Efecto neuroprotector de la administracion sistémica
de MK-801 en el nucleo pedunculopontino
de ratas hemiparkinsonizadas

= Lisette Blanco', Lourdes Lorigados', Lisis Martinez', Nancy Pavén’,
Maria Elena Gonzalez', Teresa Serrano’, Vivian Blanco?

'Centro Internacional de Restauracién Neurolégica , CIREN

Ave. 25 No. 15805 ¢/ 158y 160, Playa, Ciudad de La Habana
2Centro Comunitario de Salud Mental

Calle 1™ No. 19 606 e/ 10y 12, Boyeros, Ciudad de La Habana

E-mail: lisette.blanco@infomed.sld.cu

RESUMEN

Como parte de las estrategias farmacolégicas para la neuroproteccién en pacientes con enfermedad de Parkinson
se administraron antagonistas glutamatérgicos, ya que se conoce la hiperactividad glutamatérgica en esta afeccion
y su consecuencia deletérea. Se evalué el efecto de la administracion sistémica de MK-801, un antagonista de los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), en las concentraciones extracelulares de glutamato (Glu) y dcido -
aminobutirico (GABA), la pérdida de células dopaminérgicas y el proceso de muerte celular en el nucleo
pedunculopontino (NPP) de ratas hemiparkinsonizadas. Se evaluaron cinco grupos de ratas Wistar: ratas con lesién
de la substantia nigra pars compacta (SNpc) con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (n = 15), lesionadas con 6-OHDA
+ administracion sistémica de MK-801 (0.5 mg/kg de peso) (n = 17), con falsa lesién de la SNc (n = 10),
lesionadas en SNc + falso tratamiento sistémico (n = 10) y ratas sanas (n = 22). Se estudié la concentracién
extracelular de Glu y GABA mediante microdidlisis cerebral y cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a
deteccion fluorimétrica, asi como la pérdida de células dopaminérgicas y el proceso de muerte celular en el NPP,
mediante técnicas inmunohistoquimicas para tirosina hidroxilasa y TUNEL, respectivamente. Las concentraciones
extracelulares de Glu y GABA en el NPP disminuyeron significativamente tras el tratamiento sistémico con MK-801,
en comparacién con las ratas hemiparkinsonizadas que no lo recibieron. La administracién de este farmaco provoco
menos pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en el drea tegmental ventral de las ratas tratadas, y previno
el proceso de muerte celular en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas. Estos resultados sugieren un efecto
neuroprotector por la disminucién del tono glutamatérgico en ratas hemiparkinsonizadas tratadas sistémicamente
con un antagonista de los receptores NMDA.
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ABSTRACT

Neuroprotective effects of MK-801 systemic administration on the pedunculopontine nucleus of
hemiparkinsonian rats. Some glutamatergic antagonists have been administered as part of the pharmacologic
strategies direct towards at neuroprotection in Parkinson 's diasease. It is well known the glutamatergic hyperactivity
in PD and its deleterious effects in this entity. The present study focuses on the effects of MK-801 systemic administration,
an N-methyl D-aspartate receptor antagonist, in the extracellular concentration of glutamate (Glu) and y-amino
butyric acid (GABA), the loss of dopaminergic cells and cell death process in the pedunculopontine nucleus (PPN) of
hemiparkinsonian rats. Five groups of Wistar rats were evaluated: lesion of the substantia nigra pars compacta
(SNpc) through 6-hidroxidopamine (6-OHDA) injection (n = 15), 6-OHDA lesion + systemic administration of MK-
801 (0.5 mg/kg de peso) (n = 17), falsely lesion of SNc (n = 10), 6-OHDA lesion + falsely systemic treatment (n
= 10), non treated rats (n = 22). The extracellular concentration of Glu and GABA was studied by means of
microdialysis cerebral and chromatography techniques, the loss of dopaminergic cells and cell death process in PPN
were evaluated through immunohistochemistry for tyrosine hydroxilase and TUNEL respectively. MK-801 systemic
treatment induced a decrease in the Glu and GABA extracellular concentration in PPN in comparison with
hemiparkinsonian rats did not receive MK-801 treatment. The administration of glutamatergic antagonist promoted
a minor loss of dopaminergic cell bodies in the tegmental ventral area of the treated rats and at the same time it
prevent the cell death process in the PPN from hemiparkinsonian rats. These results suggest a neuroprotector effect
for the minor glutamatergic tone in hemiparkinsonian rats treated with an NMDA receptor antagonist.
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Introduccién

Aunque la muerte de las células dopaminérgicas de la
substantia nigra pars compacta (SNpc) y la con-
siguiente deficiencia dopaminérgica constituyen el
rasgo neuropatologico distintivo de la enfermedad de
Parkinson (EP), el funcionamiento de otros sistemas
de neurotransmisores (como el glutamatérgico) y la
actividad de otros nucleos de los ganglios basales (GB)

. Autor de correspondencia

y fuera de estos, también se afectan [1]. La EP es un
trastorno multisistémico que dafa estructuras do-
paminérgicas y no dopaminérgicas que degeneran las
neuronas progresivamente [2].

El tratamiento actual de la EP consiste en la admi-
nistracion de farmacos para compensar la deficiencia
dopaminérgica. La administracion del aminoacido L-

1. Braak H, Ghebremedhin E, Rib U,
Bratzke H, Del Tredici K. Stages in the
development of Parkinson’s disease-
related pathology. Cell Tissue Res 2004;
318:121-34.
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dihidroxifenilalanina (L-DOPA) es el tratamiento mas
efectivo [3]. Sin embargo, su uso prolongado provoca
complicaciones motoras y psiquiatricas que han incen-
tivado la busqueda y evaluacion de terapias farmacolo-
gicas alternativas, encaminadas a la neuroproteccion
[4]. En contraste con el tratamiento sintomatico, el ob-
jetivo de esta terapia es proteger o evitar la muerte de
neuronas vulnerables al proceso degenerativo [5, 6].

El glutamato (Glu) es un aminoacido excitador que
activa diversos tipos de receptores localizados en los
ntcleos que forman los GB [7]. Como consecuencia
de la pérdida de neuronas en la SNpc y de la dege-
neracion de la via nigroestriatal, en la EP hay una
hiperactividad de las proyecciones eferentes glutama-
térgicas del nucleo subtalamico (NST) hacia el globus
pallidus medial, la substantia nigra pars reticulata
(SNpr), el nacleo pedunculopontino (NPP), la SNpc
y el area tegmental ventral (ATV) [8]. De manera que
el Glu se convierte en un toxico endégeno, que permite
la entrada masiva de calcio a la célula, y provoca reac-
ciones dafiinas para su supervivencia [8].

Algunas estrategias de administracion de antago-
nistas glutamatérgicos que limitan la accion del Glu
sobre sus receptores, 0 que atentian la exposicion de
las células de la SNpc a la accion de este neurotransmi-
sor por la lesion temprana del NST, evidencian un
efecto neuroprotector [7-10].

Se ha demostrado que la administracion sistémica
previa de MK-801, antagonista de los receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDA), en la SNpc de las ratas,
previene la toxicidad del i6n 1-metil-4-fenil-1,2,3-
piridina (MPP") [11]. Otros trabajos indican que la
administracion conjunta de MK-801 y 1 metil 4 fenil
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) a primates no
humanos, previene la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc [12].

La mayoria de los estudios sobre neurotransmision
y procesos de muerte celular en modelos experimen-
tales de EP, se han encaminado a evaluar el funciona-
miento deficiente de la SNpc por ser la degeneracion
de esa estructura el rasgo distintivo de esta afeccion
[8]. Sin embargo, los cambios que ocurren en otros
nucleos como el NPP, anatémica y funcionalmente
muy relacionados con los GB, se han estudiado poco
en la enfermedad parkinsoniana [13, 14]. EI NPP esta
relacionado con el NST por medio de una proyeccion
glutamatérgica y con la SNpr por una proyeccion ga-
baérgica; ambas hiperactivas en condicion parkinso-
niana [8, 15]. De esta forma, en el NPP convergen los
impulsos excitativos e inhibidores procedentes de las
dos vias del circuito motor. Por ello es importante es-
tudiar las concentraciones extracelulares de Glu y acido
Y-aminobutirico (GABA) en este nucleo.

El proposito de este estudio fue evaluar el efecto de
la administracion sistémica de MK-801 sobre las con-
centraciones extracelulares de Glu y GABA y el pro-
ceso de muerte celular en el NPP junto a la pérdida de
células dopaminérgicas nigrales.

Materiales y métodos

Sujetos experimentales

El estudio se efectud con ratas Wistar, machos adultos
con un peso entre 200y 250 g, procedentes del Centro
para la Produccién de Animales de Laboratorio

(CENPALAB, La Habana, Cuba). Durante el expe-
rimento se mantuvieron tres animales por caja, con
ciclos de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad y
acceso libre al agua y los alimentos. Se tuvo en cuenta
la Guia para el cuidado, uso y reproduccion de los
animales de experimentacion.

Lesién de la SNpc

Con la administracion intraperitoneal (i.p.) de una
solucion de hidrato de cloral (420 mg/kg de peso)
se anestesiaron las ratas y se colocaron en un equipo
de cirugia estereotactica para roedores (Stoelting,
EE.UU.). Se les inyectaron 3 uL de una solucion que
contenia 8 pg de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma,
St. Louis, EE.UU.) en 3 uL de solucién salina fisiolo-
gica al 0.9% (SSF) + 0.5 mg/mL de 4cido ascorbico, a
razén de 1 uL/min en la SNpc derecha, y el uso de las
siguientes coordenadas estereotacticas (mm), de acuer-
do con el atlas de Paxinos y Watson [16]: AP = -4.9,
L=1.7,DV =8.1 (referentes a Bregma). Se adminis-
tr6 SSF con el mismo volumen y en las mismas coor-
denadas para conformar un grupo control de ratas con
falsa lesion.

Se conformaron los siguientes grupos: ratas con
lesion de 1a SNpc (n = 15), ratas con lesion de la SNpe
y administracion sistémica de MK-801 (n = 17), ratas
con falsa lesion de la SNpc (n = 10), ratas con lesion
de la SNpc y administracion de SSF en lugar de MK-
801 (n = 10), ratas sanas (n = 22).

Actividad rotatoria

Un mes después de la inyeccion de 6-OHDA, se estudio
la actividad rotatoria inducida por la D-anfetamina
(5 mg/kg, i.p.), para comprobar la efectividad de la
lesion neurotoxica. En el estudio solo se incluyeron
las ratas que dieron como minimo siete giros completos
ipsilaterales a la lesion, en 1 min. Esta variable y el
sentido del giro se determinaron en 90 min mediante
un Multicontador Electronico LE 3806, acoplado a
los sensores LE 902 (PanLAB, Barcelona, Espafia).

Esquema de administracién sistémica
de MK-801

Las ratas recibieron tres inyecciones i.p. de MK-801
(Sigma, St. Louis, EE.UU.) (0.5 mg/kg de peso) en
tres dias consecutivos (1 dosis/dia); la tercera dosis,
antes de la cirugia para inyectar la solucion de la 6-
OHDA. Este esquema de administracion se repitio en
tres dias consecutivos, a partir de los 14 y de los 21
dias de la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA. El
MK-801 se disolvid en SSF al 0.9%.

Las ratas del grupo control recibieron igual volumen
de SSF con el mismo esquema de administracion de
MK-801.

Microdidlisis in vivo

La canula guia se colocd en las coordenadas (mm) co-
rrespondientes al NPP derecho (AP =-8.00, L =2.00,
DV =5.40 (referentes a Bregma), a las dos semanas de
concluidos los estudios conductuales. Los experimen-
tos de microdialisis cerebral se realizaron 24 h después
del implante de la canula guia.

Larata se acopl6 a un sistema de bomba de infusion
de microdialisis cerebral (CMA 100, CMA Microdia-
lysis, Estocolmo, Suecia) y las canulas se infundieron
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continuamente con una soluciéon de liquido cefalorra-
quideo artificial (LCRa): NaCl 125 mM, KC12.5 mM,
NaH,P0O,0.5 mM, Na,HPO4 5 mM, MgCl-6H,O 1 mM,
CaCl, 1.2 mM, écido ascorbico 1.2 mM, pH 7.4-7.6 a
un flujo de 2 pL/min.

Los experimentos se hicieron con las ratas despier-
tas, de acuerdo a los pasos descritos [17].

Evaluaciéon bioquimica. Cuantificacién
de los aminodcidos

Las concentraciones de aminoacidos en los dializados
se determinaron por cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC), acoplada a un detector de fluores-
cencia, y se uso derivatizacion con o-ftaldialdehido
(OPA). Cada muestra se analizé por duplicado. Esta
técnica se ejecutd de acuerdo con lo descrito en la lite-
ratura [17].

Evaluacion de la pérdida de células
dopaminérgicas

Al concluir los estudios in vivo, las ratas recibieron
una dosis mayor de hidrato de cloral (i.p.; 480 mg/kg)
y se perfundieron a través de la aorta ascendente con
500 mL de NaCl1 0.9% y 500 mL de una solucién fija-
dora (paraformaldehido 4% / glutaraldehido 0.1% /
acido picrico 15% en fosfato de sodio 0.1 M pH 7.4). A
continuacion se extrajeron los cerebros, se conser-varon
en la solucion fijadora durante 1 h, se lavaron con
fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4, se crioprotegieron en
sacarosa al 7, 15y 30% (24 h en cada concentracion)
y se congelaron en nitrogeno liquido. Seguidamente se
obtuvieron cortes coronales (20 um) de la SNpc. Las
secciones se montaron en laminas portaobjetos
previamente recubiertas con gelatina-alumbre de cro-
mo. El procesamiento inmunohistoquimico para la
visualizacion de las células inmunorreactivas a la en-
zima tirosina hidroxilasa (TH) se realiz6 de acuerdo
con lo descrito anteriormente [18].

Método de deteccién de muerte celular
in situ (TUNEL)

La fragmentacion del ADN se detecto in situ mediante
un equipo que contiene deoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT), segtin la descripcion del fabricante (Ro-
che Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania).
Para esta técnica se siguieron los pasos descritos en la
literatura [17].

Con el objetivo de verificar si existia muerte apop-
totica, se contrastaron las secciones con reactivo de
Hoechst 33258 pentahidratado (bis-benzimida) Fluo-
roPure (Molecular Probes, EE.UU.) 20 ng/mL diluido
en amortiguador fosfato durante 2 min y finalmente
se cubrieron con medio de montaje Vectashield. Las
laminas se examinaron en un microscopio de fluores-
cencia (A excitacion 560-500 nm y A deteccion 515-
565 nm; Leitz, Alemania).

Analisis de los datos

En todos los casos se determiné la normalidad de los
datos por medio de la prueba de Kolmogorov Smirnov.
Igualmente se probd la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Levene. La comparacion de las
concentraciones de Glu y GABA entre los grupos ex-
perimentales se realiz6 mediante un analisis de varian-
za (ANOVA) de clasificacion simple, seguido por una

prueba de Tukey. Se trabajo con un nivel de signifi-
cacion de 0.05. Para el analisis de los datos se empled
el software Statistica CSS version 6.1.

Resultados

Concentraciones extracelulares de Glu
y GABA en el NPP

La comparacion de las concentraciones extracelulares
de Glu en el NPP revel6 diferencias significativas entre
los grupos experimentales (F 5,= 6.57; p <0.05). El
grupo de ratas hemiparkinsonizadas que no recibid
tratamiento farmacologico mostro los mayores niveles
de Glu extracelular. Las ratas tratadas sistémicamente
con MK-801 tuvieron un comportamiento intermedio
y significativamente diferente (p < 0.05) entre las ratas
con lesion de la SNpc sin tratamiento farmacologico y
las ratas control (Figura 1A).

La comparacion de las concentraciones extracelula-
res de GABA evidenci6 diferencias significativas entre
los grupos experimentales (F4 37)=4.13; p<0.05). El
grupo de ratas hemiparkinsonizadas que no recibid
tratamiento farmacoldgico mostré los mayores valores
de esta variable. Las ratas que recibieron tratamiento
sistémico con MK-801 mostraron una reduccion sig-
nificativa de las concentraciones extracelulares de
GABA, estadisticamente similar a las concentracio-
nes en las ratas sanas y las ratas con falsa lesion de la
SNpc (Figura 1B).

Presencia de células dopaminérgicas
en la SNc de ratas hemiparkinsonizadas

La presencia de cuerpos celulares positivos a la enzima
TH en el ATV de las ratas que recibieron administracion
sistémica de MK-801 demuestra una menor pérdida
de células dopaminérgicas en esta zona, en comparacion
con las ratas lesionadas en la SNpc que no recibieron
tratamiento farmacolégico (Figuras 2A y B). No obs-
tante, el tratamiento farmacologico fallé al no evitar la
pérdida de células dopaminérgicas en la SNc.

Estudio de fragmentaciéon del ADN celular
en el NPP

El estudio de la fragmentacion del ADN celular
(TUNEL) mostr6 células TUNEL+ en el NPP de las
ratas hemiparkinsonizadas que no recibieron trata-
miento farmacologico (Figura 3). En contraposicion,
en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas tratadas
con MK-801 se observo escasamente inmunopositivo
a TUNEL, lo que sugiere que el tratamiento con este
farmaco previene el desarrollo de procesos de muerte
celular en el NPP ipsilateral a la inyeccion de 6-OHDA
(Figura 3).

Discusidon

Consideraciones sobre el esquema
de administracién de MK-801 empleado

Los resultados indican que el esquema de adminis-
tracion sistémica de MK-801 seguido en este trabajo
modifica el cuadro de parkinsonismo inducido por la
inyeccion intracerebral de 6-OHDA, lo que concuerda
con otros autores [ 19, 20]. En general, las ratas hemi-
parkinsonizadas tratadas con MK-801 presentan me-
nos pérdida de cuerpos celulares dopaminérgicos en el

Biotecnologia Aplicada 2009; Vol.26, No. 1

17. Blanco L, Lorigados L, Orozco S, Luisa
LL, Pavén N, Gonzalez ME, et al. Aumento
de las concentraciones extracelulares de
aminodcidos neurotransmisores y muerte
celular en el nicleo pedunculopontino de
ratas hemiparkinsonizadas por inyeccién
de intracerebral de 6-hidroxidopamina.
Biotecnol Apl 2007;24:33-40.

18. Blanco L, Lorigados L, Garcia R, Mar-
tinez L, Pavén N, Gonzdlez ME, et al. Efec-
to neuroprotector de la administracién
sistémica de (-) nicotina en ratas hemipar-
kinsonizadas. Biotecnol Apl 2008;25:
126-34.

19. Campbell BM, Kreipke CW, Walker PD.
Failure of MK-801 to suppress D1 receptor-
mediated induction of locomotor activity
and striatal preprotachylinin mRNA ex-
pression in the dopamine-depleted rat.
Neurosci 2006;137:505-17.

20. Allers KA, Bergstrom DA, Ghazi LJ,
Kreiss DS, Walters JR. MK-801 and aman-
tadine exert different effects on subtha-
lamic neuronal activity in a rodent model
of Parkinson’s Disease. Exp Neurol 2005;
191:104-18.



Lisette Blanco y col. Efecto del MK-801 en ratas hemiparkinsonizadas

1257 g4 = 025-
g g : °
S 100 g 020-
[U) b <
o
3 0.75 c o 0.15-
c ¢ ©
Nl S
g 050 S 0.10 -
T £
S 0251 g 005-
: :
o 9]
0.00 - O 0.00
Lesion Lesion  Falsa  Lesién  Ratas Lesién Lesiéon  Falsa  Lesién  Ratas
SNpc  SNpc + lesién SNpc + sanas SNpc  SNpc + lesién SNpc + sanas
MK-801 SNpc SSF MK-801 SNpc SSF

Figura 1. Efecto del tratamiento sistémico con MK-801 (0.5 mg/kg de peso intraperitonal) en las concentraciones extracelulares
de glutamato (Glu) y acido 2-aminobutirico (GABA) en el nucleo pedunculopontino. A. Comparacién de la concentracién de Glu
entre los grupos (F(4, 39) = 6.57; p < 0.05) afrente ab; p < 0.05; b frente ac; p < 0.01; afrenteac; p < 0.001. B. Comparacién
de la concentraciéon de GABA entre los grupos (F(4, 37) = 4.13 p < 0.05) afrente a b; p < 0.01. Grupos experimentales: ratas con
lesion de la substantia nigra compacta (SNc) (n = 9), ratas con lesion de la SNc + MK-801 (n = 17), ratas con falsa lesion de la
SNc (n = 6), ratas con lesién de la SNc + solucién salina fisiolégica (SSF) (n = 6), ratas sanas (n = 10). ANOVA de clasificacién

simple y prueba de Tukey. (Las barras representan valores + error estandar de la media).

ATV, menos concentraciones extracelulares de Glu 'y
GABA y menos incidencia de procesos de muerte
celular en el NPP.

Este esquema de administracion responde a dos
efectos del MK-801 descritos en la literatura: el incre-
mento de la expresion estriatal de dinorfinas [19], y la
modificacion de la frecuencia de descarga de las neu-
ronas glutamatérgicas subtalamicas [20].

La administracion de MK-801 previa a la inyeccion
de 6-OHDA obedece al efecto de este farmaco y po-
tencia la expresion génica estriatal de las dinorfinas en
las neuronas que dan origen a la via directa del circui-
to motor [19]. Este efecto pudiera prevenir la disminu-
cion en la transmision estriatonigral que se instala
tempranamente en el modelo de 6-OHDA [19, 21]. No
obstante, se ha descrito que el efecto neurotdxico de la
6-OHDA sobre las células nigrales sigue un curso que
dura aproximadamente 4 semanas, al término de las
cuales se establece de forma irreversible la asimetria
motora que caracteriza al modelo [21]. Durante este
tiempo, ocurre un incremento gradual de la actividad
glutamatérgica; y se ha descrito que especificamente
a los quince dias, ocurre el pico de actividad gluta-
matérgica de origen subtalamico, que antecede a la apa-
ricion de los sintomas parkinsonianos [22, 23]. La
segunda y tercera administracion de MK-801 en este
estudio se realiza para bloquear la hiperactividad glu-
tamatérgica en un periodo critico de activacion sub-
talamica [24].

Efecto de la administracién de MK-801
sobre la pérdida de células dopaminérgicas

Los resultados de este estudio sugieren que con el tra-
tamiento con MK-801 se consigue un efecto protector
del dafo neurotoxico de los cuerpos celulares dopa-
minérgicos en la zona del ATV. E1 ATV forma parte del
sistema dopaminérgico mesolimbocortical y proyecta
al ntcleo accumbens [25]. La literatura ha argumenta-
do que la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA en las
coordenadas correspondientes a la SNpc afecta la su-
pervivencia de las células dopaminérgicas del ATV [26],
a diferencia de su administracion en el striatum (St) o en
la via nigroestriatal, que causa un transporte retrogrado

A

Figura 2. Microfotografia de la inmunodetecciéon de la enzima
tirosina hidroxilasa en una seccién coronal a nivel del area
tegmental ventral (ATV) y la substantia nigra pars compacta
(SNpc). A. Rata con lesion de la SNc y tratamiento con MK-801
(10X). B. Rata con lesién de la SNpc sin tratamiento con MK-
801 (5X). Las flechas indican la presencia de cuerpos celulares
dopaminérgicos en la zona correspondiente al ATV en la figura.
Lo que contrasta con la ausencia de estos en la figura B.

de esta sustancia con la muerte selectiva de las células
dopaminérgicas de la SNpc y la conservacion de las
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A B C

Rata hemiparkinsonizada
sin tratamiento
farmacolégico

Rata hemiparkinsonizada
+ MK-801

Figura 3. Microfotografia representativa de la inmunodeteccién de células TUNEL+ en secciones coronales del nucleo pedunculo-
pontino (NPP) contrastadas con reactivo de Hoescht 33258 (RH) (n = 5). A) Tincién con RH en un campo. B) Igual campo que A
pero con el marcador TUNEL. Nétese la escasa inmunopositividad a TUNEL+ en las ratas hemiparkinsonizadas tratadas con MK-
801. C) Doble expresion de la tinciéon con RH y el marcaje con TUNEL, se observan en color azul brillante las células tenidas y

marcadas (40x).

células del ATV [27].

La administracion de antagonistas glutamatérgicos
revierte, al menos, algunas de las cascadas de cambios
neuroquimicos que se desencadenan en los GB poste-
rior a la denervacion dopaminérgica [28]. Asu vez, la
expresion de receptores NMDA en las células del ATV
es mayor que en las células de la SNpc, y esta diferencia
pudiera constituir el sustrato morfofisiologico del efec-
to neuroprotector del MK-801 sobre estas células [29].

La menor pérdida de cuerpos celulares dopami-
nérgicos en el ATV de las ratas tratadas con MK-801
puede tener una repercusion importante en el man-
tenimiento, al menos parcialmente, del St bajo control
dopaminérgico [28]. Ello puede atenuar el remodela-
miento de las sinapsis en el St ipsilateral a la lesion, y
luego disminuir la asimetria motora de las ratas hemi-
parkinsonizadas [30, 31].

Concentraciones extracelulares de Glu
y GABA en el NPP

La reduccion de las concentraciones extracelulares de
Gluy GABA en el NPP de las ratas tratadas con MK-
801 e inyectadas con 6-OHDA puede estar relacionada
con el efecto del tratamiento farmacoldgico al atenuar
la actividad glutamatérgica corticoestriatal y corregir
el desbalance de otros neurotransmisores como la
dopamina.

La via dopaminérgica nigral y las terminales gluta-
matérgicas corticales convergen en las neuronas de
proyeccion estriatal y dan lugar a una interaccién muy
fina entre estas sinapsis [32, 33]. Durante la afeccion
parkinsoniana ocurre un desbalance en la neurotrans-
mision estriatal con un incremento de la transmision
glutamatérgica corticoestriatal [32, 34]. Ambos efec-
tos convergen en el incremento de la descarga de po-
tenciales de accion de las células estriatales cuando
estas se despolarizan por la descarga de la terminal
presinaptica corticoestriatal [35].

Los estudios morfolégicos demuestran que la de-
nervacion dopaminérgica causa cambios estructura-
les en el St, como el remodelamiento de sus espinas

dendriticas, que interfieren con los mecanismos de
plasticidad sinaptica corticoestriatal [36, 37]. La ad-
ministracién sistémica de antagonistas de los recep-
tores glutamatérgicos NMDA tiene multiples efectos
sobre el funcionamiento de los ndcleos que forman los
GB [38]. Sin embargo, no hay referencias que describan
el efecto de la administracion sistémica de MK-801 en
el modelo de 6-OHDA sobre la neurotransmision me-
diada por Gluy GABA en el NPP, de modo que los re-
sultados de este estudio son un aporte al conocimiento
en este campo.

Recientemente se publicéd un estudio sobre una
reduccion en la tasa de descarga y un cambio en el
patron de actividad eléctrica de las células glutama-
térgicas del NST de ratas hemiparkinsonizadas bajo el
efecto de la administracion sistémica de MK-801 [22].

La administracion local de MK-801 en el St tiene
efectos diferentes en dependencia de la localizacion de
las inyecciones intraestriatales y la distribucion topo-
grafica también diferencial de los receptores de NMDA
en el territorio estriatal [38]. La perfusion de MK-801
en las neuronas de proyeccion que forman la via St-
GPI, puede tener efectos parkinsonizantes por la
desinhibicion de este circuito. En contraposicidn, la
inyeccion de MK-801 en las neuronas que dan origen
a la via St-SNpr, provoca marcados efectos antipar-
kinsonianos [38].

La literatura sefiala que el exceso de inhibicion ga-
baérgica que recibe el NPP en condicidn parkinsoniana
puede explicar en parte la hipocinesia tipica de esta
entidad a partir de las proyecciones de este nucleo ha-
cialared de interneuronas de la médula espinal a través
del haz reticuloespinal [39].

A partir de nuestros hallazgos, pensamos que la
administracion sistémica de MK-801 empleada en este
estudio pudiera corregir algunos de los efectos de la
denervacion dopaminérgica sobre la neurotransmision
excitativa corticoestriatal. Ello redundaria en un menor
deshalance entre las vias del circuito motor de los GB.
La disminucidn de las concentraciones extracelulares
de Gluy GABAen el NPP, en el que confluyen ambas
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vias del circuito motor, puede ser una expresion fun-
cional de esta correccion.

Muerte celular en el NPP

Algunos autores sefialan la pérdida de aproxima-
damente el 40 al 50% de las células colinérgicas del
NPP en la EP [40]. Otros han sefialado la ausencia de
procesos de muerte celular en las neuronas colinérgi
cas del NPP en modelos experimentales de EP, tanto
en roedores como en primates no humanos [41]. Estos
ultimos hallazgos sugieren que tales neuronas son
menos vulnerables a los procesos de excitotoxicidad
desencadenados por la activacion glutamatérgica sub-
talamica, que las células dopaminérgicas de la SNpc
[38]. Sin embargo, el NPP contiene diversas poblacio-
nes neuronales, neuroquimicamente diferentes. Ade-
mas de la presencia de neuronas colinérgicas, se han
detectado neuronas glutamatérgicas, gabaérgicas y
peptidérgicas en el NPP de las ratas [14, 42].

Estudios previos en nuestro laboratorio, demostra-
ron la presencia de un proceso de muerte celular en el
NPP ipsilateral a la inyeccion de 6-OHDA [18]. En
condicion parkinsoniana las poblaciones neurona-
les que conforman el NPP, estan expuestas a un in-
cremento de la actividad glutamatérgica de origen
subtalamico junto con la disminucion de la influencia
dopaminérgica nigropontina [43]. Este desbalance
puede estar asociado a la promocion de eventos dispa-
radores de mecanismos de muerte celular en alguna de
tales poblaciones neuronales.

Los resultados de nuestro trabajo sugieren que el
tratamiento sistémico con MK-801 previene el pro-
ceso de muerte celular en el NPP. Este hallazgo acen-
taa la importancia de las estrategias terapeuticas que
intentan atenuar la hiperactividad glutamatérgica
sobre los nucleos que reciben proyecciones de esta
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naturaleza procedentes del NST. La literatura sefa-
la que la administracion de MK-801 puede prevenir
la muerte celular mediante dos mecanismos funda-
mentales: el bloqueo directo del receptor glutamatér-
gico de NMDA y la inhibicion del factor de necrosis
tumoral alfa, el cual potencia la toxicidad del glutamato
¢ inhibe los mecanismos de recaptura de este neuro-
transmisor [10].

El estudio del efecto del bloqueo sistémico de la
transmision glutamatérgica en el proceso de muerte
celular en el NPP de las ratas hemiparkinsonizadas, es
especialmente importante, ya que este ejerce un control
sobre los movimientos voluntarios de varias partes
del cuerpo, en estrecha asociacion con otros nicleos
del cerebro [14]. Otros estudios han insistido en la
participacion de las neuronas glutamatérgicas ponti-
nas en la iniciacion de los movimientos programados,
mientras que la actividad de las neuronas colinérgicas
esta vinculada al mantenimiento de un patrén de marcha
estable y uniforme [44, 45].

Un estudio reciente sefial6 una reduccion del 36%
de las neuronas colinérgicas y del 27% de las neuronas
no colinérgicas del NPP en el cerebro de pacientes
parkinsonianos [46]. Los datos mostraron una correla-
cién negativa altamente significativa con los registros
de la escala de Hoehn y Yahr que evaltian los sintomas
axiales de la enfermedad, los trastornos del equilibrio
y de la marcha. Esto significa que mientras mas severa
es la discapacidad del paciente parkinsoniano, mas
acentuado es el perfil de muerte celular en el NPP [46].

La muerte de células del NPP puede potenciar la
disfuncion de esta estructura en condicion parkin-
soniana y ser parte del sustrato morfofisiologico de
los trastornos motores que presentan las ratas hemi-
parkinsonizadas tras la inyeccion intracerebral de 6-
OHDA.
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