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RESUMEN

La manipulacién del sistema colinérgico en el parkinsonismo experimental, a través de la administracion de (-)
nicotina, adquiere gran importancia a partir del hallazgo de una menor incidencia de la enfermedad de Parkinson
(EP) en sujetos fumadores. Se evaluaron cinco grupos de ratas Wistar: 1. Ratas sanas (n = 11), 2. Ratas lesionadas
en la substantia nigra compacta (SNc) (n = 10), 3. Ratas tratadas con (-) nicotina y lesionadas en la SNc¢ (n = 18),
4. Ratas con falsa lesién de la SNc por inyeccion de solucion salina fisiolégica (SSF) (n = 10), 5. Ratas tratadas con
SSF y lesionadas en la SNc (n = 10). Se evaluaron la coordinacién y la asimetria motora, las concentraciones
extracelulares de glutamato (Glu) y dcido y-aminobutirico (GABA) en el nucleo pedunculopontino (NPP), la
supervivencia de células en la SNc y la expresién estriatal de distintos factores neurotréficos. Las ratas tratadas con
(-) nicotina y lesionadas en la SNc mostraron una mejor ejecucién y un menor nomero promedio de errores en los
puentes de mayores didmetros en comparacién con las ratas hemiparkinsonizadas no tratadas con la droga. El
tratamiento con (-) nicotina disminuyé las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP, atenué la
asimetria motora de las ratas, promovié mds expresion estriatal del factor neurotréfico derivado del cerebro y hubo
menos pérdida de células dopaminérgicas en la SNc. El esquema de administracién de (-) nicotina en este estudio
sugiere un efecto neuroprotector.
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ABSTRACT

Neuroprotective effect of the (-) nicotine systemic administration in hemiparkinsonian rats. It is very important
the manipulation of the cholinergic system in the experimental Parkinsonism through systemic (-) nicotine
administration since the finding about the less incidence of Parkinson’s disease between smoking people. The
following experimental groups were evaluated: 1. non-treated rats (n = 11), 2. rats with lesion of the substantia
nigra compacta (SNc) (n = 10), 3. rats treated with (-) nicotine and SNc lesioned (n = 18), 4. sham operated rats
(n = 10), 5. rats with false pharmacological treatment and SNc lesioned (n = 10). The motor execution, motor
asymmetry, extracellular concentration of glutamate (Glu), y-aminobutiric acid (GABA) in pedunculopontine nucleus
(PPN), the survival of dopaminergic cells and the striatal expression of neurotrophic factors were the variables
studied. The rats treated with (-) nicotine showed an improvement in the motor execution and a minor number of
errors during the execution in the Cross Bridges Test in comparison with the hemiparkinsonian rats without
pharmacological treatment. In addition, the pharmacological treatment induced a decrease in the extracellular
levels of Glu and GABA in PPN and also it attenuated the motor asymmetry of the rats. Simultaneously, the (-)
nicotine administration promoted a higher brain derived neurotrophic factor striatal expression joint to a survival of
the dopaminergic cells in the SNc. Ours results suggests a neuroprotector role for the (-) nicotine schedule applied
in the present study.
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Introducciéon

En la década de los sesenta se publicaron los hallazgos
relacionados con la deficiencia dopaminérgica como
aspecto distintivo de la enfermedad de Parkinson (EP),
lo cual inicié una promisoria etapa para el tratamiento
farmacoldgico de esta afeccion con la administracion
de un precursor de la dopamina (DA), la L-dixidroxi-
fenilalanina (L-DOPA) [1, 2]. Sin embargo, la levodo-
paterapia a largo plazo desencadena multiples efectos
indeseados, como movimientos involuntarios y fluc-
tuaciones de la respuesta motora [3].

Diferentes alternativas farmacoldgicas han intentado
restablecer el desequilibrio neuroquimico en los ganglios
basales (GB), asociado a la degeneracion de la via ni-
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groestriatal [4]. Las alternativas farmacologicas enca-
minadas a la neuroproteccion que puedan prevenir la
muerte de las células nigrales o enlentecer el curso
degenerativo de esta enfermedad, han sido objeto de
diferentes estudios en los ultimos afios [5-7].

Se ha enfatizado en el posible papel neuroprotector
de la (-) nicotina para prevenir la degeneracion de las
células dopaminérgicas de la substantia nigra compac-
ta (SNc), a partir del hallazgo de una menor incidencia
de la EP en sujetos con habito de fumar [8]. La nicotina
es un alcaloide natural de la planta Nicotiana tabacum,
que posee reconocidos efectos sobre el sistema nervio-
so central y periférico [9]. Aunque no se han dilucidado
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los mecanismos mediante los cuales la nicotina protege
alas células dopaminérgicas, se plantea que la sintesis
y liberacion de factores neurotroficos, la liberacion de
dopamina estriatal a partir de las células que sobreviven
a un dafo neurotoxico, la promocion de eventos de se-
fializacion intracelular y la activacion de los recepto-
res nicotinicos, entre otros, pudieran ser los pilares de
la neuroproteccion que ejerce esta sustancia en la EP
[10-14].

Mientras los estudios sobre la neuroquimica de los
GB han aumentado en los ultimos veinte afios, los
cambios que ocurren en otros niicleos como el pedun-
culopontino (NPP), anatémica y funcionalmente muy
relacionado con los nucleos que conforman los GB, se
han estudiado muy poco en el contexto de los modelos
experimentales de la EP [15]. Se sabe que el NPP esta
conectado de forma reciproca con los GB y que envia
proyecciones colinérgicas y glutamatérgicas a la SN,
las cuales modulan la actividad dopaminérgica de las
células nigrales [16]. Las conexiones del NPP con las
redes interneuronas de la médula espinal a través del
haz reticuloespinal, refuerzan la importancia de esta
estructura en el procesamiento de la informacion
motora [17].

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
la administracion sistémica de dopamina sobre los
trastornos motores, la supervivencia de células dopa-
minérgicas en la SNc, la expresion estriatal de factores
neurotroficos (FNT) y las concentraciones extrace-
lulares de Glu y GABA en el NPP de ratas hemiparkin-
sonizadas.

Sujetos experimentales

Para el estudio se trataron ratas Wistar, machos adul-
tos con un peso entre 200 y 250 g, procedentes del
Centro para la Produccion de Animales de Laborato-
rio (CENPALAB), La Habana, Cuba. Se mantuvieron
tres animales por caja durante todo el experimento,
con ciclos de 12 horas de luz por 12 horas de oscuri-
dad y acceso libre al agua y los alimentos. Para el
trabajo experimental se tomo en cuenta la Guia para
el cuidado, uso y reproduccion de los animales de
experimentacion.

Materiales y métodos

Lesiéon de la SNc

Con la administracion intraperitoneal (i.p.) de una
solucion de hidrato de cloral (420 mg/kg de peso), se a-
nestesiaron las ratas y se colocaron en un equipo de ci-
rugia estereotactica para roedores (Stoelting, EE.UU.).
Se inyectaron 3 pL de una solucion que contenia 8 pg
de 6-OHDA en 3 pL de solucion salina fisiologica al
0.9% (SSF) mas 0.5 mg/mL de 4cido ascorbico, a razon
de 1 pL/min en la SNc derecha, con las siguientes coor-
denadas estereotacticas (mm), de acuerdo con el atlas
de Paxinos y Watson [18]: AP=-0.49,L=0.17,DV =
0.81 (referentes a Bregma). La administracion de igual
volumen de SSF y en las mismas coordenadas, permitio
conformar un grupo control de ratas falsa lesionadas.

Actividad rotatoria

Un mes después de la inyeccion de 6-OHDA, se estu-
dio la actividad rotatoria inducida por la D-anfetamina
(5 mg/kg, i.p.). Con un Multicontador Electrénico LE
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3806 acoplado a los sensores LE 902 (PanLAB, Barce-
lona, Espafia) que determinaban el sentido de giro, en
90 min se determind esta variable.

Esquema de administracién sistémica
de (-) nicotina
Las ratas recibieron tres inyecciones subcutaneas (s.c.)
de (-) nicotina (1 mg/kg de peso) cada 30 min. Finaliza-
da la ultima aplicacion se les inyectd la solucion de la
6-OHDA. Este esquema de administracion se repitio
alos 7, 14y 21 dias de la inyeccion intracerebral de la
neurotoxina 6-OHDA.

El grupo control de ratas recibieron el mismo es-
quema de administracion de (-) nicotina, pero en lugar
de la droga, se administr6 igual volumen de SSF.

Exploracién de la coordinacién motora
mediante la prueba de los puentes
transversales

Para la prueba de los puentes transversales se mantu-
vieron condiciones de silencio e iluminacion adecuadas.
La evaluacion fue por observacion directa.

Las ratas se colocaron en un punto medio situado
en un puente entre dos plataformas de escape a una
altura de 60 cm de una superficie de apoyo. Cada en-
sayo durd 60 s y consistio en cuantificar el tiempo
que demoraba el animal en alcanzar la plataforma (la-
tencia de escape). La falla al alcanzarla o la caida del
puente se consideraron como una latencia de 60 s (la-
tencia de caida). Simultaneamente se cuantifico el nu-
mero de errores en cada ensayo. Se consider6 error:
todo intento infructuoso de sujecion con las extremida-
des o con la cola o de mantenimiento del equilibrio,
asi como la caida del puente antes de los 60 s del en-
sayo. Se utilizaron puentes de seccion rectangular y
circular de 60 cm de longitud, que se colocaron en el
siguiente orden: rectangular grande (2.5 cm de dia-
metro), circular grande (2.5 cm de diametro), rectan-
gular pequeifio (1 cm de diametro) y circular pequeiio
(1 cm de diametro), que aumentaban paulatinamente
la complejidad de la prueba. El estudio dur6 dos dias
consecutivos, y se hicieron tres ensayos diarios. Como
latencia de escape y de caida, se tomo el valor prome-
dio de los seis ensayos.

Microdidlisis in vivo

La canula guia se coloco en las coordenadas (mm) co-
rrespondientes al NPP derecho: AP =-8.00, L = 2.00,
DV =5.40 (referentes a Bregma) dos semanas después
de los estudios conductuales. Los experimentos de mi-
crodialisis cerebral se realizaron 24 h después del im-
plante de la canula guia.

Larata se acoplé a un sistema de bomba de infusion de
microdialisis cerebral (CMA 100, CMA Microdialysis,
Estocolmo, Suecia) y se infundieron las canulas conti-
nuamente con una solucion de liquido cefalorraquideo
artificial (LCRa): 125 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L KCl,
0.5 mmol/L NaH,PO,, 5 mmol/L Na,HPO,4, 1 mmol/L
MgCl,.6H,0, 1.2 mmol/L CaCl,, 1.2 mmol/L acido
ascorbico, pH 7.4 a 7.6 a un flujo de 2 pL/min.

Se colectaron los dializados de forma manual una
hora después de iniciado el proceso. Se tomaron seis
dializados que se congelaron inmediatamente a -80 °C
hasta su posterior analisis. Todos los experimentos se
realizaron con las ratas despiertas.
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Evaluacion bioquimica. Andlisis
de los neurotransmisores. Cuantificacion
de los aminodcidos

Las concentraciones de aminoacidos en los dializados
se determinaron por cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC, del inglés high performance liquid
crhomatography), acoplada a un detector de fluores-
cencia y derivatizacion con oftaldialdehido (OPA).

Se mezclaron 10 pL de muestra con 10 uL del agen-
te derivatizante OPA (10 mmol/L de OPA disueltos
en una solucion tampon de 0.1 mol/L de tetraborato
de sodio que contenia 77 mmol/L de acido 3-mercap-
topropidnico y metanol al 10%, pH 9.3). La mezcla
se agitd en vortex durante 15 s y la reaccion se detuvo
con acido acético al 5% a los 45 s. De esta mezcla se
inyectaron 20 pL al cromatégrafo con una jeringuilla
Hamilton. Los aminoacidos derivatizados se hicieron
pasar por una columna de fase inversa (HR-80, de
8 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno, ESA),
con una precolumna de fase estacionaria similar, me-
diante una bomba cromatografica isocratica (Philips
PU 4100), y se detectaron mediante un detector de
fluorescencia con una excitacion igual a 340 nm y una
emision igual a 460 nm (Philips PU 4027). El registro
de los cromatogramas se realizé mediante el programa
CHROMATEPC, version 4.24 (Philips). Para la sepa-
racion de los aminodcidos se utilizé una fase movil
compuesta por NaH,PO, 0.1 mol/L y metanol al 20%.
Se analiz6 cada muestra por duplicado.

Evaluacion de la expresion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (FNDC)
y del factor neurotréfico derivado

de la glia (FNDG)

A. Aislamiento de proteinas totales

Al concluir los tratamientos y evaluaciones, se anes-
tesiaron las ratas con hidrato de cloral: 480 mg/kg de
peso corporal, por via i.p.) y se decapitaron. Se ex-
trajeron sus cerebros y se lavaron con NaCl al 0.9%
frio y se disecd el striatum (St). El tejido se congeld en
nitrogeno liquido, se pesd y conservo a -80 °C hasta
su analisis.

Se extrajeron las proteinas del tejido estriatal me-
diante la técnica del TriPure. El tejido se homogeni-
z6 en 1 mL de solucion de TriPure, se le adicionaron
0.2 mL de cloroformo y se obtuvieron tres fases. La
fase inferior se traté con 0.3 mL de etanol absoluto
para precipitar el ADN contaminante y obtener una
muestra pura de proteinas. Posteriormente se adi-
cionaron 1.5 mL de isopropanol para precipitar las
proteinas totales. Se centrifugaron las muestras a 4 °C
y a 12 000 rpm durante 10 min, y se lavaron tres ve-
ces con tiocianato de guanidine (0.3 mol/L) prepa-
rado en etanol al 95%. Finalmente se lavaron las
muestras con etanol absoluto, se centrifugaron en las
condiciones descritas anteriormente y se resuspen-
di6 el precipitado en 0.2 mL de dodecil sulfato de
sodio (SDS) al 1%.

B. Determinacién de la concentracién
de proteinas

Se prepararon diluciones por duplicado 1:100 de cada
muestra de proteinas en un volumen final de 0.1 mL.
A cada una de las diluciones se les adicionaron 0.1mL
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de una solucion que contenia 0.2 g de acido bicinconilico
en un volumen final de 5 mL, 0.2 mL de sulfato de
cobre 4% y 5.2 mL de microreactivo A (7 g de carbonato
de sodio anhidro, 1.6 g de hidroxido de sodioy 1.6 gde
tartrato de sodio disueltos en 100 mL de agua destilada,
pH 11.25). Las muestras se incubaron toda la noche a
TA y se ley6 la absorbancia a 540 nm empleando un
espectrofotdmetro (Shimadzu, Kyoto, Japon). La con-
centracion de proteinas totales se calculd tomando
como referencia una curva patrén obtenida a partir de
diferentes concentraciones conocidas de albiimina
sérica bovina.

C. Western Blot

La inmunodeteccion del FNDC, FNDG y B-actina se
realiz6 mediante la técnica de Western Blot. Esta ulti-
ma proteina se usé como control de la integridad de la
muestra proteica. De cada muestra se tomaron 50 ug
de proteinas y se realiz6 una electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12%. Para identificar las proteinas
de interés se utilizd un patron de peso molecular de
color dual que incluia moléculas con pesos molecula-
res en el rango de 10 a 250 kDa (Bio-Rad, Richmond,
VA, EE.UU.).

Una vez separadas las proteinas a 80 V, se trans-
firieron a una membrana PVDF (del inglés, polyviny-
lidene fluoride) (Bio-Rad, Richmond, VA, EE.UU.)
durante 1 h. Los sitios inespecificos se bloquearon
con leche descremada al 5%, preparada en PBS-Tween
al 0.05% durante 1 h a TA. Las membranas se incuba-
ron toda la noche a 4 °C con anticuerpos primarios
para FNDG (1:200), FNDC (1:200) y -actina (1:300),
preparados en solucion bloqueadora. Estos anticuer-
pos fueron inmunoglobulina anti-FNDG y anti-FNDC
producidas en conejo (policlonales), (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) e inmunoglobu-
lina anti-B-actina producida en ratén (monoclonal)
(CINVESTAV, México). Al dia siguiente se lavaron las
membranas con PBS-Tween al 0.05% e incubaron con
los anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa
(Zymed), preparados en solucion bloqueadora, durante
1 h a TA. Como segundos anticuerpos para FNDC y
FNDG se usaron antiinmunoglobulinas de conejo pro-
ducidas en cabra y marcadas con peroxidasa de raba-
no picante (HRP, del inglés horseradish peroxidase)
y para B-actina se utiliz6 una antiinmunoglobulina de
raton producida en cabra marcada con HRP (Zymed,
CA, EE.UU.). Los anticuerpos secundarios para FNDG
y FNDC se usaron a una dilucién 1:2 000, mientras el
anticuerpo secundario para B-actina se usé en una di-
lucion 1:6 000. Las membranas se lavaron y se revela-
ron con el sistema de deteccion ECL (del inglés, Enhan-
ced Chemiluminescence) (Amersham Biosciences
Europe, Freiburg, Alemania).

Para cuantificar la expresion de los FNT, se digi-
talizaron las imagenes con el sistema BioDoc-It (Bio-
Rad, Richmond, VA, EE.UU.). El analisis densitomé-
trico se efectud con el programa Lab Works 4.0 Image
Acquisition.

Se utilizé la B-actina como control para normalizar
la expresion de los factores neurotroficos, de manera
que las densidades opticas de FNDC y FNDG se ex-
presaron en relacion con la densidad dptica de B-actina.
Para cada corrida electroforética se normalizaron los
valores de FNDC y FNDG, normalizados sobre la ba-

Biotecnologia Aplicada 2008; Vol.25, No.2



Lisette Blanco y cols.

Efecto de la administracién de (-) nicotina en ratas hemiparkinsonizadas

se de B-actina, nuevamente sobre la base de uno. Cada
muestra se analizo por triplicado.

Evaluacién de la pérdida de células
dopaminérgicas

A. Obtencién del tejido

Al concluir los estudios in vivo, las ratas recibie-
ron una dosis mayor de hidrato de cloral (via i.p.,
480 mg/kg) y se perfundieron a través de la arteria
aorta ascendente con 500 mL de NaCl al 0.9% y
500 mL de una solucion fijadora de paraformalde-
hido al 4%, con glutaraldehido al 0.1%, acido picri-
co al 15% en fosfato de sodio 0.1 mol/L'y pH 7.4. A
continuacion se extrajeron los cerebros, se conserva-
ron en la solucioén fijadora durante 1 h, se lavaron con
0.1 mol/L de fosfato de sodio y pH 7.4, se criopro-
tegieron en sacarosa al 7, 15y 30% (24 h a cada con-
centracion) y se congelaron en nitrégeno liquido.
Seguidamente se obtuvieron cortes coronales (20 pM)
de las areas correspondientes a la SNc. Las secciones
se montaron en laminas portaobjetos previamente
recubiertas con gelatina-alumbre de cromo.

B. Procesamiento inmunohistoquimico

Las laminas con las secciones histologicas para la vi-
sualizacion de las células inmunorreactivas a la enzima
TH se colocaron en PBS tres veces durante 7 min cada
una. A continuacion, las laminas se incubaron durante
20 min con solucion de bloqueo y permeabilizacion
(suero fetal de ternera al 20%, Triton X-100 al 0.25%
en STF), se recubrieron con el anticuerpo anti-TH (1:
100, STF suero fetal de ternera al 1% y Triton X-100
al 0.25%) y se incubaron durante la noche a 4 °C. Las
laminas se lavaron en PBS tres veces durante 7 min y
se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de raton bio-
tinilado durante 1 h (1:500, STF suero fetal de ternera
al 1% y Triton X-100 al 0.25%). Después de tres la-
vados con PBS durante 7 min, las laminas se incubaron
durante 1 h con el complejo estreptavidina-biotina-
peroxidasa de rabano, se lavaron con PBS y se revelaron
con H,0O, como sustrato de la enzima y tetrahidro-
cloruro de diaminobenzidina como cromdgeno. Las
secciones de tejido se deshidrataron utilizando una serie
de alcoholes de concentraciones ascendentes, aclaradas
en xilol y montadas en DPX.

Las ratas que mostraron una localizacién inade-
cuada de la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA o de
la canula de microdialisis cerebral, se excluyeron del
analisis.

Andlisis de los datos

La prueba de normalidad a los datos se realizd por
medio de la prueba de Kolmogorov Smirnov en todos
los casos. Igualmente se probo la homogeneidad de
varianzas mediante la Prueba de Levene.

La comparacion de la latencia de escape, de caida, el
promedio de errores cometidos por las ratas y las con-
centraciones extracelulares de Gluy GABA en el NPP
en los grupos experimentales, se realizo mediante un
analisis de varianza de clasificacion simple, seguido de
una prueba de Tukey.

La actividad rotatoria inducida por D-anfetamina
no siguiod una distribucion normal, por lo que la compa-
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racion de esta variable en los grupos experimentales,
se efectud por medio de un analisis de varianza no pa-
ramétrico Kruskal Wallis, seguido de una prueba U-
Mann Whitney.

Se trabajo con un nivel de significacion de 0.05, y
para el andlisis de los datos se empled el software
Statistica CSS, version 6.1.

Resultados

Estudio de coordinacién motora: prueba de
los puentes transversales

La latencia de escape en el puente de seccion rectangu-
lar de 2.5 cm de didmetro solo mostré diferencias en
los grupos controles (sanas y falsas lesionadas en la
SNc) y en los grupos con lesion de la SNc¢ (con trata-
miento farmacologico y sin él) (p <0.05) (Figura 1A).
No se evalud la latencia de escape en los puentes de
menores diametros (1 cm) porque las ratas con lesion
de la SNc (con tratamiento farmacologico y sin €l) no
completaron el tiempo de ejecucion de la prueba.

La latencia de escape se evaluo en el puente de sec-
cion circular de 2.5 cm de diametro, en el que hubo
un incremento significativo tanto en el grupo de ratas
con lesion de la SNc sin tratamiento con (-) nicotina
(p <0.01) como en el grupo de ratas lesionadas que
recibid tratamiento farmacologico (p <0.05), con res-
pecto a los grupos controles (Figura 1A). Sin embargo,
a pesar de este incremento en ambos grupos, la laten-
cia de escape de las ratas con lesion de la SNc tratadas
con (-) nicotina aumentd menos, lo que ubica a este
grupo en una posicion intermedia entre las ratas con
lesion de la SNc sin tratamiento farmacoldgico y las
ratas control (Figura 1A).

La latencia de caida se cuantific6 en todos los grupos
experimentales, excepto en las ratas sanas en el puente
de seccion rectangular de 2.5 cm. En el puente circular
de (2.5 cm de diametro no hubo diferencias significativas
entre los grupos (p > 0.05). En los puentes de 1 cm de
diametro, la latencia de caida de las ratas con lesion de
la SNc (tanto las tratadas con (-) nicotina, como las no
tratadas) mostré un comportamiento muy similar con
una disminucion significativa (p <0.001) con respecto
a los grupos controles (Figura 1B).

Calidad de la ejecucion motora

La observacion directa de la calidad de la ejecucion
motora evidenci6 que las extremidades contralaterales
alalesion de las ratas inyectadas con 6-OHDA no tra-
tadas con (-) nicotina, mostraron una ligera oscilacion
que balanceaba el cuerpo de la rata, sin impulsarlo
hacia adelante, por lo que no participaron en el movi-
miento de avance. Este grupo de ratas no avanzo en
linea recta sobre los puentes, sino que alternaron el
movimiento rectilineo con giros muy estrechos que
las obligaron a adoptar posiciones cada vez mas
inestables, en la medida en que disminuy¢ el diametro
de los puentes (Figura 2A).

Las ratas tratadas con (-) nicotina, aunque también
giraron espontaneamente en circulos estrechos, mos-
traron una menor disfuncion de la extremidad posterior
contralateral a la lesion de la SNc, lo que fue evidente
en el apoyo de esta en el puente durante el reposo (Fi-
gura 2B) y la locomocion (Figura 2C).
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Figura 1. Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina (1 mg/kg de peso, s.c.) en la latencia de escape y de caida de las ratas
en la prueba de los puentes (Pte) transversales. A. Comparacién de la latencia de escape en los puentes rectangular (Fus9) = 5.13,
p < 0.05) y circular (Fuez) = 9.22 p < 0.01) de 2.5 cm de didmetro). Las letras en la parte superior de cada barra representan las
diferencias entre los grupos a frente a b, p < 0.05, y cfrentead p < 0.05, cfrente a e, p < 0.01. B. Comparacién de la latencia
de caida entre los grupos experimentales dentro de cada Pte. Las letras en la parte superior de las barras representan las
diferencias entre los grupos a frente a b, p < 0.01. Grupos experimentales: ratas con lesién de la substantia nigra compacta (SN¢)
sin tratamiento con (-) nicotina (n = 11), ratas con lesién de la SNc con tratamiento con (-) nicotina (n = 13), ratas con falsa lesién
de la SNc (n = 11), ratas con lesién de la SNc con tratamiento con solucién salina fisiolégica (SSF) (n = 10), ratas sanas (n = 22).
Las comparaciones se realizaron mediante un ANOVA de clasificacion simple, seguido por una prueba de Tukey. Las barras

representan X = E.E.M.

Las ratas con lesion de la SNc sin tratamiento far-
macologico y las ratas con lesion de la SN¢ que reci-
bieron tratamiento con SSF en lugar de (-) nicotina,
mostraron un incremento significativo del promedio
de errores (p < 0.05), durante su desempeiio en el
puente de seccion rectangular de 2.5 cm de didmetro.
En este mismo puente, las ratas con lesion de la SNc
tratadas con (-) nicotina mostraron un promedio de
errores estadisticamente similar al de las ratas sanas.
En el puente circular grande (2.5 cm de didmetro) no
se encontraron diferencias significativas entre los gru-
pos experimentales (p > 0.05). En los puentes de 1 cm
de diametro, todas las ratas con lesion de la SN¢ mos-
traron un aumento significativo en el promedio de
errores (p <0.05) en comparacion con los grupos con-
troles (sanas y falsa lesionadas de la SNc¢) (Figura 3).

Estudio de la actividad rotatoria inducida
por D-anfetamina

El estudio de la actividad rotatoria inducida por D-an-
fetamina reveld una disminucion significativa (p <0.01)
de la conducta de giro en las ratas tratadas sistémica-
mente con (-) nicotina en comparacion con las ratas
con lesion de la SNc sin tratamiento farmacoldgico, lo
cual apunta al efecto positivo del tratamiento farmaco-
logico que atenua la asimetria motora (Figura 4).

Evaluacion del efecto de la aplicacion
sistémica de (-) nicotina

en las concentraciones extracelulares de Glu
y GABA en el NPP y en la pérdida

de células dopaminérgicas en la SNc

Estudio de las concentraciones extracelulares
de Glu y GABA en el NPP

El estudio de las concentraciones extracelulares de Glu
y GABA revel6 una disminucion significativa de am-
bas (p < 0.01) en el NPP de las ratas tratadas con (-)
nicotina en comparacion con las ratas lesionadas que
no recibieron tratamiento farmacologico (Figura 5).

Estudio de la pérdida de células
dopaminérgicas en la SNc

Los resultados del estudio inmunohistoquimico para
la enzima tirosina hidroxilasa (TH) indicaron que el
tratamiento farmacoldgico protege a las neuronas de
la SNc de la lesion neurotdxica inducida por 6-OHDA,
y se pudieron observar células TH+ que ocupaban las
regiones medial y lateral de esta estructura (Figura 6A

y B).

Determinacién del efecto de la aplicacién
sistémica de (-) nicotina en la expresién
estriatal del FNDC y del FNDG

Para la deteccion de la cantidad de proteina de FNDC
y FNDG expresada en el St, se empleo la técnica de
Western Blot. En todas las corridas electroforéticas se
obtuvieron bandas de color intenso, bien delimitadas
(Figura 7A). La deteccion y cuantificacion de actina,
proteina que se expresa constitutivamente en todas
las células, permitio referenciar la concentracion del
FNT alos indices de expresion de proteinas en el St.

Los resultados indican que la lesion con 6-OHDA
en la SNc de las ratas induce un incremento significa-
tivo (p < 0.01) tanto en la cantidad del FNDC como
del FNDG expresado en el St, con respecto a los gru-

Figura 2. Errores mas frecuentes durante la ejecucion en la prueba de los puentes (Pte) transversales. A.
Rata con lesion de la substantia nigra compacta (SNc), que muestra una postura muy inestable durante
el giro espontaneo. By C. Rata tratada con (-) nicotina, apoyada en el Pte. rectangular grande sus dos
extremidades traseras, en reposo en By durante la ejecucién de la prueba en C.
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pos control sano y falso lesionado en la SNc (Figura
7By C).

La administracion sistémica de (-) nicotina, antes
delalesiondelaSNcy 7, 14y 21 dias después produce
un aumento significativo de la expresion estriatal del
FNDC (Figura 7B). La expresion estriatal del FNDG
en las ratas hemiparkinsonizadas que recibieron el tra-
tamiento farmacologico se redujo a valores similares a
los del grupo control sano (Figura 7C).

Discusién
Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina

sobre los trastornos motores en ratas
hemiparkinsonizadas

Los resultados indican que el esquema de tratamien-
to sistémico con (-) nicotina aplicado promueve una
mejoria motora en los animales: hubo una latencia de
escape intermedia entre las ratas hemiparkinsonizadas
que no recibieron tratamiento farmacologico y las sa-
nas, y un promedio de errores similar al de las ratas
sanas para el puente rectangular de 2.5 cm de diame-
tro. No obstante, esta mejoria se pierde en los puentes
de menores diametros en los que la latencia de caida y
el promedio de errores de las ratas tratadas con (-) ni-
cotina no difiere de las ratas hemiparkinsonizadas sin
tratamiento farmacoldgico. La administracion sistémi-
ca de (-) nicotina redujo la asimetria motora, evaluada
a través de la prueba de actividad rotatoria inducida
por D-anfetamina.

Varios autores han propuesto un efecto neuropro-
tector de la exposicion a nicotina sobre el sistema do-
paminérgico, a partir de una relacion inversa entre la
adiccion a esta sustancia y la incidencia de la EP [19].

El esquema de administracion de (-) nicotina apli-
cado en este estudio, aparece referido en la literatura
como administracién subcrdnica, y coincide con el
aplicado por otros autores para estudiar el papel neu-
roprotector de esta sustancia en modelos de EP por
administracion de agentes quelantes [20]. Especifica-
mente en este esquema se suministré la (-) nicotina
inmediatamente antes de la inyeccion de 6-OHDA
con dos propositos. El primero, para estimular tem-
pranamente los mecanismos promotores de la libera-
cion de FNT, y el segundo obedece a las propiedades
antioxidantes de la (-) nicotina, que pudieran atenuar
los efectos de la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA
[8,21]. La literatura sefiala que aunque la (-) nicotina
se inactiva muy rapido, una dosis de 1 mg/kg de peso
administrado por via subcutanea, puede cruzar la
barrera hematoencefalica y alcanzar el cerebro en 8 s
aproximadamente. Para estas condiciones se ha esti-
mado una concentracion intracerebral de 5 nmol/L de
nicotina, que mantiene los receptores nicotinicos en
un estado desensibilizado por alrededor de 8 h [22].
En este estudio las dos dosis siguientes administra-
das cada 30 min, intentan mantener y potenciar el
efecto inicial. Se administraron dosis de refuerzo, si-
guiendo el mismo esquema de 7, 14y 21 dias después
de la lesion de la SNc, para reforzar el efecto de la
exposicion a la droga [23, 24]. Estas ultimas dosis
mantienen el apoyo tréfico y promueven la liberacion
de DA estriatal, con el proposito de suplir la deficien-
cia dopaminérgica asociada a la inyeccion de 6-OHDA
[25-27].
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Figura 3. Comparacién del promedio de errores cometidos en cada puente (Pte) transversal entre los
grupos experimentales. Las letras diferentes en la parte superior de las barras representan diferencias
significativas entre los grupos: a frente a b, p < 0.05. Grupos experimentales: ratas con lesion de la
substantia nigra compacta (SNc) sin tratamiento con (-) nicotina (n = 11), ratas con lesién de la SNc con
tratamiento con (-) nicotina (n = 13), ratas con falsa lesién de la SNc (n = 11), ratas con lesién de la SNc
con tratamiento con solucién salina fisiolégica (SSF) (n = 10), ratas sanas (n = 22). Las comparaciones
se realizaron mediante un ANOVA de clasificacién simple, seguido por una pueba de Tukey. Las barras

representan X = E.E.M.

En el estudio de la actividad motora con la prueba
de los puentes transversales, todos los animales mos-
traron la tipica secuencia alternante de movimiento
con un acoplamiento diagonal que caracteriza a la loco-
mocion cuadriipeda [28]. No obstante, las ratas hemi-
parkinsonizadas mostraron un impedimento en el uso
de los miembros contralaterales a la lesion, tanto para
efectuar ajustes posturales como de marcha, lo que
coincide con lo referido por otros autores [29]. Esta
disfuncion puede estar relacionada con la dificultad
para transferir adecuadamente el peso del cuerpo y lo-
grar un ajuste postural Optimo en menores superficies
de apoyo [30].
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Figura 4. Comparacién de la actividad rotatoria inducida por
D-anfetamina (5 mg/kg de peso, i.p.) entre las ratas con lesién
de la substantia nigra compacta (SNc) (n = 10), ratas tratadas
con (-) nicotina y lesionadas en la SNc (n = 18), ratas con falsa
lesion de la SNc (n = 10), ratas tratadas con solucién salina
fisiolégica (SSF) y lesionadas en la SNc (n = 7). Las letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
p < 0.001. La comparacién se realizé mediante un ANOVA no
parametrico Kruskal Wallis (H, 45y = 31.82, p < 0.001), se-
guido por una prueba U-Man Whitney. Las letras en la parte
superior de las barras representan las diferencias entre los
grupos: a frente ab, p < 0.001. Las barras representan X =
E.E.M.
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Las observaciones en este trabajo sobre las modi-
ficaciones en el patron de locomocion de las ratas hemi-
parkinsonizadas, en funcion de las caracteristicas de
la superficie de apoyo, coinciden con lo enunciado por
otros autores [31, 32].

Se ha sefialado que la deficiencia dopaminérgica
estriatal es un impedimento para ejercer la fuerza ne-
cesaria para lograr el desplazamiento coordinado de
todas las partes del cuerpo. Dicho impedimento pue-
de estar relacionado con una incapacidad para dirigir
los miembros afectados, con su rigidez, con la disminu-
cion de los reflejos u otras disfunciones sensorimotoras
[33-35].

El tratamiento aplicado en este estudio tuvo un im-
pacto positivo en la ejecucion motora de las ratas, en
los puentes de 2.5 cm de didmetro. En las ratas hemi-
parkinsonizadas y tratadas con (-) nicotina se observo
menos disfuncion del miembro trasero contralateral a
la lesion de 6-OHDA y una disminucion del tiempo en
alcanzar la plataforma en comparacion con las ratas no
tratadas. Esta mejoria puede sustentar la similitud del
promedio de errores cometidos por las ratas tratadas
con (-) nicotina y las ratas sanas en el puente rectangular
de 2.5 cm de diametro. No obstante, los resultados
apuntan a que este efecto positivo se empobrece cuando
los determinantes del soporte, del equilibrio y de la
locomocion, como son la forma y el tamafio de la su-
perficie de apoyo, toman valores criticos.

El tratamiento con (-) nicotina no previno la ten-
dencia a girar espontaneamente en circulos estrechos,
descrito en las ratas con lesion de la SNc. Esta conducta
desequilibra aun mas el centro de masa del cuerpo de
larata, lo cual puede adicionarse a la dificultad que im-
pone el didmetro y la forma del puente [29]. En menores
superficies de apoyo, la tendencia al giro acenttia la
discapacidad motora y deriva en un fracaso de los in-
tentos de sujecion y soporte [32].

Este mosaico de resultados sugiere que cuando el
diametro y la forma del puente se conjugan para al-
canzar una complejidad maxima, el tratamiento sis-
témico con (-) nicotina aplicado en este estudio fracasa
y no se obtiene una mejor ejecucion motora de los ani-
males. En estos casos predominan los trastornos mo-
tores asociados a la lesion neurotoxica de la SNc y las
ratas exhiben un patrén conductual similar al del grupo
de ratas hemiparkinsonizadas que no recibieron tra-
tamiento farmacoldgico.

La menor asimetria motora que presentan las ratas
hemiparkinsonizadas y tratadas con (-) nicotina pue-
de estar relacionada con la menor pérdida de cuerpos
celulares dopaminérgicos en la SNc¢ de este grupo de
ratas.

La literatura sefiala que las células dopaminérgicas
nigrales sobrevivientes a la lesion neurotdxica pueden
promover la liberacion de DA de sus vesiculas de al-
macenamiento bajo el efecto de la administracion de
D-anfetamina sistémica [36, 37]. El resultado neto
seria un menor numero de giros inducidos por este
farmaco y, por ende, una menor asimetria motora.

Uno de los efectos atribuidos al papel neuropro-
tector de la (-) nicotina en la EP es la activacion de los
receptores colinérgicos nicotinicos presinapticos que
se expresan sobre las terminales dopaminérgicas ni-
groestriatales intactas [ 13]. Se conoce que esta activa-
cidén promueve la liberacion de DA y que una pequena

123

_. 0.8 a = 0.8+
g %8 T 3% . a
o 4 i
g 0.7 é 0.7
::’ 0.6 b b X é 0.6 b b b
[V} g i
o 0.5 % 0.5
T 044 < 0.4
o c
'S 0.31 © 0.3
g g
Tt 0.2+ 2 0.2
8 3
H 0.1 g 0.1
© o ; ; ; S o ; ; ;
Lesion  Tratadas Falsa  Tratadas  Ratas Lesion  Tratadas  Falsa  Tratadas  Ratas
Nc  (-) nicotina Iessg‘én sanas SNc  (-) nicotina Iessg‘én SSF sanas
c c

Figura 5. Efecto del tratamiento sistémico con (-) nicotina (1 mg/kg de peso, s.c.) en las concentraciones
extracelulares de glutamato (Glu) y dcido @-aminobutirico (GABA) en el nicleo pedunculopontino. A.
Comparacién de la concentracion de Glu entre los grupos experimentales (F4,39)= 15.45, p < 0.001).
B. Comparacién de la concentracién de GABA entre los grupos experimentales (Fi, 3¢ = 2.96, p < 0.05).
Grupos experimentales: ratas con lesién de la substantia nigra compacta (SN¢) (n = 9), ratas tratadas con
(-) nicotina y lesionadas en la SNc (n = 9), ratas con falsa lesién de la SNc (n = 6), ratas tratadas con
solucién salina fisiolégica (SSF) y lesionadas en la SNc (n = 6), ratas sanas (n = 10). Las comparaciones
se realizaron mediante un ANOVA de clasificacién simple, seguido de una Prueba de Tukey. Las letras en
la parte superior de las barras representan las diferencias: a frente a b, p < 0.01. Las barras representan
X + E.E.M.

A

Figura 6. Microfotografia de la inmunodeteccién de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en un corte coro-
nal de la substantia nigra compacta (SNc) de una rata tratada sistémicamente con (-) nicotina y lesionada
en la SNc. A. Microfotografia (10X) del hemisferio derecho donde se observan células TH+ en toda la
zona que abarca la SN¢, a nivel de la coordenada AP = -4.4 (referente a Bregma). B. Microfotografia
local (20X) donde se sefalizan los cuerpos celulares dopaminérgicos en la SNc medial y lateral. La flecha
indica el trazo de la aguja de inyeccion de la neurotoxina en la zona de la SNc. SNeme y SNcla: substantia
nigra compacta medial y lateral, respectivamente.

cantidad de este neurotransmisor es suficiente para
estimular los receptores dopaminérgicos estriatales
[13» 38] 22. Levin E. Nicotinic systems: an inte-
grated approach. En: Levin ED, Ed. Ni-
cotinic receptors in the nervous system.
Londres, NY, Washington: Ed. Boca Raton,
2002:281-2.

Efecto del tratamiento sistémico
con (-) nicotina sobre las concentraciones
extracelulares de Glu y GABA en el NPP

La restauracion de los valores normales de las concen-
traciones extracelulares de Gluy GABA en el NPP de
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xic potential: nicotine. En: Spencer P,
Schaumburg H, Ludolph A, Eda. Expe-
rimental and clinical neurotoxicology.

las ratas hemiparkinsonizadas tratadas con (-) nico-
tina, pudiera responder a los efectos generales del
tratamiento farmacoldgico, que peviene el desequili-
brio entre los sistemas de neurotransmisores de las
dos vias del circuito motor de los GB. En el NPP con-
vergen los impulsos gabaérgicos y glutamatérgicos
procedentes de las vias “directa” e “indirecta” del cir-
cuito motor [15]. En consecuencia, cualquier cambio
en el funcionamiento de estas repercutird en la libera-
cion de neurotransmisores en el NPPy, por ende, en la
concentracion de estos en su espacio extracelular [39].
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la substantia nigra compacta (SNc) sin tratamiento con (-) nicotina (n = 4), ratas con lesién de la SNc con tratamiento con (-) nicotina (n = 4), ratas con falsa lesion de la
SNc (n = 3), ratas con lesién de la SNc con tratamiento con solucién salina fisiolégica (SSF) (n = 4), ratas sanas (n = 4). Las comparaciones se realizaron por medio de un
ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de una prueba U-de Mann Whitney. Las letras en la parte superior de las barras en la figura 7B representan las
diferencias: a frente ab, p < 0.01 y enlafig. 7C representan: a frente a b, p < 0.05, b frenteac, p < 0.01, afrentea ¢, p < 0.001. Las barras representan X = E.E.M.

El tratamiento con (-) nicotina puede dar paso a
una mejoria de la actividad dopaminérgica cuyo sus-
trato, en este estudio seria la menor pérdida de cuerpos
celulares dopaminérgicos en la SNc medial y lateral.
Las células dopaminérgicas supervivientes pudieran
ejercer cierto control sobre el Sty corregir en alguna
medida el desequilibrio entre las vias del circuito motor.
La (-) nicotina disminuye la actividad de las enzimas
MAO-A y MAO-B relacionadas con el metabolismo
de la DA [21]. Este efecto redundaria en una menor
oxidacion enzimatica de la DA y menor estrés oxidati-
vo de las células dopaminérgicas nigrales [21, 40]. La
administracion sistémica de (-) nicotina puede prevenir
0 atenuar esta cascada de eventos moleculares, cuyo
resultado seria una menor pérdida de células dopami-
nérgicas en la SNc [41].

El esquema de administracion empleado en este
trabajo buscaba mantener los receptores colinérgicos
nicotinicos centrales desensibilizados, entendida la
desensibilizacién como una transicién hacia un estado
estable, cerrado, del receptor [27]. La literatura sefiala
que los receptores nicotinicos ain desensibilizados
mantienen una respuesta remanente a la nicotina que
activa proteinas fosfatasas de la familia de la calci-
neurina [42]. Esta familia de proteinas actia como
sensores de alta afinidad, ya que se activan con muy
bajas concentraciones intracelulares de calcio [42].
En condiciones fisioldgicas, se mantiene un equilibrio
entre las proteinas quinasas que actdian como senso-
res de baja afinidad (requieren una sefial de calcio
cuantitativamente superior) y las fosfatasas. En con-
diciones de desensibilizacion de los receptores nico-
tinicos, este balance se inclina a favor de las proteinas
fosfatasas que desfosforilan sustratos proteicos y en-
lentecen o evitan el disparo de mecanismos de muerte
celular [42].

El efecto de la (-) nicotina de propiciar una menor
actividad de las enzimas MAO-A y MAO-B, asi como
el balance a favor de la actividad fosfatasa intracelular,
pueden contribuir a la menor pérdida de células do-
paminérgicas en la SNc de las ratas hemiparkinsoni-
zadas y tratadas con (-) nicotina en este trabajo.

La restauracion en alguna medida de la actividad
dopaminérgica nigroestriatal pudiera tener dos apor-
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tes fundamentales: corregir el incremento del tono
glutamatérgico estriatal mediante el restablecimiento
de lainteraccion DA-Glu a nivel estriatal, y restablecer
la estimulacién dopaminérgica sobre sus receptores
estriatales [43]. Ambos efectos confluyen en la correc-
cion del desequilibrio en el funcionamiento de las vias
“directa” e “indirecta” del circuito motor y pueden ser
parte de los mecanismos que expliquen la restauracion
de las concentraciones extracelulares normales de Glu
y GABA en el NPP.

Efecto del tratamiento con (-) nicotina sobre
la expresién estriatal de FNDC y FNDG
de las ratas hemiparkinsonizadas

Los resultados demuestran que la lesion neurotdxica
de la SNc provoca un aumento en la expresion estriatal
de FNDC y FNDG. El esquema de tratamiento con (-)
nicotina seguido propici6 un incremento ain mayor
en la cantidad de FNDC expresado en el tejido estria-
tal, no asf en el FNDG.

Uno de los mecanismos esbozados en la literatura
para explicar los efectos beneficiosos del tratamiento
sistémico con (-) nicotina sobre los sintomas parkin-
sonianos es el incremento en la expresion de FNT [20,
44, 45].

Maggio y cols. (1997) sugirieron que el efecto neu-
roprotector de la (-) nicotina en los modelos de EP
pudiera basarse en activar mecanismos que modifican
la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas al
dafio excitotdxico [44]. La activacion de los receptores
colinérgicos nicotinicos presentes en las células dopa-
minérgicas de la SNc genera la entrada de Ca*" a las
neuronas, lo cual puede desencadenar la fosforilacion
de un grupo de proteinas quinasas, la transcripcion de
genes de respuesta temprana, la sintesis de nuevas pro-
teinas y todo ello potenciar los mecanismos de la plas-
ticidad sinaptica y el remodelamiento neuronal [45].

Los resultados en lo que respecta al FNDC concuer-
dan con lo publicado en la literatura. Bustos y cols.
(2004), sefialaron un incremento tanto en la expresion
del ARNm como en la cantidad de FNDC en el St de
las ratas hemiparkinsonizadas [46]. Este hallazgo se
ha relacionado con la activacién de los receptores glu-
tamatérgicos N-metil D-aspartato (NMDA) estriata-
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les, ya que el FNDC controla la expresion de distintas
subunidades de este receptor en células mesencefali-
cas en cultivo de una manera dosis-dependiente [47,
48]. Knott y cols. en el 2002 sefialaron un incremento
en lainmunorreactividad para el FNDC en asociacion
con la proteina &cida fibrilar glial en astroglia y micro-
gliaramificada en un estudio post mortemen el Sty en
la SNc de sujetos parkinsonianos [49].

Las neurotrofinas como el FNDC pueden ser sinteti-
zadas por la glia. Un incremento en la actividad de esta
moléculas sugiere una respuesta glial a las sefiales origi-
nadas en las neuronas dopaminérgicas expuestas a un
dafio excitotdxico, oxidativo o de otra naturaleza [49].

En la literatura se resefia que la administracion cro-
nica y subcronica de (-) nicotina a roedores provoca
un aumento en la expresion del ARNm y en las con-
centraciones del FNDC, y el disefio de administracion
de (-) nicotina empleado en este trabajo, coincide con
el de estos autores [44].

La normalizacién de la cantidad de proteina FNDG
en el St de las ratas hemiparkinsonizadas tratadas con
(-) nicotina observada en el presente estudio, pudiera
estar relacionada con el esquema de administracion
subcronica de (-) nicotina. Las publicaciones que re-
fieren un incremento de esta variable, han contempla-
do esquemas de exposicion crénica a esta sustancia

[50]. De cualquier modo, no se descarta un efecto
neuroprotector del FNDG, aun con una cantidad de
proteina similar a la de las ratas sanas. Eslamboli y
cols. en el 2005 plantearon que la recuperacion fun-
cional de animales parkinsonizados puede resultar
comprometida cuando se liberan altos niveles de
FNDG con el uso de un vector lentiviral [51].

Los resultados mostrados sustentan el efecto neu-
roprotector del esquema de tratamiento con (-) nicotina
seguido en el presente estudio, ya que promueve cam-
bios en el modelo de hemiparkinsonismo, consistentes
en estrategias de apoyo y locomocion similar a las de
los animales sanos, en tanto el diametro y la forma de
la superficie de apoyo no constituyan un impedimento
de orden critico. En este modelo, las menores concen-
traciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP
pudieran contribuir a una mejor calidad en la transmi-
sion de la sefial motora con una activacion méas adecua-
da del patrén de movimiento muscular. El incremento
en la cantidad de FNDC expresado en el St junto a una
menor pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos,
pudiera participar de los mecanismos que sustentan
este efecto neuroprotector y atenuar el desequilibrio
entre las vias “directa” e “indirecta” del circuito motor
de los GB y contribuir a mantener cierto control dopa-
minérgico sobre la actividad estriatal
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