd cada pata
delantera cuando se pone erguido en el cilindro (“rearing”). Estos estudios se realizaron en el cuarto de
comportamiento del Laboratorio de Farmacologia Experimental del IIBCE. Los datos se expresaron como
la cantidad de veces que el animal utiliza su pata afectada por la lesidn (pata izquierda) en funcidn de las
veces que utiliza su pata no afectada por la lesién (pata derecha) (figura 11 A).

8
A“

Figura 11: Dibujo representativo de: A: Test del Cilindro, se muestra el cilindro y la cdmara de video que registra la exploracién del
animal. B: Se muestra el Modelo de Campo Abierto acoplado a una cdmara de video y la PC que posee el software de video-
seguimiento Ethovision XP.
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7. Analisis de los datos

Cuantificacion del numero de neuronas TH+ en la SNpc

Para este anlisis se utilizd N=6 animales por condicion experimental y se tomaron 6 cortes por rata
abarcando desde la coordenada -4,84 a la -5,22mm (SNpc) desde Bregma y se inmunomarcaron con TH.
Los resultados fueron expresados como la media de la relacion entre el nimero de células TH-positivas
en el lado ipsilateral y el contralateral a la lesidn + el desvio estandar (DE). Para evaluar las diferencias
entre los grupos experimentales se realizo el test de ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.

Cuantificacion de la intensidad de la sefial de TH y de las subunidades a4, a6, a7 de los nAChRs en las
neuronas dopaminérgicas remanentes a la lesién en SNpc

Para este andlisis se utilizd6 N=5 animales por condicidon experimental y se tomaron 4 cortes por rata
abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma
(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma).

En todos los casos se cuantifico la intensidad de fluorescencia (“mean gray value”) de la TH o de las
distintas subunidades (a4, a6, a7) en la SNpc de ambos hemisferios en cada animal. En cada coordenada
se cuantificd la intensidad de fluorescencia en las células en cada area de la SNpc (figura 6), luego se
realizé un promedio de la intensidad de fluorescencia en las células por area. Por ultimo se realizd un
promedio entre todas las areas de la SNpc medidas. El mismo analisis se realizd para el caso de la
intensidad de fluorescencia de la sefial de las distintas subunidades (a4, a6, a7).

Los resultados fueron expresados como la media de la relacidn entre la intensidad de fluorescencia de
cada seial en el lado ipsi y el contralateral a la lesién + DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos
experimentales se realizé el test de ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.

Cuantificacion de la doi de TH y de las subunidades a4 y a6 de los nAChRs en los axones
dopaminérgicos remanentes en el CE.

Para los analisis en el CE se utilizd N=5 animales por condicidon experimental y se tomaron 3 cortes
coronales por rata abarcando las coordenadas aproximadas +0,22, +0,16, +0,1mm desde Bregma. Se
cuantificé la doi de la sefial TH+ o0 a6+ o a4+ en las diferentes areas del CE (figura 9).

Luego se realizé un promedio de la doi de cada sefial y se realizé este analisis en cada area del CE por
separado y se promedio el resultado de los 3 cortes por animal. Los resultados fueron expresados como
la media de la relacién entre la doi de cada sefial analizada en el lado ipsi y el contralateral a la lesion *
DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos experimentales se realizo el test de ANOVA de una cola
seguido por el test de Tukey.

Analisis de los datos de la cuantificacién de los niveles de DA en el CE

Para los analisis en el CE se utilizé6 N=6 animales por condicion experimental.

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

Los resultados fueron expresados como porcentaje de los niveles de DA del lado ipsilateral (derecho)
con respecto al lado contralateral a la lesion (izquierdo) (%D/1). Para evidenciar diferencias entre los
grupos, los datos fueron analizados mediante el test ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.

Andlisis de datos de los test funcionales

Para el caso de los tres test comportamentales utilizados, los datos fueron expresados como la media +
DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos experimentales se realizo el test de ANOVA de una cola
seguido por el test de Tukey.
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8. Resultados

8.1. Analisis de la progresion de la lesion con rotenona

La EP es una patologia progresiva, por lo tanto esta caracteristica es deseable en un modelo
experimental en donde se estudian tanto las bases neuroldgicas de la patologia como posibles blancos
terapéuticos. Para realizar el andlisis de la progresion de la lesidén en nuestro modelo de EP se inyectaron
animales con rotenona (1ug en un volumen final de 1ul) o vehiculo de la toxina (1 ul de DMSO/PGL) en
el HMCA y se sacrificaron a los 8 dias luego de la inyeccion intracerebral.

El tejido fue procesado para inmunofluorescencia junto con el de animales controles y se procedié a la
cuantificacién del nimero de células TH-positivas en la SNpc.

La cuantificacidon del nimero de células TH-positivas en la SNpc a los 8 dias post inyeccidn intracerebral
de rotenona o su vehiculo se compard con la cuantificacidn realizada a los 30 dias post inyecciéon en el
trabajo de mi tesis de grado en Licenciatura (ver antecedentes particulares). Los resultados muestran
que a los 8 dias luego de la inyeccién de rotenona hay un 30% de muerte de células TH-positivas, en el
lado ipsilateral a la lesidn con respecto al lado contralateral. Esta disminucién del numero de células TH-
positivas a los 8 dias post lesion no es significativa con respecto a los animales controles. La disminucion
de células TH+ a los 30 dias post lesion (62% de muerte) fue significa con respecto a los 8 dias post
lesidn (figura 12).

La inyeccién intracerebral de DMSO/PGL (vehiculo de la rotenona) mostré una pequefia tendencia a
disminuir el nimero de células TH-positivas en el tiempo, pero que no llega a ser significativa entre los
grupos analizados 8 y 30 dias post inyeccion o cuando se compara con los valores de animales controles.

Por otro lado, el numero de células TH-positivas a los 30 dias luego de la administracidn de rotenona es
significativamente diferente con respecto al nimero de células de los animales inyectados con
DMSO/PGL y analizados luego de 30 dias.
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Figura 12: Progresion de la lesion con rotenona inyectada en el HMCA: A: Cuantificacién del nimero de células TH-positiva en la
SNpc a los 8 dias, comparado con el numero a los 30 dias post inyeccidon (antecedentes particulares). Los datos son expresados
como la media + DE de la relacién entre el nimero de células TH-positivas en el lado ipsilateral y el contralateral a la inyeccion
intracerebral. ### = p< 0.0001 con respecto al control, °°° = p< 0.0001 con respecto a dmso/pgl 30 dias, <<< = p< 0.0001 con
respecto a DMSO/PGL 8 dias y /= p<0.05 con respecto a Rotenona 8 dias. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N = 6
animales por grupo experimental B: Imagenes representativas de neuronas TH+ (en verde) en cortes coronales de SNpc. Se
muestra arriba: SNpc de animal inyectado con rotenona luego de 8 dias, abajo: SNpc de animal inyectado con rotenona luego de
30 dias. N = 6-7 animales por condicién experimental.

8.2. Analisis de la SNpc

Para estudiar los efectos del tratamiento con nicotina en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc del
hemisferio lesionado, se cuantificé el nimero de células TH-positivas, la intensidad de la sefial TH-
positiva y la intenidad de la sefial de las subunidades a4, a6 y a7 del nAChR en las células
dopaminérgicas remanentes de la SNpc ipsilateral a la inyeccién intracerebral, en animales controles,
inyectados con el vehiculo de rotenona en el HMCA, inyectados con rotenona en el HMCA con y sin
tratamiento con nicotina. Estos estudios se realizaron a los 32 dias luego de las inyecciones
intracerebrales.

8.2.1 Cuantificacién del nimero de células TH-positivas

La administracion de rotenona en el HMCA causdé una disminucidn significativa del 55% en el nimero de
neuronas TH-positiva de la SNpc en el lado ipsilateral con respecto al lado contralateral a los 32 dias post
inyeccién. Esta disminucién fue prevenida significativamente en los animales que recibieron el
tratamiento con nicotina (figura 13).

No se observaron diferencias significativas en el nimero de células TH+ en la SNpc de los hemisferios
contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, figural).
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Figura 13: Efecto del tratamiento con nicotina sobre el nimero de neuronas dopaminérgicas de la SNpc. A: Cuantificacion del
numero de células TH-positivas en la SNpc de los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media + DE
de la relacién entre el nimero de células TH-positivas en el lado ipsilateral y el contralateral a la inyeccidn intracerebral. ## =
p<0,001 con respecto al Control, °°= p<0,001 con respecto a dmso/pgl y * = p<0.05 con respecto a Rot+Nic. Test de ANOVA
seguido por test de Tukey B: Imdagenes representativas de la SNpc ipsilateral a la inyeccién en los diferentes grupos
experimentales. Se observan las neuronas TH-positivas (verde) de cortes coronales. Microscopia confocal 20x. N = 4-6 animales
por condicién experimental.

8.2.2 Cuantificacién de la intensidad de la sefial TH+ en neuronas remanentes de la SNpc

Para estudiar si la expresién de la enzima TH se modifica luego de la lesidn con rotenona y con el
tratamiento con nicotina, se determind la intensidad de la sefial TH en las neuronas dopaminérgicas en
los diferentes grupos experimentales. La sefial de la expresion de la enzima TH en las neuronas
dopaminérgicas remanentes en la SNpc, no pareceria estar afectada por la lesidon con rotenona, su
vehiculo o el tratamiento con nicotina (figura 14).
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Figura 14: Intensidad de fluorescencia de la sefial TH+ en neuronas TH A: Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la
sefial TH+ en neuronas TH. Los datos son expresados como la media de la relacion entre la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de a sefial TH+ del lado ipsilateral a la lesion y el lado contralateral + DE. B: Imagenes representativas de la SNpc
ipsilateral a la lesion. Se observan las neuronas dopaminérgicas TH+ (rojo) de la SNpc, de cortes coronales. Las imagenes fueron
tomadas utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condicidn experimental.

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la sefial TH en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos
experimentales (Anexo, figura 2).

8.2.3 Cuantificacion de la intensidad de las sefiales de las subunidades a4, a6 y a7 de los nAChR en las
neuronas dopaminérgicas remanentes de la SNpc

Se determind la intensidad de la sefial a4, a6 y a7 en las neuronas TH-positivas en los diferentes grupos
experimentales.

La expresion de la subunidad a4+ de los nAChRs en las neuronas remanentes TH+ de la SNpc, no mostré
alteraciones con ninguno de los tratamientos (Figura 15).
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Figura 15: Efecto de los tratamientos sobre la expresion de de la subunidad a4 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc A: Cuantificacion de la intensidad de la sefial de la subunidad a4 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos
experimentales. Los datos son expresados como la media + DE de la relacién entre la cuantificacién del valor promedio de la
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesidn y el cotralateral. B: Imagenes representativas
de la co-inmunomarcacién para TH y a4 de la SNpc ipsilateral a la inyeccidén intracerebral. Se observan las neuronas
dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad a4 de nAChR en verde. Las imagenes fueron tomadas utilizando Microscopia
confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condicién experimental.

Por otro lado, los animales inyectados con rotenona presentaron una disminucion significativa de la
expresion de la subunidad a6+ de los nAChRs en las neuronas TH+ con respecto a los animales
inyectados con el vehiculo de la rotenona (pero no con respecto a los animales controles). Esta
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disminucidn se pierde cuando los animales son lesionados con rotenona y tratados con nicotina (Figura
16).
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Figura 16: Efecto de los tratamientos sobre la expresién de de la subunidad a6 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc. A: Cuantificacidn de la intensidad de la sefal de la subunidad a6 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos
experimentales. Los datos son expresados como la media + DE de la relacién entre la cuantificacion del valor promedio de la
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesidn y el cotralateral. Test de ANOVA seguido por test de
Tukey. B: Imagenes representativas de la co-inmunomarcacion para TH y a6 de la SNpc ipsilateral a la inyeccién intracerebral. Se

observan las neuronas dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad a6de nAChR en verde. Las imagenes fueron tomadas
utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condicion experimental.
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La expresion de la subunidad a7 de los nAChR en las neuronas TH+ remanentes de la SNpc fue similar en
todos los grupos experimentales (figura 17).
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Figura 17: Efecto de los tratamientos sobre la expresion de de la subunidad a7 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc. A: Cuantificacion de la intensidad de la sefial de la subunidad a7 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos
experimentales. Los datos son expresados como la media + DE de la relacion entre la cuantificaciéon del valor promedio de la
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesidn y el cotralateral. Test de ANOVA seguido por test de
Tukey. B: Imagenes representativas de la co-inmunomarcacion para TH y a7 de la SNpc ipsilateral a la inyeccion intracerebral. Se
observan las neuronas dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad a7 de nAChR en verde. Las imagenes fueron tomadas
utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condicidn experimental.
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No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la sefial para a4, a6 y a7 en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos
experimentales (Anexo, figura 3).

8.3. Andlisis del Cuerpo Estriado

Para estudiar los efectos del tratamiento con nicotina sobre los axones dopaminérgicos en el CE
lesionado, se determinaron los niveles tisulares de DA, la densidad de axones dopaminérgicos, la
intensidad de fluorescencia de la sefial TH+ y de las subunidades a4 y a6 de los nAChR en el CE
ipsilateral a la inyeccidn intracerebral en todos los grupos experimentales. Estos estudios se realizaron a
los 32 dias luego de las inyecciones intracerebrales.

8.3.1 Cuantificacion de los niveles tisulares de DA en el CE

Se evalud el efecto de la lesion con rotenona y del tratamiento de nicotina sobre los niveles de DA en el
CE cuantificados por HPLC en todos los grupos experimentnales.

En los animales lesionados con rotenona, los niveles remanentes de DA fueron significativamente
menores que los controles (23% y 101% para rotenona y controles, respectivamente). El tratamiento
con nicotina previno significativamente la disminucion de DA del lado lesionado: los niveles de DA en el
CE lesionado de este grupo experiemntal mostraron un 60% de DA remanente en el CE, valor muy
similar a los animales tratadados con DMSO/PGL. Los animales que fueron inyectados con el vehiculo de
la rotenona (DMSO/PGL) mostraron una tendencia a presentar menos DA en el CE que no fue
significativa con respecto al grupo control (figura 18).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de DA en el CE de los hemisferios
contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, figura 4).

1501

1004
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o
1

o

Niveles de DA en CE %(ipsi/contra)

Figura 18: Cuantificacion de los niveles tisulares de DA en el CE. Los datos son expresados como la media+ DE de la relacion entre
los niveles de DA del lado ipsilateral y contralateral a la inyeccidn intracerebral. ## = p<0.001 con respecto al control, °° = p<0.001
con respecto a DMSO/PGL+Sal * = p<0.05 con respecto a Rot+Nic. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N = 4-6 animales por
condicidn experimental.
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8.3.2 Cuantificacién de la densidad de los axones dopaminérgicos en el CE

Para evaluar si la lesién con rotenona causa una disminucion del nimero de axones dopaminérgicos en
el CE y estudiar el efecto del tratamiento con nicotina en este parametro se realizé la cuantificacion del
porcentaje de drea ocupada por la sefial TH+ en las distintas zonas del CE en los cuatro grupos
experimentales. Los resultados muestran que de las cuatro zonas del CE analizadas (figura 8), la lesidn
con rotenona afectd significativamente la zona del CE lateral causando una disminucion del 44% del drea
ocupada por la sefial TH+. El tratamiento con nicotina previno significativamente esta disminucion
(figura 19 y 20). Los animales tratados con el vehiculo de la rotenona no mostraron alteraciones.
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CE Medial

Control
CE Lateral
Control R+N
CE Dorsal
Control R+N
CE Ventral
Control

Figura 19: Imagenes representativas de cortes coronales del CE ipsilaterales a la inyeccion intracerebralinmunomarcados para
TH. Se observan los axones dopaminérgicos TH+ (rojo) en las diferentes regiones del CE analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y
Ventral). Las imagenes fueron tomadas utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x.
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Figura 20: Cuantificacion del % de area ocupada por la sefial TH-positiva en las diferentes zonas del CE analizadas. Los datos son
expresados como la media + DE de la relacién entre el % de drea ocupada por la sefial TH-positiva del lado ipsi y contralateral a la
lesion. ** = p<0.001 con respecto a Rot+ Nic y ° = p<0.05 con respecto a DMSO/PGL+Sal. Test de ANOVA seguido por test de
Tukey. N=4-5 animales por condicidn experimental.

No se observaron diferencias significativas en el % de drea ocupada por la sefial TH en las diferentes
regiones analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales
(Anexo, figura 5).

8.3.3 Cuantificacién de la intensidad de la sefial TH+ en el CE

Para evaluar si la lesién con rotenona o el tratamiento con nicotina afectan los niveles de TH en el CE, se
evaluo la intensidad de la sefial de TH en las 4 zonas del CE. Los resultados muestran que la lesion con
rotenona disminuyd un 49% la intensidad de la sefial de TH+ en el CE lateral, disminucién significativa
con respecto a los animales controles. Esta disminucion fue prevenida significativamente por el
tratamiento de nicotina (figura 21).
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Figura 21: Cuantificacion de la sefial TH-positiva en las diferentes regiones del CE analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral).
Los datos son expresados como la media + DE de la relacién entre la cuantificacién la densidad dptica integrada (DOI) del lado
ipsilateral a la lesion y el cotralateral. *= p<0.05 con respecto a Rot+ Nic. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N=4- 5
animales por condicidn experimental.

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la sefial TH en las diferentes regiones
analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo,

figura 6).

8.3.4 Cuantificacién de la intensidad de la sefial a4+ en la zona del neuropilo en el CE

Para evaluar si la lesidon con rotenona afecta la expresion de la subunidad a4 de los nAChR en el CE y
estudiar el efecto del tratamiento con nicotina en este parametro se realizé la cuantifico la sefal a4 el
neuropilo de las distintas zonas del CE en los cuatro grupos experimentales. Los resultados muestran
que la lesion con rotenona no afecta la intensidad de sefal de esta subunidad en ninguna de las areas
evaluadas. Por otro, lado el tratamiento de nicotina indujo una tendencia a incrementar la intensidad de
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la sefial de esta subunidad en la zona del CE lateral y dorsal comparado con los controles que no es
significativa (figura 22 y 23).

CE Lateral

TH Subunidad a4 de nAChR Subunidad a4 de nAChR + TH

Control

TH Subunidad «4 de nAChR Subunidad a4 de nAChR + TH

Rot+Sal

TH Subunidad a4 de nAChR Subunidad a4 de nAChR + TH

Rot+Nic

Figura 22: Imagenes representativas de cortes coronales del CE lateral hemisferio ipsilateral a la inyeccidn intracerebral inmuno-
marcados para TH (rojo) (izquierda), a4 (verde) (medio) y superposicion de ambas fotos (derecha). Las imagenes fueron tomadas
utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x. Escala=50um.
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Figura 23: Cuantificacion de la intensidad de la sefial a4 en la zona del neuropilo en las diferentes regiones del CE analizadas
(Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media + DE de la relacién entre la cuantificacion la
densidad Optica integrada (DOI) del lado ipsilateral a la lesién y el cotralateral. N=4- 5 animales por condicién experimental.

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la sefial a4 en las diferentes regiones
analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo,
figura 7).

8.3.5 Cuantificacidn del porcentaje de area ocupada por la seial a6 en el CE

Se cuantifico el porcentaje del area ocupada por la sefial a6+ en las diferentes zonas del CE analizadas
en los 4 grupos experimentales. Los resultados muestran que de las cuatro zonas analizadas, la lesion
con rotenona afectd unicamente la zona del CE lateral causando una tendencia a disminuir 32% del area
ocupada por la sefial a6+ tendencia que es prevenida por el tratamiento con nicotina. A su vez, el
tratamiento con nicotina también fue capaz de inducir un aumento significativo en el % del area
ocupada por la sefial a6+ con respecto al grupo control, el inyectado con DMSO/PGL y el inyectado con
rotenona (figura 24).
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Figura 24: Cuantificacion del % del area ocupada por la sefial de la subunidad a6 de nAChR en las diferentes regiones del CE
analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media + DE de la relacion entre la cuantificacion
del % del area ocupado por la sefial del lado ipsilateral a la lesién y el. *** = p<0.0001 con respecto a Rot+Nic, ##= p<0.001 con
respecto al control y °°= p<0.001 con respecto a DMSO/PGL+Sal (vehiculo de la rotenona). Test de ANOVA seguido por test de
Tukey. N=4- 5 animales por condicién experimental.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de area coupada por la sefial a6 en las
diferentes regiones analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos
experimentales (Anexo, figura 8).
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8.3.6 Cuantificacién de la intensidad de la sefial a6+ de nAChR en el CE

La cuantificacion de la intensidad de la sefial para la subunidad a6 de nAChR en el CE mostré que para la
zona del CE lateral la rotenona induce una tendencia a disminuir la expresion de esta subunidad. Por
otro lado, el tratamiento con nicotina pareceria inducir una tendencia a prevenir la disminucién de esta
subunidad (figura 25).
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Figura 25: Cuantificacion de la intensidad de la sefial de la subunidad a6 de nAChR en las diferentes regiones del CE analizadas
(Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media + DE de la relacién entre la cuantificacién de doi de la
sefial del lado ipsilateral a la lesion y el cotralateral. N=4- 5 animales por condicion experimental.

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la sefial a6 en las diferentes regiones
analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo,
figura 9).
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CE Lateral

Subunidad a6 de nAChR Subunidad a6 de nAChR + TH

h . . -

Subunidad a6 de nAChR Subunidad a6 de nAChR + TH

- . . .

Subunidad a6 de nAChR Subunidad a6 de nAChR + TH

Figura 26: Imagenes representativas de cortes coronales del CE lateral hemisferio ipsilateral a la inyeccidn intracerebral. Se

Rot+Nic

observa la sefial de la inmuno-marcacion para TH (rojo) (izquierda), a6 (verde) (medio) y superposicion de ambas fotos (derecha).
Las imagenes fueron tomadas utilizando Microscopia confocal con un aumento de 40x. Escala=50um.
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8.4. Evaluacion de la funcién motora

Para estudiar si los cambios inducidos por el tratamiento con nicotina tendientes a normalizar las
alteraciones causadas por la lesién con rotenona en las neuronas dopaminérgicas se veian reflejadas en
mejoras funcionales, realizamos evaluaciones de la funcién motora a los animales de los diferentes
grupos experimentales utilizando 3 tests comportamentales: campo abierto, footprint test y test del
cilindro.

8.4.1. Campo Abierto

Los resultados de la medicidon de los diferentes parametros de actividad locomotora horizontal en
campo abierto (velocidad, el tiempo en movimiento, tiempo en no movimiento y distancia recorrida) no
mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentale tanto a los 6 como a los 30
dias post lesion (figura 27).
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Figura 27: Estudio de la actividad locomotora en campo abierto utilizando el programa Etho-Vision. A: velocidad de exploracién,

B: tiempo en movimiento, C: tiempo en no movimiento y D: distancia recorrida. Todos los parametros fueron evaluados a los 6 y

30 dias post lesion. N=4- 6 animales por condicidn experimental.
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8.4.2. Footprint test

Los resultados evidenciaron que la lesion genera que los animales acorten el paso a los 4 dias post lesion
(paramento 2: distancia del paso al caminar) significativamente con respecto a los animales control, sin
embargo se pierde esta diferencia a los 30 dias post lesidn. Esta alteracion no se observa en los animales
lesionados y tratados con nicotina a los 4 dias ni a los 30 dias post lesion. En los otros parametros
evaluados (distancias entre la pata izquierda y derecha traseras y distancia entre centros de las patas
izquierda y derecha traseras), no se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos
experimentales (Tabla 3).

Tabla 3: Evaluacién motora utilizando el Footprint Test. En este test se evaluaron los siguientes pardmetros: 1. la distancia del
paso de cada pata trasera (izquierda y derecha) 2. Distancia entre patas (izquierda y derecha traseras) y 3. Distancia entre centros
de las patas izquierda y derecha traseras.

4 dias post- Paso pata It Paso pata D+ SD Distancia entre Distancia entre
lesion SD (cm) (cm) patas I-D1SD (cm) centros +SD (I-D) cm)
R+Sal 12,8"+1,13 12,61%+1,17 3,55+0,44 7,24+0,4

R+Nic 13,64+0,71 13,74+0,67 3,60+0,38 7,65%0,25
DMSO/PGL+Sal | 14,12+1,18 14,05+1,3 3,74+0,31 8,10+0,92

Control 14,47+0,76 14,38+0,66 3,95+0,39 8,3040,41

30dias post- Paso pata I+SD | Paso pata D +SD Distancia entre Distancia entre
lesion (cm) (cm) patas I-D1SD (cm) centros +SD (I-D) (cm)
R+Sal 14,70+1,48 14,60+1,55 3,52+0,49 7,95+0,57

R+Nic 15,38+1,33 15,39+1,09 3,53%0,31 8,51+0,51
DMSO/PGL+Sal | 15,47+1,41 15,09+1,48 3,84+0,19 8,62+1,08

Control 16,14+0,95 15,96+1,11 3,52+8,69 8,69+0,39

Los datos son expresados como la media + DE. # = p<0.05 con respecto al control a los 4 dias post lesion. Test de ANOVA seguido
por test de Tukey. N=4- 6 animales por condicién experimental.
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8.4.3. Test del Cilindro

A los 6 dias luego de la inyeccidn intracerebral no se observaron alteraciones motoras en el test del
Cilindro en ninguno de los grupos experimentales (igual porcentaje de uso de ambas patas delanteras).
Sin embargo, a los 30 dias post lesion, los animales lesionados con rotenona mostraron una preferencia
en el uso de la pata derecha (pata no afectada por la lesién) en comparacion al uso de la pata izquierda
(pata afectada, 28% de uso). Esta lateralidad en el uso de las patas es prevenida en los animales tratados
con nicotina, evidenciada por la utilizacion indistinta de ambas patas para la exploracidn en el grupo de
animales que recibieron el agonista (pata afectada por la lesion, 90% de uso). Los animales controles y
los inyectados con el vehiculo de la rotenona no mostraron preferencia por el uso de las patas
delanteras para explorar (figura 28).
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Figura 28: Evaluacion de la funcion motora mediante el test del cilindro: Se muestra el desmpefio motor en el Test del cilindro
evaluado a los 6 y 30 luego de la inyeccidn intracerebral. Los datos son expresados como el % de la media de la relacién entre el la
pata afectada por la lesidn y la pata no afectada + DE. ** = p<0.001 con respecto a Rot+Nic, ## = p<0.001 con respecto al control y
° = p<0.05 con respecto a dmso/pgl. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N= 4-6 animales por condicion experimental.
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9. Discusion

En el presente trabajo de Maestria se evalué la posible neuroproteccion mediante un tratamiento
crénico intermitente de nicotina en un modelo de EP en ratas. Asi mismo, se estudiaron los efectos que
este tratamiento tiene sobre los nAChRs en las neuronas remanentes en la SNpc con el fin de contribuir
con el conocimiento de posibles mecanismos de neuroproteccion.

9.1 Modelo de EP experimental con rotenona

La evaluacion del modelo de EP con rotenona inyectada en el HMCA, mostré tener una muerte lenta y
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (figura 12) ya que a los 8 dias de adminsitrada la
toxina solo se observé un 30% comparado con un 62% de muerte a los 30 dias.

Esto lo hace un excelente modelo para el estudio del posible tratamiento neuroprotector planteado.
Ademas, esta toxina causa una lesién oxidativa [174] y tiene la ventaja frente a otras toxinas utilizadas
como la 6-OHDA y MPTP, que induce la formacion de agregados de a-sin tipo CL [174, 128, 129]. Esto
ultimo ha llevado a plantear que los modelos de EP con rotenona se asemejan mejor la fisiopatologia de
la enfermedad.

En relacion al valor de la utilizacidn de rotenona como modelo para la EP, se ha visto que la mejor forma
de utilizarla es inyectandola localmente, ya que la administracidn sistémica (e] via sub-cutanea) produce
un severo dafo en érganos periféricos [130].

9.2 Neuroproteccion

Como primera aproximacion para evaluar el posible efecto neuroprotector del agonismo nicotinico, se
cuantificd el nimero de células TH-positivas en animales lesionados con rotenona y tratados con
nicotina. Este andlisis evidencié un efecto neuroprotector inducido por el agonista frente a la lesidn
generada por la toxina, ya que previno la muerte de las neuronas dopaminérgicas (figura 13). El
protocolo de administracién de nicotina de una dosis diaria desde 5 dias antes y hasta 30 dias post
lesion fue capaz de prevenir significativamente la muerte de neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Este
efecto positivo del tratamiento crénico de nicotina se observa también sobre los niveles de DA en el CE
total (figura 18). Los estudios de la TH en los axones dopaminérgicos indican que el aumento de DA en el
CE luego del tratamiento con nicotina, se podria deber a una mayor cantidad de terminales
dopaminérgicas en el CE.

El analisis a nivel del CE mostré que Unicamente en el CE lateral se observa una disminucién de axones
dopaminergicos con la lesion y esta disminucidn es prevenida significativamente con el tratamiento de
nicotina (figura 19 y 20). El resto de las dreas del CE analizadas no mostraron ser afectadas a nivel de
terminales dopaminérgicas por la lesion. Como se menciond en la introduccién, el HMCA es un haz de
axones que proyecta rostralmente desde la SNpc y ATV hacia distintas areas del CE. La SNpc proyecta
principalmente hacia el CE lateral y dorsal, mientras que el ATV proyecta hacia el CE ventral (Nucleo
Accumbens) y medial (figura 2). Si bien la inyeccién de rotenona se realiza en el HMCA, los resultados
del analisis del CE mostraron que no pareceria haber lesidn en el CE ventral, lo que indicaria que no
habria lesién en las neuronas dopaminérgicas del ATV. Por otro lado, la lesidn se concentra en la zona
del CE que es principalmente inervada por las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (CE lateral), lo que se
corresponde con la muerte de neuronas dopaminérgicas observada en la SNpc. El hecho de que no
pareceria haber lesién en las neuronas dopaminérgicas del ATV, se puede deber a la diferencia en la
vulnerabilidad entre las neuronas dopaminérgicas del ATV y las de la SNpc [ver Recuadro 2].
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Como enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas, la TH es el principal punto de control en la
neurotransmision en las neuronas catecolaminergicas, y es sujeto de diversos mecanismos de regulacidn
[42,43]. El analisis de la intensidad de la sefial TH-positiva en las neuronas dopaminérgicas remanentes,
mostré que la expresidon de la enzima TH en el soma no se modifica con la lesién. Sin embargo la
expresion de TH en los axones dopaminérgicos remanentes en la zona del CE lateral de animales
lesionados presenta una tendencia a disminuir, probablemente por la pérdida de axones
dopaminérgicos.

El tratamiento de nicotina previene significativamente la disminucién de los niveles de TH en los axones
dopaminergicos del CE (figura 21). Este efecto probablemente se corresponda con el mayor nimero de
axones observados en el CE lateral luego del tratameinto con nicotina. Sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad de que el agonismo nicotinico también induzca un incremento de la expresion
de la enzima TH, efecto que ha sido bien estudiado. Tratamientos prolongados de nicotina son capaces
de incrementar la concentracion del mARN de la enzima TH y consecuentemente incrementar la
actividad de esta enzima tanto in vivo como in vitro [175, 177]. Este efecto es calcio- dependiente y es
mediado por la proteina Kinasa A [176]. La nicotina es capaz de inducir la expresidén de los genes que
codifican para TH y esta induccion requiere de incrementos en la concentracion de calcio, la activacion
de canales dependientes de los reservorios de calcio y de las vias ERK/MAPK [19]. Por otro lado, existen
evidencias en modelos de EP, que han mostrado que la nicotina estimula la sintesis de TH en las
terminales dopaminérgicas generando aumento en los niveles de DA en el CE, aumento que no esta
asociado con la prevencidn de la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc [93].

Se necesitan mas estudios para poder dilucidar si el incremento evidenciado con el tratamiento de
nicotina de la expresidon de la enzima TH en el CE lateral se debe unicamente a que hay una mayor
cantidad de axones dopaminérgicos en comparacioén a los animales lesionados o a que ademas existe un
incremento de la enzima TH en los axones dopaminergicos remanentes.

Para estudiar los efectos de la lesion y el tratamiento con nicotina sobre el desempefio motor de los
animales se utilizaron 3 test comportamentales: actividad locomotora, footprint test y test del cilindro.
Cada uno de estos test funcionales es capaz de evaluar diferentes tipos de movimientos que estan
mediados por diferentes circuitos cerebrales. Mientras que el modelo de campo abierto de actividad
locomotora y el Footprint test evalia movimientos aprendidos, automaticos, el test del cilindro evalta
movimientos espontaneos/voluntarios. Los movimientos aprendidos/ automaticos involucran el sistema
global sensorio-motor que incluye la corteza motora, cerebelo y circuitos de estriado/ganglios basales.
Por otro lado, los movimientos espontaneos/voluntarios requieren de finos movimientos de miembros
individuales que son primeramente mediados por circuitos estriatales [57].

Los diferentes parametros evaluados de actividad locomotora horizontal en campo abierto, no
mostraron diferencias entre los grupos experimentales. Este test nos permitié evaluar la performance
general de los animales, como ser la velocidad de exploracion y el tiempo en movimiento (figura 27). Los
datos indican que la lesidn unilateral moderada con rotenona no induce un deterioro general de los
animales. En el mismo sentido, no se observaron alteraciones en el peso de los animales luego de la
lesion, otro parametro indicador del estado fisiologico general (datos no mostrados).

La evaluacién del paso de los animales con el footprint test mostré que a los 4 dias post lesion existe un
acortamiento del paso en los animales lesionados con respecto a los controles, mientras que los
animales lesionados y tratados con nicotina no presentaron esta alteracion. A los 30 dias post lesidn
(cuando la lesidon esta establecida) no existen diferencias significativas en los distintos parametros en la
locomocién entre los grupos experimentales (Tabla 3). Este acortamiento del paso de los animales
lesionados a los 4 dias post lesidn, no se correlaciona con muerte de neuronas dopaminérgicas en la
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SNpc, por lo tanto no pareceria ser un déficit funcional debido a la neurodegeneracién de la via nigro-
estriatal podria ser un efecto inflamatorio agudo de la administracion de rotenona [206]. Estos
resultados muestran que no hubo alteraciones en la locomocion de los animales con la lesidn. La
locomocidn es un movimiento aprendido, automatico y es probable que los otros circuitos involucrados
sean suficientes para no evidenciar alteraciones en este comportamiento.

La evaluacion de las patas delanteras de los animales evidenciada mediante el test del cilindro, mostré
que a los 6 dias post lesion, no existen diferencias significativas entre los diferentes grupos
experimentales en el uso de las patas delanteras para realizar la exploracién vertical (“rearing”) de las
paredes del cilindro. Sin embargo, a los 30 dias post lesién (cuando la lesidn ya esta establecida) si existe
una preferencia en el uso de la pata no afectada por la lesidn para realizar la exploracién vertical en el
cilindro (figura 28) indicando una alteracién en el procesamiento motor.

Por lo tanto, se podria decir que los resultados obtenidos en el test del cilindro muestran una progresion
funcional de la lesidén que se correlaciona con el grado de muerte y progresién de la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc (grafico 28 y 12). Por otro lado, los animales lesionados y que
recibieron el tratamiento con nicotina, utilizan ambas patas indistintamente para la exploracidn vertical
de las paredes del cilindro a los 30 dias post lesidn. Este resultado indica que la proteccion inducida por
el agonismo nicotinico a nivel celular y bioquimico de la via nigroestriatal resulta en una mejor
performance motora del animal. En nuestro modelo la zona del CE lateral es la mas afectada, que segun
Cho y cols [207], es la zona junto con el CE ventral, en donde estan representadas las patas delanteras,
las cuales mostraron un déficit unilateral con la lesién evidenciada con el test del cilindro. Por otro lado
la zona del CE dorsal no pareceria estar afectada por la lesidn, en esta zona se encuentran
representadas las patas traseras de los roedores, lo que es congruente con los resultados del footprint
test, en donde no se evidencié un déficit de las patas traseras por la lesion [37, 78].

El test del cilindro estd evidenciando la muerte del sistema nigroestriatal unilateral, indicando que es un
test mas sensible para evaluar la funcion de los GB en comparacidén a los otros test empleados.

Conclusion de la neuroproteccion evidenciada

En conclusién este modelo experimental de EP pareceria presentar un dafio selectivo y moderado de la
via nigroestriatal, que es adecuado para evidenciar los efectos beneficiosos de la nicotina. En este
modelo de EP el agonismo nicotinico indujo neuroproteccién a nivel del soma neuronal y terminales
dopaminérgicas, asi como también una prevencion en la disminucion de los niveles de DA y su enzima
de sintesis TH, en el CE. Ademads se evidencié una mejora funcional con el tratamiento de nicotina que
se correlaciona con la neuroproteccién evidenciada.

Hasta el momento los estudios que evidencian neuroproteccidon por agonismo nicotinico a nivel de
prevencién de muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en modelos in vivo de EP, son muy
pocos. Si bien, uno de los trabajos en donde se evidencia prevencion de muerte de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc es en un modelo en ratdn, los estudios de mejoras en la integridad estriatal
por agonismo nicotinico en modelos de dafio nigroestriatal en ratones son contradictorios [156].

Pareceria ser que los modelos parkinsonianos en ratas y monos son mds robustos para este tipo de
estudios, indicando que estos modelos son preferibles para estudiar posibles drogas neuroprotectoras.
En particular la mejora funcional de la via nigroestriatal inducida por nicotina en modelos de EP en ratas

Camila Mouhape Pagina 63



pareceria ser independiente del tipo de lesion, pero no asi del tamarfio de la lesidon, donde se obtiene un
gran nivel de mejora en la integridad estriatal con lesiones menos severas [92]. Sin embargo, en
modelos en ratas hasta el momento no se ha evidenciado prevencién de muerte de neuronas
dopamienrgicas en la SNpc con el agonismo nicotinico.

El régimen de tratamiento de nicotina influye en los resultados. La administracién aguda de nicotina
activa los nAChRs, mientras que la administracion continua puede desensibilizar e inactivar los nAChRs
[180]. Por ejemplo, la infusidon de nicotina a través de minibombas osméticas, un tratamiento que
desensibiliza significativamente los nAChRs, no solo que no es protector frente a la neurotoxicidad
inducida por MPTP sino que a su vez incremente esta toxicidad [181-183]. Por otro lado, altas dosis de
nicotina también contribuyen incrementar el estrés oxidativo [184, 185]. Este efecto tdxico de la
nicotina generado por tratamientos, podria deberse a que induce la liberacién exacerbada de calcio
dentro de la célula y agravar mas que proteger contra la muerte celular. En general, exposiciones
continuas de nicotina son menos efectivas en neuroproteccién en comparacién a exposicion a nicotina
aguda o croénica intermitente [181-183].

Existen otras variables relacionadas con la administracién de nicotina que podria afectar la
neuroproteccion. Por ejemplo, pre-tratamientos de nicotina son mas eficientes que post-tratamientos,
indicando que el efecto de la nicotina seria una atenuacién del progreso de la lesion mas que un efecto
neuro-restaurativo [27]. Ademds, la dosis de nicotina ha mostrado ser muy relevante para la
neuroproteccion, en donde se ha visto que se da una reducida neuroproteccidn tanto con dosis muy
bajas como excesivas [28], mientras que dosis intermediarias de nicotina protegen significativamente las
terminales dopaminérgicas estriatales. La nicotina exhibe una curva dosis-respuesta de forma de U, en
donde la maxima proteccidn se observa con regimenes intermediarios de nicotina [92, 153, 154].

Por lo tanto, pareceria ser que la regulacion y funcién de los nAChR in vivo esta afectada no solo por la
dosis de nicotina, sino que también por la duracidn (agudo vs crénico) y el método de tratamiento
(continuo vs intermitente) [186,187], estos factores podrian potencialmente influir en la capacidad
neuroprotectora in vivo de la nicotina.

La mayoria de los trabajos de modelos de EP in vivo reportan mejoras de la funcién de la via
nigroestriatal por agonismo nicotinico basandose en marcadores de integridad estriatal dopaminergica,
como ser niveles de DA y sus metabolitos, TH, DAT y trasportador vesicular de monoaminas. Sin
embargo los trabajos que describen neuroproteccién previniendo la muerte de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc son muy pocos [147-152]. Una de las diferencias principales entre los
modelos que muestran mejora de integridad estriatal pero sin impedimento de muerte celular por
agonismo nicotinico, y el modelo utilizado en el presente trabajo, es sin duda el tamafio y la progresion
de la lesion. La mayoria de los trabajos que, por ejemplo, inducen muerte nigroestriatal inyectando la
toxina 60HDA en el HMCA, inyectan dosis mucho mas altas (6ug/ul) que las utilizadas en nuestro trabajo
(1ug/ul). Sin embargo es dificil compara dosis de toxinas diferentes, ya que cada una podrian tener
eficacias y mecanismos de accion diferente.

En conclusién, la neuroproteccion evidenciada en el modelo de EP con rotenona en el presente trabajo,
se puede deber a varios factores: inyectar la toxina en el HMCA a la dosis usada induce una muerte lenta
y progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, que podria ser una muerte retrograda. Esto
hace que la nicotina tenga mas chances de actuar para contrarrestar el dafio que frente a una muerte
aguda que se da cuando se inyecta la toxina directamente en la SNpc o cuando se trabajan con dosis
mayores de toxina. Otro factor fundamental que ya se mencioné es la dosis de nicotina y el protocolo de
administracion. Este protocolo contiene un tratamiento de nicotina previo a la lesidon durante 5 dias que
quizd podria estar induciendo cambios celulares que permiten que las neuronas sean menos sensibles a
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la toxina. Luego se continuda con el tratamiento de nicotina durante 30 dias post lesidn, generando que
la duracién del tratamiento sea suficiente para atenuar el progreso de la lesidn. Las inyecciones
realizadas de nicotina son inyecciones diarias Unicas por lo tanto se genera una administracién crénica
intermitente de pulsos de nicotina. Este tipo de tratamiento se ha visto que genera una disminucion de
la cinética de desensibilizacion de los nAChRs y una “up-regulation” de los nAChR, que se corresponde
con un incremento en el nimero de receptores de alta afinidad que se ha visto que es funcional [142-
143]. Por ultimo la dosis de nicotina utilizada es una dosis intermediaria (0,4mg/Kg, subcutaneo) que ya
ha sido utilizada y ha mostrado tener efectos beneficiosos en otros modelos de EP [118]. Debido a la
conjuncion de todos estos factores es que se podria explicar la neuroproteccion por agonismo nicotinico
evidenciada en nuestro trabajo y no en los reportados por otros autores.

9.3 Receptores Nicotinicos (subunidades a4, a6, a7)

Con el objetivo de poder tener una aproximacion de cudles son los subtipos de receptores nicotinicos
que podrian estar siendo involucrados en el efecto neuroprotector observado, se procedié a determinar
si los niveles de las subunidades a4, a6 y a7 de los nAChRs se alteran en las neuronas dopaminérgicas
luego de la lesion por rotenona vy si estas alteraciones son prevenidas con el tratamiento con nicotina.

Como ya se menciond, la exposicidn repetida a nicotina induce un aumento de la expresion de los
nAChRs que se asocia con cambios significativos en las propiedades funcionales de estos receptores,
aumentando la sensibilidad del receptor a su agonista y disminuyendo la cinética de desensibilizacion
del receptor.

Es importante destacar que este estudio se realizd cuantificando la intensidad de la sefial de las
diferentes subunidades de los nAChRs en somas de neuronas dopaminérgicas y en la zona de los
terminales dopaminérgicos. La mayoria de los trabajos que cuantifican niveles de subunidades de los
nAChRs, se realizan en tejido total sin discriminar el tipo celular en el que se esta haciendo la
cuantificacidn. Esta estrategia metodoldgica permite identificar en el foco de lesidn, especificamente en
las neuronas dopaminérgicas que han sobrevivido, los cambios en las subunidades de los nAChR
inducidos por la lesiéon y los efectos del tratamiento de nicotina que podrian asociarse con la
neuroproteccion evidenciada.

Subunidad a4 y a6 en somas y terminales dopaminérgicas

Ni la lesion de rotenona ni el tratamiento con nicotina, afectaron la expresidn de la subunidad a4 a nivel
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (figura 15) o el CE (figura 22). A nivel del CE este analisis se
realizé en el neurpoilo donde ademas de los axones dopaminérgicos, los axones de interneuronas
gabaérgicas y dendritas de neuronas MSN presentan nAChR con esta subunidad. Por lo tanto es posible
que si los axones dopaminérgicos presentaban un cambio pequefio de los niveles de la subunidad o4, el
mismo se viera enmascarado por la sefial proveniente de otras fuentes. Es necesario un estudio mas
especifico a nivel de los axones dopaminérgicos en el CE para poder evidenciar si la lesién con rotenona
y el tratamiento con nicotina inducen cambios en ellos.

La lesion con rotenona causa una disminucidn significativa de la expresion de la subuniadad a6 de los
nAChRs en los somas neuronales dopaminérgicos de la SNpc, mientras que en el CE, induce, una
tendencia a disminuir su expresion. Dado que la subunidad a6 en el CE esta presente Unicamente en los
axones dopaminérgicos, es probable que la tendencia a la disminucién observada se deba a la
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degeneracion de los mismos. Sin embargo, el hecho de que no sea una disminucidn significativa como lo
es la pérdida de axones, sugiere que los axones dopaminérgicos remanentes podrian estar
compensando la pérdida de esta subunidad expresando mas cantidad de esta. Se necesitan mas
estudios (por ejemplo incrementando el numero de animales) para poder confirmar este resultado.

Todas estas alteraciones en la expresion de la subunidad a6 causadas por la lesién fueron prevenidas
por el tratamiento de nicotina (figura 25y 26).

Los resultados sugieren que la nicotina podria estar induciendo una regulacién positiva o impidiendo la
disminucion de la expresion de la subunidad a6 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas afectadas
por la lesidn. Este efecto del tratamiento con nicotina sobre la expresion de esta subunidad podria estar
involucrado en los mecanismos subyacentes a la neuroproteccién observada

Un dato interesante es que el tratamiento con el agonista nicotinico fue capaz de inducir un aumento
significativo en el porcentaje del drea ocupada por la sefial a6+ con respecto al control y el vehiculo de
la rotenona en el CE lateral. Si bien se ha postulado que esta subunidad de los nAChRs en el CE estd
presente Unicamente en axones dopaminergicos, este resultado podria estar evidenciando la expresidon
de esta subunidad en otro tipo celular inducido por el tratamiento de nicotina en el lado lesionado. Esto
podria ser un mecanismo compensatorio frente a la lesion (figura 24).

En modelos de toxicidad inducida con paraquat en ratones se ha visto que el subtipo a6B2* de nAChR
podria estar involucrado en la proteccion por nicotina (prevenciéon de: muerte de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc y de disminucién de DAT en CE) ya que se han evidenciado cambios en la
expresion de estos subtipos de receptores que se correlacionan con proteccion [188].

Los resultados obtenidos de la cuantificacidn de las subunidades a4 y a6 en el CE lateral, sugieren que el
la nicotina podria estar induciendo un aumento de la subunidad a6 y no asi de la subunidad a4. Esto
sugiere que podria ser que son los receptores de nAChR que presentan la subunidad a6, los que estan
mediando los efectos neuroprotectores en los axones dopaminérgicos del CE.

Picciotto 2008 [123] ha sugerido que la subunidad a6 (y B3) son selectivamente transportadas a los
terminales de las neuronas dopaminérgicas, mientras que la subunidad a4 (y B2 y a5) de nAChR podrian
estar mas concentradas en los somas neuronales. Estos dos tipos de nAChR podrian tener diferentes
roles en la funcién de las neuronas dopaminérgicas: el subtipo a6 estaria involucrado en incrementar la
liberacién de DA desde las terminales dopaminérgicas y el subtipo a4 podria estar aumentando la
frecuencia de disparo actuando a nivel del soma neuronal. Estos roles diferenciales posiblemente
podrian tener diferentes efectos sobre la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas. De acuerdo con la
idea de que las subunidades a6/B2/B3 podrian ser particularmente importantes para el mantenimiento
de la funcién dopaminérgica, se ha visto que en modelos de EP la exposicion a L-DOPA rescata
preferencialmente los nAChR que presentan subunidades a6 en paralelo con el rescate del
comportamiento fenotipico luego del tratamiento con MPTP en primates no humanos [189]. Otro
reporte interesante que apoya este resultado [191] muestra que la administracién mediante mini-
bombas osmdticas de la hebra anti-sentido para la subunidad a6 dentro del cerebro de rata reduce los
efectos positivos en la actividad locomotora generados con tratamiento de nicotina. Estos resultados
sugieren que los nAChRs que contengan la subunidad a6 podrian estar involucrados en parte en los
efectos inducidos por la nicotina sobre el sistema dopaminérgico [190]. Todos estos estudios han
llevado a sugerir que los nAChR que contengan la subunidad a6 podrian ser importantes blancos para el
desarrollo de drogas para el tratamiento de la EP y otras enfermedades neurodegenerativas [192].

Estudios en registros electrofisioldgicos, han mostrado que la “up-regulation” de los nAChR inducida por
la nicotina, ha sido asociada con cambios significativos en las propiedades funcionales de estos

Camila Mouhape Pagina 66



receptores. Por otro lado, existen evidencias que sugieren que esta “up-regulation” de los nAChRs se da
concomitantemente con una alteracidn en la estequiometria del receptor asociado con un aumento en
la proporcion de la subunidad B por cada receptor [146]. Por lo tanto, basandonos en la evidencia
anterior, el hecho de que en el presente trabajo se haya obtenido una tendencia a aumentar la
expresion de la subunidad a6, nos podria estar sugiriendo que hay un aumento en la cantidad de
receptores, mds que un aumento de subunidades por receptor. Sin embargo, como perspectiva se
deberia cuantificar la subunidad B2 de los nAChRs en CE y SNpc.

Subunidad a7 en somas dopaminérgicos

La cuantificacidn de la subunidad a7 de nAChR en las neuronas dopaminérgicas remanentes, no mostré
alteraciones en esta subunidad con la lesion ni el tratamiento de nicotina (figura 17). El receptor
monomerico a7 de nAChR exhibe un alto grado de permeabilidad relativa al calcio y es capaz de inducir
liberacién de calcio desde los reservorios intracelulares [207, 208, 193]. Estas caracteristicas le adjudican
a este receptor un posible rol en la plasticidad sindptica [60, 193]. Sin embargo, en la SNpc de ratas se
ha evidenciado bajos niveles de expresion del nAChR a7 en comparacidn por ejemplo con los niveles en
el ATV [195, 196]. Los resultados de trabajos in vivo en los que se cuantifica la expresién de subunidad
a7 de nAChR en la SNpc de esta especie, han sido controversiales y se le ha adjudicado esta controversia
a la baja expresidn del receptor a7 de nAChR en la SNpc.

Resultados obtenidos utilizando varios abordajes experimentales incluidos el uso de antagonistas para
los nAChR monomerico a7 y modelos en ratones knockout para la subunidad a7 han mostrado la
implicancia fundamental del a7 nAChR en la neuroproteccién frente a diferentes dafios en multiples
sistemas neuronales [197, 198]. Recientemente se ha reportado la preservaciéon de la integridad
dopaminérgica estriatal luego de lesion de la via nigroestriatal por 6-OHDA por la administracion de un
agonista selectivo para el nAChR a7 [211].

Estudios en cultivos primarios de neuronas mesencefalicas en un modelo de degeneracién espontanea
de neuronas dopaminérgicas indican que la neuroproteccion de estas células por nicotina mediada por
a7 nAChR involucra un incremento del influjo de calcio via a7 nAChR y via canales de calcio voltaje-
dependientes [106]. Este aumento de calcio intracelular puede resultar en la activacién de vias de
sobrevida como ser proteinas calmodulina, fosfatidilnositol-3 quinasa, AKT-fosforilada, con el
subsecuente incremento de la expresion de Bcl-2 (factor anti-apoptotico) [106]. Ademas, los nAChR a7
han sido identificados en astrocitos y se ha mostrado que estos podrian contribuir en los efectos
protectores frente al dafio nigroestriatal a través de la movilizacién de calcio intracelular [107, 108, 198].
Se ha evidenciado que los NnAChR monomerico a7 estan implicados en la activacion de la expresion de
los genes que codifican para la enzima TH [209], punto clave en el control de la neurotransmision
catecolaminergica y son capaces de influenciar la liberacién de DA en el CE [120].

Ademas, frente a alteraciones estructurales en la morfologia de las espinas dendriticas en el CE, la
nicotina mediante la activacion de los nAChR a7 es capaz de inducir el desarrollo de formacién de
nuevas espinas o generar la pérdida o inducir cambios morfolégicos de espinas aberrantes existentes.
Estos cambios inducidos por la nicotina generan una mejor trasmision sinaptica [210, 187, 188].

En conclusidon pareceria ser que este subtipo de receptor, podria tener un rol importante en la
neuroproteccion mediada por nicotina. Sin embargo la SNpc de ratas presenta bajos niveles de
expresion del nAChR a7 en comparacion por ejemplo con los niveles en el ATV [211, 213].

Por lo tanto, surgen algunas preguntas sobre el rol de a7 nAChR en la SNpc. El hecho de que en el
presente trabajo no se haya evidenciado un cambio en la expresidn en la subunidad a7 no significa que
este receptor no esté participando en la proteccion del dafio nigroestriatal. El uso metodologias mas
sensibles quiza puedan evidenciar posibles cambios en estos receptores de tan baja expresion.
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9.4 Mecanismos de neuroproteccion del Agonismo Nicotinico

Los diferentes subtipos de nAChRs son permeables tanto al sodio y (en diferentes grados dependiendo
del subtipo) al calcio, lo que conduce a la depolarizacion de membrana celular y al aumento de niveles
de calcio citoplasmatico. Varios trabajos han demostrado que la neuroproteccion mediada por nAChR
pareceria requerir de aumentos citoplasmaticos de los niveles de calcio en las células blanco [199-202].
La entrada de calcio puede ocurrir directamente a través de los nAChRs [203, 204], particularmente a
través de los nAChR a7* los cuales presentan una gran conductancia al calcio [205], pero también los
niveles de calcio pueden ser incrementados indirectamente a través de la activacion de canales de calcio
voltaje-dependientes o liberacidn de calcio desde los reservorios intracelulares [201, 206, 214, 215]. Un
aumento de calcio controlado es capaz de activar una gran variedad de cascadas moleculares calcio-
dependientes y procesos celulares [206] que pueden promover a la sobrevida celular y neuroproteccion.

La neuroproteccion mediada por nicotina parece involucrar modulacién de vias de sefalizacion
apoptoticas en algunos tipos celulares. Por ejemplo, la nicotina disminuye la activacién de caspasa 3, 8y
9 [209], disminuye la activacion de efectores de muerte celular activados por JNK quinasa [210] y
disminuye la liberacion de citocromo C [216-218], al mismo tiempo que aumenta la expresidén de la
proteina de sobrevida Bcl-2 (figura 29) [219].

Trabajos recientes han descripto la presencia de nAChRs en la membrana mitocondrial externa de
cerebro de ratones principalmente los subtipos a7B2* y a4B2* y que su estimulacidn previene la
liberacion del citocromo C de la mitocondria frente a estimulos daifinos [210]. Por otro lado, trabajos de
Gergalova y cols, sugieren que la presencia de los subtipos de nAChR a7* en la mitocondria, podria
explicar porque bajas dosis de agonistas nicotinicos son suficientes para activar estos receptores y
atenuar la liberacion de citocromo C [210, 221]. Pareceria ser que la presencia de los subtipos de
nAChRs en la mitocondria son relevantes para defender de forma mas eficiente este organelo de las
diferentes influencias nocivas. Factores de crecimiento son también factores relacionados con la
neuroproteccion mediada por estimulacion de los nAChR. Se ha descripto que el tratamiento con
nicotina aumenta la expresién y liberacidon del factor de crecimiento FGF-2. Se ha visto que FGF-2 es
inducido como un resultado de la estimulaciéon de receptores nAChR a4f2* en corteza, hipocampo,
SNpc y CE de ratas [221-223]. Por otro lado, la expresion del receptor de neurotrofinas trk A es
incrementada a través de la activacién del subtipo de nAChR a7*. En adicidén, la nicotina puede
aumentar la expresion del factor NGF y su receptor trkB en el hipocampo (figura 29) [225].
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Figura 29: Mecanismos potenciales subyacentes a la neuroproteccién mediada por nicotina. A: Nicotina puede activar diferentes
clases de nAChRs resultando tanto en una entrada directa de calcio o llevando a una despolarizacién de membrana llevando a la
entrada de calcio a través de canales de calcio voltaje- dependientes. B: La nicotina puede disminuir los niveles o actividad de
factores pro-apoptoticos como ser caspasas, JNK quinasas o citocromo y puede incrementar los niveles o actividad de factores
anti-apoptoticos como ser Bcl-2. C: La nicotina puede incrementar la sintesis y liberaciéon de factores de crecimiento como ser NGF
y FGF-2 y aumentar los niveles de receptores neurotréficos Trk A y Trk B. D: La nicotina puede tener efectos mas indirectos en la
sobrevida neuronal causando la liberacidén de neurotransmisores que disminuyen la excitabilidad, como ser GABA, de poblaciéon de
neuronas vecinas. Imagen extraida de Picciotto My Zoli M 2008 [123].

Por todo lo expuesto pareceria claro que la nicotina induce efectos de larga duracion sobre sefiales
neuronales que contribuyen con los efectos neuroprotectores. Vias anti-apoptoticas, sefiales de calcio y
sefiales de factores de crecimiento, han mostrado responder a la administracion de nicotina,
conduciendo a la posibilidad de que la nicotina es protectora debido a que es capaz de estimular la
convergencia de multiples vias que previenen la muerte celular. Estos efectos podrian también
maghnificarse debido a que la nicotina puede activar multiples subtipos de nAChRs con diferentes roles
en el desencadenamiento de sefales intracelulares en las neuronas y modular estas multiples vias de
sefializacidon post-receptor. Definir e identificar cudles de estos mecanismos desencadenados por la
nicotina, es esencial para los efectos neurorpotectores observados e identificar los componentes de la
nicotina que estdn mediando estos efectos, queda aun por resolver [123].

9.5 Conclusiones generales

El presente trabajo de Maestria en Neurociencias evidencié protecciéon de la via nigroestriatal por
agonismo nicotinico frente a un dafio por rotenona:
1- Proteccién de neuronas dopaminérgicas: mas somas dopaminérgicos en la SNpc y mas
axones dopaminérgicos en el CE.
2-  Preservacién del metabolismo dopaminérgico en los axones de estas neuronas: mayores
niveles de TH y de DA en el CE.
3- Mejoras en el desempefio motor de los animales: prevencién de la asimetria en el uso de
patas delanteras en el test del cilindro.

Cabe destacar que es la primera evidencia de prevencion de muerte de neuronas dopaminérgicas en
un modelo de EP en rata.
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Dadas las semejanzas bioldgicas que existen entre las ratas y humanos, a nivel de circuitos estriatales,
vida media de la nicotina en plasma y alteraciones del comportamiento causadas por dafios de la via
nigroestriatal, nuestro paradigma experimental podria ser un buen punto de partida para profundizar en
los mecanismos subyacentes a la neuroproteccién por nicotina observada y para la busqueda de blancos
terapéuticos para el tratamiento de esta patologia.

En particular, el conocimiento que se obtuvo de las diferencias en la expresion de los subtipos de

subunidades de nAChR por agonismo nicotinico en el modelo de EP podria contribuir con el disefio de
terapias para la EP dirigidas a poblaciones de nAChR del subtipo especifico abpf2*.

10. Resumen esquematico de los principales resultados

CE SNpc

44

DA asp2*

adfzr

af
Lesion con rotenona Tratamiento con Nicotina + Lesion con rotenona
Neuronas dopaminérgicas SNpc Neuronas dopamineégicas SNpc
Muerte de neuronas DAergicas Previene la muerte de neuronas DAergicas
CE Lateral CE Lateral

Disminucién de niveles de TH Previene disminucidn de nivelesde TH

Disminuciénde niveles de DA Previene disminucidon de niveles de DA

Degeneracion de axones dopaminérgicos | Previene degeneracidn de axones dopaminérgicos
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11. Perspectivas

A corto plazo

*  Estudiar en detalle la expresion de la enzima TH y las subunidades a4 y a6 en las fibras
dopaminérgicas remanentes en el CE.

*  Estudiar la expresion de la subunidad a7 con métodos mas sensibles.
*  Determinar si los cambios en las subunidad a6 subyace el efecto neuroprotector evidenciado.

. Confirmar si la administracion de rotenona en el HMCA en nuestro paradigma experimental no
afecta las neuronas dopaminérgicas del ATV.

A largo plazo

. Estudiar los posibles efectos sobre las subunidades B de los nAChRs en las células
dopaminérgicas.

*  Estudiar el posibles rol de los nAChRs mitocondriales en los efectos neuroprotectores inducidos
por el agonismo nicotinico.
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12. Anexo

Analisis de los efectos de los tratamientos en el lado contralateral a la inyeccidn intracerebral.

La aproximacion de analisis de datos empleada en esta tesis, donde el hemisferio contralateral a la
inyeccién intracerebral de cada animal se usa como control interno, tiene la ventaja de atenuar las
interferencias causadas por la variacién intrinseca entre animales y procedimientos experimentales [90-
93, 159-164]. Sin embargo, para que el lado contralateral sea un buen control interno, los pardmetros a
evaluar no deben estar afectados por los tratamientos en este hemisferio.

Como se muestra a continuacidn, el analisis del lado contralateral a la inyeccion intracerebral mostré
que no hay diferencias significativas entre los grupos experimentales en ninguno de los parametros

estudiados:

1. Cuantificacién del niumero de células TH-positivas

4001

300+

200+

n°células TH+ en SNpc

Figura 1: Cuantificacion del nimero de células TH+ en la SNpc de animales controles y de los hemisferios
contralaterales luego de 32 dias de la inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son
expresados como la media + DS del nimero total de células TH-positivas cuantificadas. No se observan diferencias
significativas segun test de ANOVA. El numero de animales utilizado en este experimento fue de 6 animales por

condicion.
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2. Cuantificacidn de la intensidad de la sefial TH+ en las neuronas dopaminérgicas remanentes de la
SNpc
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Figura 2: Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de la seiial TH+ en la SNpc de animales controles y de los
hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la inyeccion intracerebral en los diferentes grupos experimentales.
Los datos son expresados como la media * DS del valor promedio de la intensidad de fluoresencia (“mean grey
value”). No se observan diferencias significativas segin test de ANOVA.
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3. Cuantificacién de la intensidad de la sefial de las subunidades a4, a6 y a7 de los de nAChR en las
neuronas dopaminérgicas remanentes de la SNpc
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Figura 3: Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de la sefial de las subunidades a4 (A), a6 (B) y a7 (C) de los
de nAChR en las neuronas TH+ de la SNpc de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32
dias de la inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media
+ DS del valor promedio de la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”). No se observan diferencias
significativas segun test de ANOVA. €
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4. Niveles de DA en el CE

200004

15000+

10000+

50004

DA (ngr/gr) en el CE del hemisferio contralateral

Figura 4: Cuantificacion de los niveles tisulares de DA en el CE de animales controles y de los hemisferios
contralaterales luego de 32 dias de la inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son
expresados como la media £ DS del valor promedio de los ng/gr de tejido. No se observan diferencias significativas
segun test de ANOVA. El numero de animales utilizados en este experimetno fue de 6 animales por condicién.
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5. Cuantificacion del drea ocupada por la sefial TH-positiva en el CE
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Figura 5: Cuantificacién del area ocupada por la sefial TH en el CE medial (A), dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de
animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la inyeccién intracerebral en los
diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media + DS del valor promedio del % de area

ocupada por la sefial TH+. No se observan diferencias significativas segiin test de ANOVA. El numero de animales
utilizados en este experimetno fue de 5 animales por condicion.
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6. Cuantificacion de la intensidad de la sefial TH+ en el CE
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Figura 6: Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la sefial TH+ en el CE medial (A), dorsal (B), lateral (C) y
ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la inyeccion intracerebral
en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media + DS de la densidad optica
integrada (DOI) en el area evaluada. No se observan diferencias significativas segun test de ANOVA. € El numero de

animales utilizados en este experimetno fue de 5 animales por condicion.
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7. Cuantificacion de la intensidad de la sefal de la subunidad a4 de los nAChR en la zona del neuropilo
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Figura 7: Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la de la subunidad a4 de los nAChR en el CE medial (A),
dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la
inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media £ DS de la

densidad dptica integrada (DOI) en el drea evaluada. No se observan diferencias significativas segun test de ANOVA.
€
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8. Cuantificacidn del drea ocupada por la sefial de la subunidad a6 de los nAChR en el CE
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Figura 8: Cuantificacion del % de area ocupada por la sefial de la subunidad a6 de los nAChR en el CE medial (A),
dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la
inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media + DS del
% de area ocupada por la sefial a6. No se observan diferencias significativas segun test de ANOVA. € El numero de
animales utilizados en este experimetno fue de 5 animales por condicion.
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9. Cuantificacion de la intensidad de la sefial de |a subunidad a6 de los nAChR en el CE
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Figura 9: Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la de la subunidad a6 de los nAChR en el CE medial (A),
dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 dias de la
inyeccidn intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media + DS de la

densidad dptica integrada (DOI) en el drea evaluada. No se observan diferencias significativas segun test de ANOVA.
€
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Destino de los grupos de animales en cada experimento

1. Grupo con destino: cuantificacion de neuronas TH+ en la SNpc. N=6 animales por condicion
experimental.

2. Grupo con destino: cuantificacion de niveles de DA y realizacion de footprint test a los 4 y 30 dias post
inyeccion intracerebral. N= 6 animales por condicién experimental.

3. Grupo con destino: cuantificacién de la actividad de la enzima TH en el CE y realizacion del test del
cilindro y campo abierto a los 6 y 30 dias post inyeccion intracraneal. (No se obtuvieron resultados de la
cuantificacion de la actividad de la enzima TH debido a un problema del reactivo utilizado).

4. Grupo con destino: cuantificacion de la intensidad de la sefial de fluorescencia de la TH y la subunidad
a4 en la SNpcy CE.

5. Grupo con destino: cuantificacion de la intensidad de la sefal de fluorescencia de la TH y las
subunidades a6 y a7 en la SNpc y CE.

Es importante indicar que las inmunofluorescencias correpondientes al grupo control y a los grupos de animales inyectados
intracerebralmente con rotenona con y sin tratameinto con nicotina se realizaron en forma conjunta, mientras que el grupo
inyectado intracerebralmente con DMSO/PGL se procesé diferido en el tiempo
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