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En la ultima década se ha relacionado la disfuncién del nucleo pedunculopontino (NPP) con la fisiopatologia de la
enfermedad de Parkinson (EP); sin embargo, no se conocen los cambios que experimenta la liberacién de
neurotransmisores en esta estructura. Estudiar los cambios en la liberacién de glutamato (GLU) y de dcido g-aminobutirico
(GABA) en el NPP de ratas hemiparkinsonianas, y evaluar la muerte celular en esa estructura, es el objetivo de esta

2CINVESTAV, Unidad Sur, México D.F., México

RESUMEN

2
o
Ty
-
-
%
S
=

investigacion. Se analizaron tres grupos de ratas Wistar: sanas (n = 12); lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(n = 11); falsas lesionadas (n = 10). En todas las ratas se implanté una cdnula de microdidlisis en el NPP derecho
ipsilateral a la inyeccién de 6-OHDA, y los dializados se analizaron por técnicas cromatogréficas. La muerte celular en
el NPP de los animales lesionados se evalué por inmunohistoquimica TUNEL. Hubo un aumento significativo en las
concentraciones de GLU y GABA en el NPP de las ratas hemiparkinsonianas (p < 0.001). Se evidencié un proceso de
muerte celular en el NPP ipsilateral a la lesién del SNc. El incremento en los niveles de GLU puede estar relacionado
con la hiperactividad de la «via indirecta» de los ganglios basales (GB) y a la vez pudiera disparar mecanismos de
muerte neuronal en el NPP. El aumento en la liberacién de GABA puede asociarse con la hiperactividad de los nucleos
diana de los GB. Estos resultados refuerzan la hipétesis de la participacion del NPP en la fisiopatologia de la EP.
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ABSTRACT

Increase in the extracellular concentration of amino acid neurotransmitters and cell death on the
pedunculopontine nucleus of hemiparkinsonian rats upon intracerebral injection of 6-hydroxy dopamine.
Although the dysfunctions of the pedunculopontine nucleus (PPN) have been linked in the last decade to the
physiopathology of Parkinson’s disease (PD), the changes in the patterns of neurotransmitter release of this structure
remain largely unknown. This study focuses on the changes in the release of glutamate (GLU) and g-aminobutyric acid
(GABA) in the PPN of hemiparkinsonian rats, and on the evaluation of the occurrence of neuronal death in this
structure. Three groups of Wistar rats were evaluated: healthy (n = 12); lesioned with 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
(n = 11), and falsely lesioned (n = 10). In all cases, a microdialysis catheter was implanted in the right NPP, ipsilateral
to the injection of 6-OHDA, and the dialysates were analyzed by chromatographic techniques. The neuronal death
was followed by TUNEL immunohistochemistry. There were statistically significant increases in the concentration of
GLU and GABA for the PPN of hemiparkinsonian rats (p < 0.001), and processes of cell death were evidenced in the
PPN ipsilateral to the SNc lesion. The higher GLU levels may be related to the hyperactivity of the “indirect pathway”
of the basal ganglia (BG), and may trigger neuronal death in the PPN. The increases in the release of GABA may be
associated to the hyperactivity of the target nuclei in the BG. These results reinforce the hypothesis of the involvement

of the PPN in the physiopathology of PD.
Key Words: pedunculopontine nucleus, glutamate, gaba, cerebral microdialysis, cellular death

Introduccién

En los ultimos 20 afios, muchos han sido los estudios
sobre los cambi os neuroquimicos que se desencadenan
en los distintos nucleos de los ganglios basales, como
consecuenciadeladegeneracion delasubstantianigra
pars compacta (SNc) y el desarrollo de laenfermedad
de Parkinson (EP) [1-5]. Los model os experimental es
de parkinsonismo, muy bien establecidos por inyeccidn
intracerebral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en
roedores[6] y 1 metil 4fenil 1, 2, 3, 6tetrahidropiridina
(MPTP) sistémica[7] o intracarotidea[8] en primates
no humanos, han permitido dilucidar muchos de los
aspectos relacionados con estos cambios [1-5]. Sin
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embargo, mientras|os estudi os encaminados a obtener
informacién sobre el funcionamiento delosniicleos que
conforman los ganglios basales han aumentado, otros
nlcleos como el peduncul opontino (NPP), fueradelos
ganglios basales pero muy relacionados con estos, no
se han estudiado en lamismamagnitud [9-11].

Se sabe que el NPP esta conectado con diferentes
nlicleos que forman parte delos ganglios basales; entre
elos: d nucleo subtaldmico (NST), laSNcy losnucleos
desdidadeinformaciéon (el segmentointerno del globus
pallidus (Gpi) y la substantia nigra pars reticulata
(SNr) (Figura 1) [12-14]. Al mismo tiempo, el NPP
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Figura 1. Diagrama del funcionamiento del circuito motor de los ganglios basales. A. Condicién sana. La dopamina ejerce un
efecto facilitador de la transmisién a través de la «via directa» estriato nigral y mediada por el receptor dopaminérgico D1y un
efecto inhibitorio de la transmisién a través de la «via indirecta» mediada por el receptor D2. B. Condicién parkinsoniana. Se pierde
el efecto de la dopamina con un incremento de la transmisién a través de la «via indirecta» y una disminucién de la transmision a

través de la «via directa» del circuito motor.
Leyenda:

Glu: glutamato, GABA: dcido g-aminobutirico, DA: dopamina, ACo: acetilcolina, Enc: encefalinas, Sust P: Sustancia P, Din:
dinorfinas, Gpe: Globus pallidum externo, NST: nucleo subtaldmico, GPi: Globus pallidum interno, SNr: substantia nigra pars
reticulata, SNc: substantia nigra pars compacta, NPP: nucleo pedunculopontino, NMT: nicleos motores del talamo. Las flechas
mads gruesas representan la facilitacion o el aumento de la transmisién. Las lineas finas representan la disminucién de la
transmision. Las lineas discontinuas representan la degeneracién de la via nigrostriatal.

enviauna proyeccion através del haz reticuloespinal
medial hacialasinterneuronas delamédulaespina y
participaen el control delamusculaturaaxial [15].

Algunos trabajos en la Ultima década sefialan al
NPP como unaestructuraque se debe tener en cuenta
en la fisiopatologia del parkinsonismo, a partir de
tres elementos fundamentales: su localizacién en el
area locomotora mesencefdlica, su participacion en
el control delaposturay delamarcha, y susrelaciones
anatdmicas y funcionales con los ganglios basales
[10-11].

L os cambios encontrados en el funcionamiento del
NPP en model os experimentales de EP en roedores y
primates, han enfatizado la importancia de esta
estructuraen € procesamiento delainformacion motora
[11, 16, 17]. En model os de hemiparkinsonismo enratas
sehadescrito un aumento delaactividad eléctricadelas
células del NPP, & cua se normaliza después de la
lesién excitotdxicadel NST [18]. Otros autores sefidlan
el efecto de la inyeccion de farmacos antagonistas
gabaérgicosenel NPP, enlareversiondelaacinesia, que
caracteriza a los primates parkinsonianos [19]. Este
mismogrupo[19] publicd lamejoriamotorasignificativa
mostrada por primates parkinsonianos sometidos a
estimulacion eléctrica del NPP, y recientemente ha
sefialado laposibilidad de evaluar esto como un nuevo
blanco para mejorar la acinesia de los pacientes
parkinsonianos por estimul acion el éctricaprofundal20].
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Latécnicademicrodidlisis cerebral se hautilizado
para estudiar la liberacién de neurotransmisores en
distintas estructuras del sistema nervioso central [21-
24]. La posibilidad de obtener informacion sobre la
composicion del medio extracelular de un nucleo
determinado in vivo, hacen de esta técnica una
herramientaesencial en los estudios neuroquimicosde
los Ultimos diez afos [25].

A pesar de los avances en el desarrollo de esta
técnica, el estudio de la liberacion de aminoécidos
neurotransmisores (glutamato, GLU, y acido g
aminobutirico, GABA) en el NPP en los modelos
de parkinsonismo, es un tema poco abordado en la
literatura[26]. Ello se debe ados razones esenciales:
se ha enfocado €l estudio de la neurotransmisién
dopaminérgica en otros nucleos, como la SNc, por
ser este el sistemade neurotransmision principalmente
involucrado en ladisfuncién motoraque caracterizaa
la EP; mientras que se conoce la deficiencia
dopaminérgica asociada al parkinsonismo desde la
décadade 1960, apenas en los Ultimos diez afios, se ha
comenzado a considerar al NPP como una estructura
claveenlafisiopatologiadelaEP.

A pesar delos progresos publicadostras el estudio
delaactividad eléctricade las células pontinas y sus
modificaciones en modelos experimentales de
parkinsonismo, existe poca informacion disponible
sobre la liberacion de neurotransmisores en el NPP,
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asi como el efecto de lalesion neurotéxicade la SNc
sobrelaposible ocurrenciade eventos de muerte cel ular
en este nlcleo.

El propdsito de la presente investigacion fue
estudiar la liberacién de GLU y GABA en el NPP
de ratas hemiparkinsonianas, asi como evaluar la
posible ocurrencia de muerte celular en las células
pontinasipsilateralestraslainyeccién de 6-OHDA.

Sujetos experimentales

El estudio se realiz6 con ratas Wistar, machos
adultos, cuyo peso oscilé entre 200 y 250 g,
procedentes del Centro para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, LaHabana,
Cuba). Durante el experimento se mantuvieron tres
animales por caja, con ciclos de 12 horas de luz por
12 horas de oscuridad y acceso libre al aguay alos
alimentos. Todo el trabajo experimental se realizd
teniendo en cuenta la Guia para el cuidado, uso y
reproduccion de los animales de experimentacion

(..) [27].
Materiales y métodos

Lesiéon de la SNc

Las ratas se anestesiaron por la administracion
intraperitoneal (i.p.) de una solucién de hidrato de
cloral (420 mg/kg de peso) y se colocaron en un equipo
de cirugia estereotéactica para roedores (Stoelting,
EE.UU.). Selesinyect6 3 pL de una solucién de 6-
OHDA (St. Louis, EE.UU., 8 ug/3 uL de solucién
salina fisiolégica al 0.9% + 0.5 mg/mL de é&cido
ascorbico), arazéon de 1 pL/min en la SNc derecha,
utilizando |las siguientes coordenadas estereotacticas
(mm), de acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson
[28]: AP=-0.49,L =0.17, DV = 0.81.

Actividad rotatoria

Un mes después de lalesién de la SNc, se estudio la
actividad rotatoriainducidapor d-anfetamina (5 mg/kg
de peso, por viai.p.). Esta variable se evalué durante
90 min, mediante un multi contador € ectrénico acoplado
asensores (LE 3806, PanL ab, Barcelona, Espafia) que
determinaban el sentido de giro. En el estudio solo se
incluyeron los animales que mostraron no menos de
siete giros por minuto, lo que corresponde a una
desnervacion dopaminérgicaigual o superior al 90%,
(datos no mostrados) [29]. La administracion de
solucién sainafisioldgica(NaCl) a 0.9%, con el mismo
volumen y coordenadas, permitié conformar un grupo
control falso lesionado.

Se organizaron tres grupos experimentales. ratas
sanas (n = 12), ratas con lesion de la SNc (n = 11),
ratas falso lesionadas en la SNc (n = 10).

Canulas de microdidlisis

Se construyeron canulas de microdidlisis de tipo
concéntrico, de acuerdo con lo descrito en la
bibliografia[30]. Se utilizd un segmento de 1 mm de
membranade didlisis de poliacrilonitrilo, cuyo poro
de corte esde 41 000 Da (Hospal Industrie Meyzie,
Francia). Se determino el recobrado in vitro de las
canulas de microdidlisis a temperatura ambiente y
se utiliz6 una concentracion conocida de los
aminoé&cidos de interés.
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Microdidlisis in vivo

Lacirugiadeimplante delacanulaguiaserealizd un
mes después de la inyeccion de 6-OHDA en la SNc.
Utilizando técnicas estereotéacticas estandares, se
cementd a craneo unacanulaguiade aceroinoxidable
en las coordenadas (mm) correspondientes al NPP
derecho, ipsilateral alalesion delaSNc: AP=-8.00,
L =1.90, DV =6.82 (esta Ultima gjustada alacanula
demicrodidlisiscerebral).

A los animales se les permitio recuperarse, y tres
diasdespuésdel implantedelacanulaguia, seintrodujo
en ellaunacanulade microdidlisis, despuésderetirar
el estilete que protege € orificio de la canula guia.
Todos los experimentos se realizaron con las ratas
despiertas.

Las canulas de microdiélisis se conectaron a un
sistema de bomba de infusiéon (CMA 100; CMA
Microdialysis, Estocolmo, Suecia), y se perfundieron
continuamente con unasolucién deliquido cefalorra-
quideo artificial (LCRa) preparado en el laboratorio
(125 mmol de NaCl, 2.5 mmol de KCI, 0.5 mmol de
NaH,PO,, 5 mmol de NaHPO,, 1 mmol de MgCl.
6H.0, 1.2 mmol de CaCl,, 1.2 mmol de &cido
ascoérbico, pH 7.4 -7.6) a una tasa de 2 pL/min.
Después de 2 h de estabilizacion del sistema, se
tomaron las muestras de forma manual cada 20 min.

Se colectaron seisdializados en cadarata, quefueron
inmediatamente conservados a -80 °C hasta su
posterior andlisis.

Andlisis de los aminoacidos

L as concentraciones de aminoécidos en los dializados
se determinaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, del inglés, High PerformanceLiquid
Crhomatography), acoplada a un detector de
fluorescenciay empleando derivatizacion con OPA.

Semezclaron 10 pL demuestracon 10 pL del agente
derivatizante (10 mmol de OPA, disueltos en una
solucién tampdn de tetraborato de sodio 0.1 M, que
contenia 77 mmol de &cido 3-mercaptopropiénico y
metanol al 10% a pH 9.3). La mezcla se agit6 en un
agitador durante 15 s, y la reaccién se detuvo con
acido acético al 5% a los 45 s. De esta mezcla se
inyectaron 20uL al cromatégrafo con unajeringuilla
Hamilton. Los amino&cidos derivatizados se hicieron
pasar por una columnade fase inversa (HR-80, de
8 cmdelongitudy 4.6 mm de diametrointerno, ESA),
con una precolumna de fase estacionaria similar,
medi ante una bomba cromatogréficaisocréatica (K nauer
K1001), y se detectaron mediante un detector de
fluorescencia con 340 |  de excitacién 'y 460 | de
emision (Philips PU 4027). El registro de los
cromatogramas se realiz6 mediante el programa
CHROMATEPC, version 4.24 (Philips). Para la
separacion delosaminoécidos se utilizé unafase movil,,
compuesta por NaH,PO, 0.1 M y metanol a 20%.
Cada muestra se analiz6 por duplicado.

Estudio morfolégico

Obtencidn del tejido: 1os animales se anestesiaron con
hidrato de cloral (480 mg/kg de peso, por viai.p.), y
luego se prefundieron a través de la arteria aorta
ascendente. Se extrajeron sus cerebrosy sefijaron en
formalina al 10% durante 24 h. Seguidamente, se
obtuvieron cortes coronales (20 uM) (Criostato L eitz
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1720, Alemania) de las areas correspondientes a la
SNcy al NPP. Las secciones se montaron en laminas
gelificadas, y posteriormente se afiadi6 unatincién de
violeta de cresilo para comprobar la localizacion
correcta de la canula de microdidlisis cerebral en el
NPP.

Para determinar la extension de la degeneracion
dopaminérgica nigral, se examinaron los cortes
coronales de la SNc con inmunohistoquimica parala
enzima tirosina hidroxilasa (TH), de acuerdo con lo
descrito en laliteratura[31].

Método de deteccion de muerte celular in situ
(TUNEL)

Obtencion y preparacion del tejido: los animales con
lesion dela SNc se anestesiaron con hidrato de cloral
(480 mg/kg de peso, por viai.p.) y se sacrificaron por
decapitacién. Inmediatamente, se los cerebros
extraidos se sumergieron en una solucién salina
fisiolégica 0.9% a 4 °C, y luego se fijaron en una
solucién defosfato (SBF, 0.1M, pH 7.4), que contenia
4% de paraformaldehido y 2% de glutaraldehido,
durante dosdiasa4 °C. A continuacion se sumergieron
en soluciones crecientes de sacarosa (15%, 20%, 25%,
30%) durante 2 h, y 24 h la solucién de 30%. Se
obtuvieron cortes coronales (10 uM) (Criostato Leitz
1720, Alemania) del NPPYy las secciones se colocaron
en laminas que se conservaron a4 °C.

La fragmentacion del ADN fue detectada in situ
medianteun kit que contiene deoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT), segin la descripcion del fabricante
(RocheMolecular Biochemicals, Mannheim, Alemania).
Al inicio, seincubd con unasolucion permeabilizadora
(0.1% de Triton x 100, 0.1% decitrato de sodio) durante
2min a4 °C. Seguidamente, selavé con una solucién
tampon defosfato y seadiciond lamezcladelasolucion
TUNEL. Las secciones seincubaron durante 60 min a
37 °Cy selavaron tresveces con lasolucion tampon de
fosfato. A continuacion, se adicioné un anticuerpo de
carnero fluoresceinado, conjugado con fosfatasaalcalina
(RocheMolecular Biochemical, Alemania), durante 30
mina37 °C, selavly seafiadi6 € sustrato por 10 min
atemperaturaambiente.

Las secciones se tifieron con ioduro de propidio
(Sigma, EE.UU.) durante 2 min, y finalmente se
cubrieron con medio demontaje V ectashield con DAPI
(1.5 pg/mL de DAPI, Vector Lab., CA, EE.UU.). Las
l&aminas se examinaron en un microscopio de
fluorescencia (excitacion entre 560 y 500 nm, y
deteccion entre 515y 565 nm, Leitz, Alemania) y en
un microscopio confocal Leica2B [32].

Andalisis de los datos

Se realizo6 la prueba de normalidad de los datos y la
homogeneidad de varianzas de estos, por medio dela
prueba de Kolmogorov Smirnov y la prueba de
Bartlet, respectivamente. La comparacién de la
liberacion de GLU y de GABA en el NPP entre los
grupos experimentales, serealizd medianteun andlisis
de varianza de clasificacion simple, seguido de una
prueba de Tukey. Se trabajé con un nivel de
significacion de 0.05. L os datos se procesaron con €l
programa profesional de computacion Statistica,
versién6.1.

Resultados

Liberacién de GLU y de GABA en el NPP

Lacomparacion delaliberacion de GLU en el NPP
revel 6 diferencias entre |os grupos experimentales
(Fe s = 23.57 p < 0.001), hubo un incremento
significativo delas concentraciones extracelulares de
este neurotransmisor en las ratas con lesion de la
SNc (Figura2A). Deigual forma, lacomparacién de
la liberacién de GABA mostré un aumento
significativo en el NPP de las ratas con lesion de la
SNc (Fg,ay = 26.51 p <0.01) (Figura2B).

Estudios morfolégicos e inmunohistoquimico

El estudio morfol 6gico revel 6 unaadecuadalocalizacion
delacanulade microdidisiscerebra enlascoordenadas
correspondientes a NPP, el cual se ubica en la parte
distal del pediincul o cerebel oso superior (Figura3).

El estudio de la fragmentacion del ADN celular
(TUNEL) no mostré células TUNEL+ en el NPP
izquierdo contralateral alainyeccién dela6-OHDA
en la SNc (Figuras 4A-4C). Este resultado contrasta
con la presencia de células TUNEL+ en el NPP
derecho, lo cual representalaocurrenciade un proceso
de muerte en las células pontinas ipsilaterales a la
lesion delaSNc (Figuras 4D-4F).

En el NPPizquierdo contralateral alainyeccion de
6-OHDA, se observaron células DAPI +, pero ninguna
mostré inmunorreactividad aTUNEL (Figura5A). En
el caso del NPP derecho ipsilateral a la lesion,
escasamente se observo la dualidad de ambos
marcadores (DAPI + TUNEL), lo cual es indicativo
de que lamuerte celular por mecanismos apopt6ticos
esmuy escasa (Figura 5B).

Discusién

Losresultados de este trabajo constituyen unaevidencia
delos cambios que experimentalaliberacion deGLU y
de GABA en €l NPP de ratas hemiparkinsonianas, asi
como la primeradescripcion de muerte celular pontina
en este model o experimental.
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Figura 2. Liberacién de glutamato y GABA en el NPP de ratas sanas, hemiparkinsonianas y falso
operadas. A. Comparacién de la liberacién de glutamato entre grupos. B. Comparacién de la liberacién
de GABA entre grupos. La comparacién entre los grupos se realizé mediante un andlisis de varianza de
clasificacién simple, seguido por una prueba de Tukey. Las letras desiguales sobre las barras indican las
diferencias estadisticamente significativas: avs b (p < 0.001)y cvsd (p < 0.01).
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Figura 3. Microfotografia representativa de una seccién coronal
tefida con violeta de cresilo, que ilustra el sitio en el que se ubica
la canula de microdidlisis cerebral (5x). El area delimitada con
puntos discontinuos corresponde a la huella de la canula en el
tejido, justo en la parte distal del pedunculo cerebeloso superior.
Leyenda:

NPP: nicleo pedunculopontino, PCS: pedunculo cerebeloso
superior.

Efecto de la lesién de la SNc en las
concentraciones extracelulares de GLU y de
GABA en el NPP

Lamayor partedelosestudiosclinicosy experimentales
queintentan explicar lostrastornos motoresrel acionados
con e sindrome parkinsoniano, han prestado especial
atencién al clasicolazo: cortezamotora-striatum-globus
pallidus-tadlamo-corteza motora, mientras que las
proyeccionesdesdelosgangliosbasaeshastalosnicleos
pontinos y de estos a la médula espinal han sido
relativamente poco estudiadas (Figura5A) [33-35].

El incremento significativo delaliberacién de GLU
en el NPP delasratas hemiparkinsonianas, concuerda
con las evidencias de que la neurotransmision
glutamatérgica en los ganglios basales se modifica
significativamente en el estatus parkinsoniano [36].
Lamuerte delas células dopaminérgicas se acompafia
de una pérdida del control inhibitorio que gjerce la
dopaminaatravés de su subtipo de receptor D2 sobre
la“viaindirecta’” del circuito motor de los ganglios
basales [37]. Como consecuencia, se produce un
aumento de la transmision mediante esta via, que
involucraal NST, cuyas células expresan GLU como
neurotransmisor [38] (Figura1B).

El aumento delaliberacion de GLU en el NPP puede
contribuir a perpetuar la hiperactividad subtalamica,

A B C

Figura 4. Microfotografia tomada con microscopia confocal, representativa del estudio inmunohistoquimico,
para el proceso de muerte celular en secciones coronales del NPP de las ratas con lesién de la SNc por
inyeccion de 6-OHDA. (A-C 40x) A. Tincién de ioduro de propidio en secciones coronales de NPP izquierdo
contralateral a la lesién de la SNc. B. Células TUNEL-negativas en el NPP izquierdo contralateral a lesién de
la SNc. C. Doble marcaje de ioduro de propidio + TUNEL muestra los nucleos celulares sin evidencia de
proceso de muerte celular en el NPP izquierdo. (D-F 40x2) D. Tincién de ioduro de propidio en secciones
coronales del NPP derecho ipsilateral a la lesion de la SNc. E. Células TUNEL-positivas en secciones coronales
del NPP derecho. F. Doble marcaje de ioduro de propidio + TUNEL en secciones coronales de NPP derecho.
Los rectangulos de puntos discontinuos sefialan cuerpos celulares en procesos de muerte celular.

pues se conoce que ambas estructuras, NST y NPP,
estan conectadas en un lazo monosinaptico y
proyectan alos niicleos de salidadeinformacién: SNr
y segmento interno del GP[34, 39, 40]. El incremento
significativo en laexpresion del ARNm, que codifica
para la subunidad | de la citocromo oxidasa en las
neuronas pontinas que proyectan al NST en ratas
parkinsonianas, apuntahaciala participacion del NPP
en lahiperactividad subtalamica[41].

Este aumento significativo de GLU en el espacio
extracelular del NPP puede ser un elemento claveenel
propio funcionamiento del ndcleo en condiciones de
parkinsonismo, y a mismo tiempo, pudiera realizar
una funcién fundamental en la estimulacion de las
células dopaminérgicas que sobreviven a la lesién
neurotoxica. La SNc recibe proyeccionesde naturaleza
colinérgicay glutamatérgica procedentes del NPP, y
tanto laacetil colina (ACo) como el GLU modulan la
actividad delascélulasnigrales[42].

Estudios recientes revelaron que en las ratas
parkinsonianas ocurre un incremento significativo de
laliberacién de GLU en otras estructuras que, al igual
que el NPP, reciben aferencias glutamatérgicas
procedentes del NST; tal es el caso del GP y la SNr
[43, 44].

El incremento en laliberacion de GABA en el NPP
de las ratas hemiparkinsonianas observado en este
estudio, puede explicarse por la hiperactividad de la
SNry el Gpi. Lasneuronas glutamatérgicasdelapars
dissipata del NPP delasratas reciben unaproyeccion
gabaérgica procedente de estos nlcleos, cuya
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Figura 5. Microfotografia (40x) representativa de una seccién coronal de NPP. Se muestran los resultados del estudio inmunohistoquimico
para TUNEL y DAPI. A. NPP del hemisferio izquierdo no lesionado. B. NPP del hemisferio derecho ipsilateral a la lesién de la SN¢, donde
se sefala una célula con marcaije positivo para DAPl y TUNEL, indicativo de muerte apoptética. Nétese que esta doble tincién es

evidente solo en células muy escasas.

hiperactividad constituye un rasgo distintivo de los
cambios que se establecen en |os sistemas de
neurotransmisores en el parkinsonismo [11, 45-47].
Si bien el incremento de la actividad de las células
pontinas, a expensas del aumento de laliberacion de
GLU de origen subtalamico, pudiera desempefiar una
funcién positivaal estimular alas células dopaminér-
gicas que sobreviven alalesion, este mismo aumento
pudiera perpetuar la hiperactividad del complejo GP/
SNIr, cuyas descargas gabaérgi casinhibitorias subrayan
signos como la hipocinesia y la bradicinesia que
caracterizan alaEP[48]. El NPP estimulaalascélulas
gabaérgicas de la SNr, por medio de receptores
colinérgicosnicotinicosy alas cé ulas dopaminérgicas
de la SNc¢, mediante receptores a aminoacidos
excitatorios, como el glutamato, y colinérgicos, que
pueden ser nicotinicos y muscarinicos [37]. En este
contexto, la retroalimentacién gabaérgica sobre el
propio NPP pudiera contribuir a atenuar este efecto.

Proceso de muerte celular en el NPP de las
ratas hemiparkinsonianas

Algunos estudios han documentado la pérdida
del 40 y hasta del 50% aproximadamente de las
células colinérgicas de la parte lateral del NPP, asi
como una fuerte correlacion entre la muerte de
células dopaminérgicas de la SNc y la de células
presumiblemente colinérgicas en el NPP de sujetos

38

parkinsonianos fallecidos [33, 49]. Este hallazgo
sugiere que ambos grupos celulares pudieran sufrir
el mismo tipo de proceso destructivo, o cual no se
ha confirmado hasta el momento [50].

El temadelamuertecelular en el NPP hasido menos
abordado en los modelos experimentales de EP. Un
grupo de autores publicé que la morfologia, la
distribuciény el nimero de células colinérgicasen el
NPP de primates y de ratas hemiparkinsonianas no
difirio de los correspondientes controles, aunque no
descartaron que otros tipos celulares, como las
neuronas glutamatérgicas, puedan mostrar procesos
demuertecelular [51].

Losresultados del presente estudio apuntan trasla
inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA en ratas, en €l
NPPipsilateral se presentan signos de muerte celular.
Sin embargo, latécnicainmunohistoquimica TUNEL
no permite discriminar entre neuronasy glia, ni entre
células colinérgicas o glutamatérgicas, ambas presentes
en el NPP. La mencionada técnica se basa en la
capacidad que poseen los extremos del ADN
hidrolizados por las endonucleasas, de unirse a una
cadenadedioxigeninadUTP[52].

En la literatura se sugiere que muchos modelos
experimentalesde dafio celular conducen alamuerte por
apoptosis 0 por necrosis con morfologias intermedias.
De modo que la hahilidad de la célula para gjecutar su
programade muerte puede ser modificado por dafio alas

Biotecnologia Aplicada 2007; Vol.24, No.1

43. Hirsch E, Perier C, Orieux G, Francois C,
Feger J, Yelnik J, Vila M, Levi R, Tolosa ES,
Marin C, Herrero T, Obeso JA, Agid Y.
Metabolic effects of nigrostriatal denervation
in basal ganglia. TINS 2000,23(10):78-82.

44.Savasta M, Windels F, Bruet N, Bertrand
A, Poupard A. Neurochemical modifications
induced by high frecuency stimulation of
subthalamic nucleus in rats. In: Nicholson L
(ed.). The Basal Ganglia VIl nueva York Ed.:
Kluwer Academic Plenum Publisher; 2002:
581-90.

45. Mitchell 1), Jackson A, Sambrook MA,
Crossman AR. Common neural mechanism
in experimental chorea and hemiballismus
in the monkey. Evidences from2-deoxy-
glucose autoradiography. Brain Res 1985;
339:346-50.

46.Grofova |, Zhiou M. Nigral innervation
of cholinergic and glutamatergic cells in
the rat mesopontine tegmentum: light and
electron microscopic anterograde tracing
and immunohistochemical studies. J
Comp Neurol 1998;395:359-79.

47.Rodriguez M, Abdala P, Obeso JA.
Excitatory Responses in the «Direct»
Striatonigral Pathway: Effect of Nigros-
triatal Lesion. Movement Disorder 2000;
15(5):795-803.

48.0beso JA, Rodriguez-Oroz MC,
Rodriguez M, Lanciego JL, Artieda J,
Gonzalo N, Olanow W. Pathophysiology
of the basal ganglia in Parkinson’s
Disease. TINS 2000;23(10):3-18.



Lisette Blanco y cols.

Aumento de Glu y GABA y muerte celular en el NPP

células vecinas, pérdida de heterofagocitosis efectiva o
un dafio celular impuesto, que conduce a una fala
energéticay alainterrupcion delas etapas de lamuerte
celular programada, con promocion de las cascadas
necroticas correspondientes[53]. En este sentido, se ha
sefidlado que la muerte celular se produce en un curso
continuo apoptosis-necrosis, con formascelularesenlas
que coexisten caracteristicas que son comunes aambos
procesos, y lainmunohistoquimica TUNEL no permite
discriminar exactamenteentreellos[54].

En relacion con este nuestro hallazgo, cabria la
pregunta: ¢cual o cudles de losfactores siguientes, por
separado o de manera concomitante, pudieran
convertirse en elemento disparador del mecanismo de
muerte celular en esta estructura: el desequilibrio
neuroquimico matizado por un aumento significativo
del tono glutamatérgico, la pérdida de la inervacion
dopaminérgicaprocedentedelaSNc olasmodificaciones
en los estados de fosforilacion de los receptores,
asociadas a los propios cambios en los sistemas de
neurotransmisores? Posiblemente cada uno de estos
elementos aporte sefial esimportantes que, en conjunto,
pudieran convertirse en eventos disparadores de muerte
neuronal.

El incremento del tono glutamatérgico, representado
en este estudio por un aumento delaliberacién deGLU
enlavecindad del NPP, sehaasociado a incremento de
las concentracionesintracelularesde calcio, masalade
|as posibilidades que of recen | os mecani smos homeos-
téticos que mantienen estas concentraciones en valores
constantes (100 nM) [55, 56].

El GLU se elimina de la hendidura sinapticay del
espacio extracelular por medio de una proteina
transportadora de aminoéacidos con alta afinidad para
los &cidos monocarboxilicos y dependiente de Na+,
localizada en ambas neuronas, presinaptica y
postsinéptica, asi como en las células de laglia[57,
58]. Lacapturaeficientedel GLU contribuye afinalizar
su accion en la hendidura sindptica, ya que no se
conoce ningunaenzimaquelo degrade [59].

La excitacion mediada por un incremento de la
actividad glutamatérgica, frecuentementereferidacomo
excitotoxicidad, se considera un factor comuin a
diferentes enfermedades neuroldgicas, tales como la
epilepsia, las enfermedades neurodegenerativas, € dafio
isquémico y los efectos derivados de la exposicion a
toxinas ambientales[57, 60].

La literatura refiere mecanismos excitotoxicos
rapidos y lentos [61]. Los mecanismos rapidos
contemplan unaactivacion excesivade | os receptores
glutamatérgicos N-metil D-aspartato (NMDA) y no
NMDA, con la subsecuente entrada masiva de sodio
y calcio alas células por medio delos canalesidnicos
activados por el propio glutamato [62]. El incremento
de las concentraciones intracelulares de calcio se
potencia por la salida de calcio de los organelos que
sirven como almacenesintracel ulares de esteion, como
el reticulo endoplasméatico [62, 64]. En estas
condiciones se activan varias enzimas como las
proteasas, las fosfolipasas y las endonucleasas
dependientes de calcio, que se ocupan de degradar
sustratos como las proteinas del citoesgueleto de la
neurona, los fosfolipidos de membranay el material
genético, respectivamente [65]. Laexcitoxicidad lenta
se produce cuando las células no son capaces de

mantener su potencial de membranaen reposo, lo cua
Ilevaaliberar € bloqueo quefisiol 6gicamente mantiene
el i6n Mg?* sobrelaactividad del receptor NMDA [61].
En estas condiciones, |as concentraciones fisiol égicas
de GLU en la hendidura sinaptica son suficientes para
activar los receptores glutamatérgicos NM DA [66].

Otros eventos relacionados con el incremento de
radicaleslibresen laproducciénintracelular quelleva
alamuerte celular, pudieran relacionarse con lapérdida
del tono dopaminérgico en las células pontinas. La
admini straci6n de farmacos agoni stas de los receptores
dopaminérgicos D1 atentia el desarrollo de procesos
de muerte celular necrética de origen oxidativo en el
cultivo de células corticales deraton [67].

La hipotesis del estrés oxidativo se formuld para
explicar lamuerte delas células dopaminérgicasdela
SNc [68, 69]. No se ha confirmado que sean los
mecani smos rel acionados con la producci 6n aberrante
de radicales libres y el fracaso de los sistemas
antioxidantes de las células nigrales, los Unicos
involucrados en este proceso neurodegenerativo; no
obstante, si existen evidencias de que ell os participan
de maneraimportante en las vias de sefializacién que
disparan lamuerte neuronal [54, 68].

Lascélulasdel NPP que estan bajo lainfluenciadel
aumento delaneurctransmision glutamatérgica, pudieran
ser susceptiblesal dafio oxidativo, si setieneen cuenta
quelaactividad glutamatérgicaexacerbada, secundariaa
lalesién neurotdxicadela SNc, se asociacon procesos
de excitotoxicidad que implican el fracaso en el
funcionamiento delas bombasioénicas dependientesde
ATP y de los procesos metabdlicos mitocondriales.
Ambos pueden desencadenar un incremento del estrés
oxidativointracelular [54].

Laliberacién excesivade GLU sehaasociado conla
activacion deun grupo de proteinas quinasas secundario,
y alafosforilacién de los receptores glutamatérgicos
NMDA [70]. Algunas de estas enzimas son latirosina
quinasa, laproteinaquinasaactivadapor mitégenoy la
proteina quinasa dependiente de AMPc [70]. Aungue
no se conocen con exactitud los sustratos de estas
proteinas, se sabe quelainhibicion deestaso € bloqueo
de los receptores NMDA previene la ocurrencia de
muerte celular en el cultivo de neuronas hipocampales,
cerebel osas y motoneuronas espinales[71, 72].

En las neuronas pontinas del hemisferio derecho
pudieran confluir los mecani smos antes mencionados que
se derivan del aumento de la neurotransmision
glutamatérgica y de la pérdida de la eferencia
dopaminérgica procedente dela SNc. Laconjuncion de
estosmecanismospudierapromover las sefidesdemuerte
observadas en este estudio. Los hallazgos inmunohis-
toquimicos apuntan aquelamuerte celular sigaun curso
necrético, debido a escaso nimero de células que se
tifieron simultaneamente en € estudio de TUNEL y de
DAP!; aunqueno sedescartalaposibilidad dequetambién
pueda presentarse muerte apoptética.

En el NPP izquierdo, donde no se observé
inmunorreactividad a TUNEL, la actividad pontina
contralateral alainyeccion delaneurotoxina6-OHDA
se conserva intacta. Este hallazgo refuerza la funcion
querealizael desbalance delos diferentes sistemas de
neurotransmision, asociadacon el estatus parkinsoniano
en el disparo de mecanismos de muerte celular en
estructuras como € NPP.
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