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VTA: Area Tegmental Ventral
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El aumento de la esperanza de la vida media experimentado en el mundo
occidental desde la segunda mitad del siglo pasado ha puesto en evidencia la existencia
de una serie de enfermedades “asociadas al envejecimiento” cuya incidencia es cada vez
mds frecuente. Son las llamadas enfermedades degenerativas, en las que un proceso
patoldgico, de etiologia diversa y combinada a veces poco conocida, provoca la pérdida
progresiva de ciertas funciones vitales para el paciente haciendo disminuir
drasticamente su calidad de vida. El tratamiento actual de estas patologias se limita a
paliar los sintomas. Es, por tanto, de vital importancia dedicar esfuerzo y medios
necesarios para investigar cuales son las causas primarias que originan estas
alteraciones. Dentro de las enfermedades degenerativas estdn las neurodegenerativas
que afectan al sistema nervioso central (SNC), siendo de las mds frecuentes la

enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (EP).

1. LA ENFERMEDAD DE PARKINSON (EP)

Antes de presentar una revision bibliografica del papel del 6xido nitrico en la
evolucion del parkinsonismo y en las discinesias inducidas por levodopa nos parece
interesante detenernos en realizar una breve descripcion histdrica de la evolucion de la
EP. Asi, haremos referencia a los primeros escritos sobre esta enfermedad y a los
cambios hasta nuestros dias. Nos parece también importante, conocer a James
Parkinson, médico que escribi6 sobre la “pardlisis agitante” y a Jean-Martin Charcot
que dio el nombre a la enfermedad e hizo la descripcion nosolégica y abrié un camino

para la investigacion sobre esta enfermedad.

13



INTRODUCCION

1.1. PRIMERA RESENA HISTORICA

Antes de que James Parkinson la definiera como tal, desde antiguo existian
varias referencias relacionadas con sintomas referentes a la paralisis agitante. Asi, se
encuentra una de las primeras referencias en el antiguo sistema médico de la India
llamado Ayurveda, donde se describe un probable antecedente de la pardlisis agitante.
Ayurveda (Ayu = vida, veda = ciencia) es reconocido como el sistema médico mas
antiguo del mundo. El tratado mds importante de esta escuela de medicina es el Caraka
Samhita (1.000 afios antes de Cristo) donde se indica que los signos y sintomas del
Kampavata incluyen: falta de propensiéon al movimiento (probable acinesia),
salivacion, tendencia a la soledad (posiblemente debido a la depresion), somnolencia
constante y mirada fija.

A pesar de las referencias previas, no es hasta el s. XIX cuando James Parkinson
denomina la enfermedad “Pardlisis Agitante” y utiliza el sinénimo en latin “paralysis
agitans” que fue posteriormente adoptado por el Dr. Marshall Hall en 1841 en el
lenguaje médico. James Parkinson cita a Galeno como la referencia mas antigua (Tyler,
1992; Stern, 1989). Galeno habia establecido la distincion de temblores: el tpepos
(tremor) o temblor paralitico y maApos (palpitacion) el temblor clénico-espasmaédico y
compulsivo (Swieten, complementaria, TII pag.167-Paris 1771, en Charcot, 1982).

Aunque James Parkinson menciona estas descripciones previas, es s6lo a partir
de su publicacion cuando la enfermedad comienza a ser reconocida ampliamente por los
médicos, no s6lo en Inglaterra sino también en otros paises. Segin Charcot, la paralisis
agitante descrita en 1817 por James Parkinson en su “Essay on the Shaking Palsy”, fue

citada en Inglaterra y Alemania, pero casi ignorada en Francia. La primera mencién en
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Francia, la realiz6 M.G. Sée en su memoria sobre la corea, donde figura entre las

enfermedades que se pueden confundir con el baile de San Vito (Charcot, 1882).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente después de la
Enfermedad de Alzheimer. En la actualidad, la incidencia se sitia entre 16-19/100.000
habitantes por ano. En la mayoria de los estudios, el pico de incidencia se establece
entre los 70-79 afios y la media de edad de inicio de los sintomas entre 60-65 afos
(Twelves y cols., 2003). La prevalencia ajustada por edad se incrementa
sustancialmente con la misma, pasando de 60/100.000 habitantes en el rango de 65 a 69
afios, a 350/100.000 habitantes entre los 85 y los 89 afios (Muangpaisan y cols., 2011).
Se estima que a partir de los 70 afios, el riesgo de padecer la enfermedad es de
aproximadamente 2% para los varones y 1,3% para las mujeres. El predominio de
varones afectos ha sido reproducido en diferentes estudios, pero no se conoce la causa
de este hecho (de Lau y cols., 2004; Benito-Ledn y cols., 2004). Respecto a los factores
involucrados en la variabilidad geografica, son igualmente desconocidos, aunque la
influencia ambiental es una explicacion sugerida, siendo las cifras de prevalencia mas
bajas para China, Japén y Africa (Muangpaisan y cols., 2009; McInerney-Leo y cols.,
2004) pero quizas es porque no se ha estudiado lo suficiente.

En Europa, la prevalencia es similar (von Campenhausen y cols., 2005). De
igual manera, el sustrato genético podria intervenir de forma concomitante, tal y como
se observa en estudios de prevalencia de la enfermedad en la poblacion norteamericana
seglin etnias, siendo superior en hispanos y afroamericanos que en norteamericanos

(Van Den Eeden y cols., 2003).
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1.3. CARACTERISTICAS NEUROPATOLOGICAS

Los hallazgos neuropatoldgicos caracteristicos de la EP son la degeneracion
selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la substantia nigra y
la formacion de inclusiones fibrilares citoplasmaticas llamadas cuerpos de Lewy (CL).
Los CL también se encuentran en otras localizaciones tales como el nucleus basalis de
Meynert, el nicleo dorsal motor del vago, en el hipotdlamo y en el locus coeruleus
(Alvord y cols., 1974; Duffy y Tennyson, 1965; Forno y Norville, 1981; Jellinger,
1987). Con técnicas de inmunohistoquimica empleando anticuerpos monoclonales
contra o-sinucleina se ha podido demostrar la presencia de esta proteina en ellos
(Spillantini y cols., 1997; Spillantini y cols., 1998; Wakabayashi y cols., 1997). Es
llamativa la presencia de estos hallazgos descritos en autopsias realizadas a individuos
ancianos no afectos de la EP: aproximadamente el 1% de los individuos de 60-70 afios y
entre el 6-10% de los mayores de 80 afios los presentan. Su significado en la prictica
clinica podria orientar a formas subclinicas de la enfermedad (Ferrer y cols., 2011;
Jellinger, 2006) ya que para que aparezca sintomatologia clinica es necesario que se
pierda al menos un 80% de las neuronas dopaminérgicas (Bossers y cols., 2009).

Las formas idiopaticas de la EP constituyen aproximadamente el 85% del total
de casos. Su curso es insidioso, generalmente unilateral y se inicia en la mayoria de los
casos en la edad tardia de la vida. Su diagndstico es clinico excluyendo otras entidades
que pueden cursar clinicamente de forma muy similar (demencia por cuerpos de Lewy,
parkinsonismo vascular, parkinsonismo inducido por drogas, pardlisis supranuclear

progresiva, atrofia multisistémica, degeneracion corticobasal, etc.) (Lees y cols., 2009).
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1.4. ORGANIZACION ANATOMICA DE LOS GANGLIOS BASALES

La sustancia negra (SN), el neoestriado (nicleos caudado, putamen y
accumbens), globo pélido externo (GPe), globo pélido interno (GP1), asi como el ndcleo
subtdlamico (STN), son nucleos grises profundos del encéfalo, cuyo conjunto recibe la
denominacioén de ganglios basales (GB) (Fenelon y cols. 1990; Parent y cols., 2001)
(Figura 1). El término no es exacto anatémicamente, pues otras estructuras subcorticales
(por ejemplo, la amigdala) también son ganglios basales. Se trata actualmente de una
definicion operativa, que ha cambiado con el tiempo, y que en las dltimas décadas se ha
aplicado esencialmente a los nucleos y circuitos subcorticales implicados en el control

motor (DeLong y Weichmann, 2010).
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Figura 1. Corte coronal de cerebro humano que muestra los ganglios basales y algunas

estructuras relacionadas como la capsula interna, nicleo rojo o el pedinculo cerebral. Extraido
del Atlas de neuroanatomia de Frank Netter.

17



INTRODUCCION

1.4.1. Citoarquitectura de la Sustancia Negra.

La SN se divide en dos sectores: uno dorsal, la pars compacta, y el otro ventral,
la pars reticulata. La zona compacta esta constituida por células poligonales de tamafio
grande mediano. Las neuronas de la pars compacta utilizan dopamina (DA) como
neurotransmisor y aportan la mayor parte de la DA a los ganglios basales. La pars
reticulata estd formada por neuronas grandes y medianas separadas por fibras que le dan

el aspecto reticular. Estas neuronas se caracterizan por ser GABAérgicas.

1.4.2. Citoarquitectura del neostriado.

Las células del estriado pueden ser clasificadas en neuronas con espinas y
neuronas sin espinas. Las neuronas con espinas son las mas numerosas, y pueden ser de
dos tipos: las espinosas tipo I o neuronas espinosas de tamafio medio (MSNs),
GABAérgicas y de proyeccion, que suponen alrededor del 96% de la poblacién total de
neuronas del estriado (Kemp y Powell, 1971; Girault, 2012), y las espinosas tipo II,
colinérgicas e intrinsecas, que representan solo al 1% (DiFiglia y cols., 1976; Dray,
1979). El 3% restante esta representado por las células sin espinas, interneuronas
intrinsecas, que pueden ser de tres tipos I, Il y III. Las aferencias del neoestriado
proceden principalmente de 3 sectores del SNC: de la corteza cerebral a través de las
fibras cortico-estriadas (glutamatérgicas), del tdlamo a través de las fibras tdlamo-
estriadas (glutamatérgicas), y de la SN por las fibras nigro-estriadas (dopaminérgicas).
Ademads, recibe fibras provenientes de otros sectores del tronco del encéfalo (Carpenter,
1976a; Carpenter, 1976b; Herrero y cols., 2002). La via nigro-estriatal es la mads
afectada en la EP y por tanto va a ser objeto de una descripcion mas exhaustiva. Los

sectores caudales de la SNpc proyectan principalmente hacia el putamen: el sector
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caudo-lateral lo hace hacia las regiones dorsales del putamen, y el sector caudo-medial
hacia la zona ventral del putamen (Carpenter y Peter, 1972; Tepper y cols., 2007). Las
regiones rostrales de la SNpc envian fibras a la cabeza del caudado. La mayoria de estas
fibras culminan en las espinas dendriticas de las neuronas espinosas de neoestriado y
emplean DA como neurotransmisor (Dray, 1979; Moore y Bloom, 1978; Ungerstedt,
1971; Bolam y cols., 2000). En el estriado y las aferencias glutamatérgicas contienen 2
territorios diferenciados en su actividad de acetilcolinesterasa (AChE): los estriosomas y
la matriz (Graybiel y Ragsdale, 1978). Los estriosomas son pobres en AChE y reciben
aferencias desde la corteza prefrontal y limbica, mientras que la matriz es rica en AChE
y recibe aferencias sensorimotoras desde la corteza frontal, parietal y occipital. Estas
estructuras son una pieza clave en el procesamiento de la informacién dentro de los
ganglios basales tanto de tipo motor, asociativo y emocional (Parent y Hazrati, 1995).
Ademads de la patologia y la afectacion de los sistemas dopaminérgico y noradrenérgico,
existen evidencias de la alteracién del sistema serotoninérgico en la EP (Di Matteo y
cols., 2008), habiéndose descrito degeneracion del nicleo dorsal del rafe (Halliday y
cols., 1990) y disminucién de los niveles corticales de serotonina (5-HT) (Scatton y
cols., 1983). Mounayar y colegas han descrito en monos parkinsonizados un aumento
de fibras dopaminérgicas y serotoninérgicas en las zonas motoras, sensitivas y
asociativas del estriado y de las fibras dopaminérgicas en el GPi (Mounayar y cols.,
2007). Aunque el nimero de neuronas serotoninérgicas en los monos parkinsonianos no
varia, el nimero de fibras serotoninérgicas que inervan el estriado esta aumentado de
forma proporcional al grado de deplecion dopaminérgica (Gaspar y cols., 1993; Rozas y
cols., 1997; Mounayar y cols., 2007) asi como su concentraciéon medida por
microdidlisis (Boulet y cols., 2008). En el modelo de rata con 6-OHDA, sin embargo,

existen resultados contradictorios respecto a la 5-HT, habiéndose descrito tanto un
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aumento como una disminucién de la inervacidn serotoninérgica estriatal (Takeuchi y

cols., 1991; Zhou y cols., 1991).

1.5. CLINICA Y DIAGNOSTICO DE LA EP

Actualmente, existen varios criterios clinicos para el diagnéstico de la EP
idiopédtica, aunque el diagndstico definitivo sélo podrd hacerse con la histopatologia.
Los criterios diagndsticos mdas difundidos y aceptados son los United Kingdom
Parkinson’s Disease Society Brain Bank (Lees y cols., 2009) y sin embargo, empleando
estos criterios solo se alcanza una exactitud diagndstica comparativamente con la
autopsia en un 75% de los casos. Para el diagnéstico de la EP se requiere que presenten
bradicinesia y al menos uno de los otros tres sintomas cardinales (rigidez, temblor en
reposo, inestabilidad postural), ninguno de los 11 criterios de exclusiéon (como la
ingesta de neurolépticos que podrian producir el sindrome parkinsoniano), y tres de las
siete caracteristicas de apoyo (como las relacionadas con el comienzo asimétrico y la

respuesta a la levodopa).
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Diagnéstico clinico de la Enfermedad de Parkinson (Hughes y cols., 1992)
(Criterios diagndsticos del banco de cerebros de la sociedad de Parkinson en U.K)

1. Diagnostico del signo Parkinsoniano

a) Bradicinesia (lentitud para iniciar el movimiento voluntario, con reduccidon progresiva de

velocidad y amplitud de actividades repetitivas)

b) Al menos una de las siguientes manifestaciones:

il.

iii.

Rigidez muscular
Temblor de reposo
Inestabilidad postural no causada por disfuncién primaria visual, vestibular o

cerebelosa.

2. Criterios de exclusion para la enfermedad de Parkinson

ii.

iil.

1v.

V.

Vi.

Vii.

Parkinsonismo debido a causas identificables, como: ACV, encefalitis, exposicién
a drogas, hidrocefalia o tumores

Crisis oculogiras

Remisiones sostenidas

Pardlisis supranuclear de la mirada

Signos cerebelosos

Insuficiencia autondmica grave

Demencia grave inicial

3. Criterios de apoyo para la enfermedad de Parkinson (Se requieren 3 o mas criterios

para la EP definida)

ii.

iil.

iv.

Vi.

Vii.

Inicio unilateral

Temblor de reposo

Signos y sintomas progresivos

Afeccidén asimétrica persistente en el comienzo

Reaccioén inicial excelente a la levodopa, por mas de 5 afios
Discinesia inducida por levodopa

Evolucién clinica mayor de 10 afios

21




INTRODUCCION

Dentro de la clinica de la EP existen cuatro signos motores tipicos:

1. Bradicinesia: Se define como la lentitud tanto en la iniciacién como en la ejecucién
del movimiento, cuyo grado extremo es la acinesia. Se encuentra entre el 77 y el 98%
de los pacientes (Martin y cols., 1973; Selby, 1984; Louis y cols., 1997). La
bradicinesia es el sintoma mds discapacitante. Clinicamente se manifiesta por una
pobreza en todo tipo de movimientos, pérdida de movimientos autométicos, retraso en
su inicio a la orden y reduccion de la amplitud de los movimientos voluntarios.

Al principio se manifiesta como dificultad a la hora de realizar tareas motoras finas,
como abrocharse los botones, escribir, etc. Puede explorarse pidiendo al paciente que
realice actos como levantarse, sentarse, caminar, dar giros, observando el golpeteo con
los dedos, la pronosupinacion alternada del antebrazo, el taconeo del pie y el cierre y
apertura del pufio. Estas alteraciones pueden desaparecer bruscamente durante las
cinesias paraddjicas.

2. Rigidez: Consiste en un aumento del tono de las extremidades y axial de la columna
vertebral, del cuello y de la region cervical. La hipertonia puede ser continua (en tubo
de plomo) o interferida por el temblor (en rueda dentada). La frecuencia varia entre el
89 y 99% de los enfermos (Hohen y Yahar, 1967; Martin y cols., 1973; Selby, 1984).

3. Temblor: El temblor caracteristico se observa en reposo y suele comenzar por una
mano. La forma mds caracteristica es la que afecta al dedo pulgar “en cuenta de
monedas” con una frecuencia de tres a seis por segundo. Sin embargo la relajacion
completa reduce el temblor y los movimientos voluntarios suelen detenerlo. La padecen
entre un 79 y un 90% de los pacientes (Hohen y Yahar, 1967; Martin y cols., 1973;

Selby, 1984).
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4. Inestabilidad postural: Estos pacientes pierden a menudo el equilibrio, y al andar
hacia delante o hacia atrds deben ajustar el centro de gravedad del cuerpo con objeto de
evitar caerse (Temlett y Thompson, 2006; Wood y cols., 2002; Bloem y cols., 2001)
esto es lo que se denomina la marcha festinante. Ademads, sus reacciones de pérdida de
equilibrio y enderezamiento son deficientes. Aunque es uno de los signos cardinales, en
la escala de Hoehn y Yahr no aparece hasta el estadio III (Hoehn y Yahr, 1967). Horak
y colegas encontraron que los pacientes con EP presentan poco balanceo, tienen
alteradas las respuestas posturales debido a un exceso de los musculos antagonistas y
son poco flexibles en adaptarse a cambios de la base de sustentacién (Horak y cols.,
1992). En trabajos mads recientes también se ha observado que tienen disminuida la
rotacion del tronco, asi como del tobillo, y que las caidas se producen mads
frecuentemente hacia adelante (Carpenter y cols., 2004). Ademds, existe una importante
reduccién de fuerza muscular en la columna, cadera y tobillo, junto con una deficiente
utilizacién de la informacién visual y propioceptiva, asi como disminucién de la base de
sustentacién, que contribuyen fundamentalmente en la inestabilidad postural
(Nallegowda y cols., 2004). También existe una deficiente respuesta en la informacién
vestibular (Bronte-Stewart y cols., 2002).

En la EP, los sintomas comienzan de forma unilateral en un 72 y 75% de los
enfermos (Hohen y Yahr, 1967; Hughes y cols., 1993; Colosimo y cols., 1995). La
respuesta clinica a la levodopa, que describiremos en el siguiente apartado, es muy
constante y se observa entre un 94 y 100% de los pacientes (Selby, 1984; Hughes y
cols., 1993; Colosimo y cols., 1995; Raiput y cols., 1990), de hecho una mala respuesta
nos harfa considerar un parkinsonismo atipico (Lees y cols., 2009). Existen también
otros sintomas motores, como son la micrografia, el fenémeno de “congelacién” al

caminar y la pobreza gesticular. Otros sintomas clinicos no motores son la depresion
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(Lemke, 2008; Bernal-Pacheco y cols., 2012), las alucinaciones asociadas a los
pacientes que reciben agentes dopaminérgicos (Cummings, 1992; Kuzuhara, 2001;
Poewe 2008), la disfuncién autondémica (Micieli y cols., 2003; Dubow, 2007), la
demencia (aunque las alteraciones cognitivas aparecen mds tarde y son menos
prominentes que los sintomas motores) (Robottom y Weiner, 2009; Docherty y Burn,
2010) y las alteraciones en los sistemas de sacadas y seguimiento oculomotor (Corin y

cols., 1995; Vidailhet y cols., 1994).

1.6. TRATAMIENTO DE LA EP

El tratamiento de la EP se divide actualmente en médico y quirtrgico:
A) Tratamiento Médico (Farmacoldgico). El tratamiento es sintomético, con objeto de
mejorar la capacidad funcional (lentitud en tareas motoras, dificultad para la marcha...)
del paciente con EP (Nutt y Wooten, 2005). Los principales farmacos son:

- Levodopa: La 3-4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) es un precursor de la
dopamina, y estd considerado el tratamiento para la EP. Se produce una mejoria
entre el 40 y el 50% en las actividades motoras de la vida diaria (Rascol y cols.,
2000; Holloway y cols., 2004). Se administra de manera combinada con un
inhibidor periférico de la descarboxilacién de la levodopa (DCAA) con el objeto
de que llegue al cerebro en mayores concentraciones; un ejemplo es la
carbidopa (Sage y Mark, 1994). Existen multiples causas de fallo en la respuesta
a la levodopa, como la interaccién con otros farmacos o con la alimentacion,
dosis inadecuadas o duraciones incorrectas. La mala respuesta al tratamiento
inicial con levodopa ocurre en menos del 10% de los pacientes con EP idiopatica

y debe dirigir el diagndstico hacia otras patologias (Clarke y Davien, 2000).
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Inhibidores de la catecolamina-o-metiltransferasa (COMT): La combinacion
de levodopa y carbidopa anteriormente mencionada, puede también asociarse a
un inhibidor de la COMT, como son la entacapona y la tolcapona. Estos van a
realizar una inhibicién reversible de la COMT (la o-metilacién de levodopa a
3-OMD) que va a aumentar la vida media de la levodopa. Cuando los
inhibidores de la COMT se administran conjuntamente con levodopa y un
inhibidor de la DCAA (carbidopa, benserazida), incrementan la vida media y
biodisponibilidad de levodopa, sin afectar a sus concentraciones maximas.
Ventajas de los inhibidores de la COMT: pueden aumentar el tiempo ‘on’ y
reducir el tiempo ‘off” en pacientes fluctuantes con una disminucion de las dosis
totales diarias y/o del nimero de tomas de levodopa, son de fécil titulacidon, y
aumentan la biodisponibilidad de levodopa en el cerebro. Inconvenientes de los
inhibidores de la COMT: por su potenciacioén de la levodopa producen efectos
secundarios dopaminérgicos, en especial aumento de las discinesias. La
tolcapona produce una diarrea intolerable en un 5-6 % de los pacientes, y se ha
relacionado con la produccién de hepatitis fulminante. No se han comunicado
casos de toxicidad hepdtica por la entacapona en los estudios pre y post-
comercializacion.

Agonistas dopaminérgicos: Aunque son ligeramente menos efectivos que la
levodopa, tienen la ventaja de presentar en los primeros afos de tratamiento un
menor indice de discinesias y fluctuaciones motoras (Rascol y cols., 2000;
Holloway y cols., 2004). Sin embargo, con el paso de los afos, la levodopa se
hace necesaria para el control de los sintomas. Estos farmacos se evitan en
pacientes con demencia previa porque favorecen las alucinaciones (Nutt y

Wooten, 2005). Otros efectos secundarios de alguno de estos farmacos, como

25



INTRODUCCION

los derivados de la ergotamina, son el engrosamiento y fallo de las valvulas
cardiacas (Van Camp y cols., 2004) por lo que se han eliminado del tratamiento
a nivel mundial.

Neuroprotectores (Rasagilina-Selegilina): Existe algin ensayo que sugiere
que los inhibidores de la Mono Amino Oxidasa B (MAO-B) enlentecen la
progresion de la enfermedad (Heinonen y Myllyld, 1998). Continda en duda su
eficacia en monoterapia en los pacientes con sintomas minimos que no requieran
tratamiento con levodopa (Nutt y Wooten 2005). La rasagilina es un inhibidor
selectivo de la enzima MAO-B, sin los metabolitos anfetaminicos de la
selegilina. El mecanismo neuroprotector parece ser multiple y no solo mediado
por la inhibicién de la MAO-B. Hay evidencia de un efecto anti-apoptético
(Maruyama y cols., 2002). Rasagilina ya ha sido usada con seguridad en
pacientes con EP y con efectos sintomadticos similares a la selegilina (Abassi y
cols., 2004). Con respecto a esta dltima, atin existen dudas acerca de su potencial
real como neuroprotector y efector sintomatico (Landau, 2010). Segin los
autores, la evidencia actual justifica un estudio mayor que aclare definitivamente
el rol neuroprotector de estos farmacos. En el estudio DATATOP (Shoulson,
1998) se demostré que la selegilina en estadios iniciales retrasaba el inicio del
tratamiento con levodopa, lo que se interpretd6 como un posible efecto
neuroprotector (retraso de la progresion de la enfermedad). Sin embargo, se ha
criticado este trabajo por el efecto sintomatico de la selegilina, lo que pudiera
explicar estos hallazgos. Aunque actualmente es el fairmaco con mas respaldo
preclinico como posible agente neuroprotector, no hay evidencias clinicas

concluyentes de este efecto.
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- Otros agentes farmacologicos: En general, los anticolinérgicos ya no se
emplean para el tratamiento de la EP debido a la gran cantidad de efectos
adversos que presentan (Ehrt y cols., 2010). Sin embargo, son muy ttiles cuando
no se controla el temblor (Marjama-Lyons y Koller, 2000). Estan
contraindicados en pacientes mayores de 70 afios (Nutt y Wooten 2005) por sus
efectos confusionales y de alteracién de memoria. La amantadina, antagonista
del NMDA, ha sido empleada con resultados favorables en el tratamiento de las
discinesias inducidas por levodopa sin empeorar o aun mejorando levemente los
sintomas parkinsoniano (Bido y cols., 2011; Sawada y cols., 2010).

B) Tratamiento Quirdrgico. En los pacientes con mal control motor y con discinesias
incapacitantes o EP tremdrica pese a la optimizacion del tratamiento, existe la
posibilidad de la cirugia. También podria estar indicada como tratamiento sintomatico
siempre en pacientes menores de 70 afios (Nutt y Wooten, 2005). Las técnicas iniciales
fueron la ablacién, primero de los nucleos ventrales anterior o lateral del tilamo
(talamotomia) para el temblor o del globo pélido interno (palidotomia) (Kleiner-Fisman
y cols., 2010). En la actualidad, se aplica la estimulacién cerebral profunda, que consiste
en colocacion de electrodos de estimulacion continua en el nicleo subtaldmico o en el
globo pdlido interno; esta estimulaciéon va a disminuir la funcién de estas dreas
hiperactivas en la EP (Kluger y cols., 2009; Timmermann y Volkmann, 2010). Los
sintomas que menos mejoran con este tipo de cirugia son el desequilibrio postural, la
inestabilidad, la acinesia paroxistica, los trastornos vesicales e intestinales, la distonia,
el freezing y las dificultades del habla (Baron y cols., 2000). Para finalizar, debemos
destacar el desarrollo de nuevas lineas de investigacion relacionadas con el trasplante
de neuronas dopaminérgicas a partir de células madre de ratas, o terapia génica en

monos o humanos que no han dado resultados esperanzadores pero que son potenciales
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tratamientos para la EP (Taylor y Minger, 2005; Cai y cols., 2010; Wakeman y cols.,

2011).

2. MODELOS EXPERIMENTALES DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

Los estudios en modelos experimentales han representado, y siguen haciéndolo,
una herramienta esencial en el estudio de la etiopatogenia y fisiopatologia de la EP. Los
modelos cldsicos se basan en la administracion de agentes neurotoxicos, que
reproducen, en mayor o menor medida, las caracteristicas clinicas y neuropatoldgicas de
la EP con referencia al sistema dopaminérgico. Las neurotoxinas mas utilizadas son la
2,4,5 trihidroxi fenil etamina 6 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en la rata y el 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en el ratén y en el mono. En los dltimos afios, se
han desarrollado varios modelos transgénicos en el ratén basados en la existencia de
mutaciones asociadas con EP familiar (Parkina, DJ1, a-sinucleina) (Harvey y cols.,
2008), por falta o reduccién en la expresion de receptores D2 (Schmitz y cols., 2002;
Tinsley y cols., 2009), o el causado déficit en la expresion de factores neurotréficos
como el factor derivado de la linea celular de la glia (GDNF) (Pascual y cols., 2008).

En general, ninguno de los modelos de parkinsonismo experimental reproduce
integramente la EP, ya que la muerte neuronal no es lentamente progresiva, no se
desarrollan CL, aunque si algunos agregados proteicos (Meredith y cols., 2004; Tinsley
y cols., 2009), y no se afectan otros sistemas neuronales alterados en la EP idiopdtica
(Braak y cols., 2004). Pero los modelos han servido para un mejor anélisis de las
alteraciones bioquimicas y moleculares y para ayudar en la comprension de la patogenia

de la EP (Orth y cols., 2004).

28



INTRODUCCION

2.1. 6-HIDROXIDOPAMINA

Es el modelo mds convencional y consiste en la lesion unilateral de la via nigro-
estriada con 6-OHDA, que si bien es de uso cuasi universal, adolece de varias carencias
importantes: 1) la lesiéon ocurre en 2-3 dias; 2) el animal (habitualmente el modelo
animal empleado es la rata) expresa espontdneamente escasos signos parkinsonianos; 3)
la conducta rotatoria, en respuesta a farmacos dopaminérgicos, es el principal parametro
analizado como actividad motora anormal.

También se han descrito modelos con lesion bilateral de la via nigra-estriada
(Paille y cols., 2007; Pioli y cols., 2008), o con inyeccién intraventricular de 6-OHDA,
con el objetivo de producir un cuadro acineto-rigido bilateral de instauracion sub-aguda
(Rodriguez Diaz y cols., 2001; Rodriguez y cols., 2001). Este tltimo modelo se asocia
con muerte neuronal mds selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la regién ventro-
lateral de la SNpc, imitando mejor la lesiéon de la EP, pero también correlaciona con una

mortalidad relativamente alta (Rodriguez Diaz y cols., 2001).

2.1.1. Parkinsonismo inducido por 6-OHDA

Fue descubierta como neurotoxina en 1968 por Thoenen y Tranzer. Ese mismo
aflo se comprobd que administrada en el parénquima cerebral destruye las terminales
noradrenérgicas y dopaminérgicas (Ungersted, 1968). Presenta afinidad por los
transportadores de noradrenalina (NA) y DA y es asi como penetra en estas células. Este
sistema de transporte es sensible a cocaina y desipramina y, cuando no estdn presentes
estos transportadores, se pierde su selectividad y puede ser toxico para un gran nimero

de tipos celulares. Por ejemplo, el mazindol (bloqueante del transporte de la DA) inhibe
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la toxicidad sobre células dopaminérgicas (Pifl y cols., 1993). Las neuronas
noradrenérgicas tienen mads sitios de unién de baja afinidad a la 6-OHDA por lo que la
neurotoxicidad es mayor que sobre las células dopaminérgicas (Szot y cols., 2012). Una
vez que se encuentra en el interior de la célula, puede permanecer en el citoplasma o
entrar en las vesiculas transportadoras desplazando a la noradrenalina, por lo que
inicialmente muestra un efecto simpaticomimético indirecto. La 6-OHDA presenta una
toxicidad a dos niveles: i) toxicidad extracelular: inespecifica mediada por su
reactividad espontdnea con el oxigeno (autooxidacién), formando agua oxigenada,
radicales libres tipo hidroxilo y semiquinonas, y ii) toxicidad intracelular: que, ademads
de la produccién de estos metabolitos toxicos, incluye a) la modificacion mediante
unién covalente a proteinas como la albimina, b) la inactivacién de enzimas, como la
COMT (Baumbarten y Zimmermann, 1992) y c) la inhibicion de la cadena respiratoria
mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995). El factor determinante de la toxicidad de la 6-
OHDA es la capacidad de la célula de neutralizar los radicales libres y perdxidos, de
esta manera el dcido ascorbico aumenta la sensibilidad a la 6-OHDA, mientras que la
catalasa, la vitamina E, la N-Acetil cisteina y la desferrioxamina protegen de sus efectos
téxicos (Cadet y cols., 1991).

En cuanto a la via de administracion, la 6-OHDA administrada por via sistémica
destruye las terminales simpdticas adrenérgicas y, a dosis altas, los cuerpos neuronales,
pero carece de accion toxica sobre el sistema nervioso central (Jonsson 1970,1976;
Grahmam 1978). Inyectada en la via nigroestriatal de ratas produce una pérdida de
neuronas dopaminérgicas nigrales, de sus terminales estriatales y de los niveles de DA,
serotonina, encefalina y sustancia P estriatales. La degeneracién neuronal afecta por
igual tanto a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (A9) que proyectan al estriado

como a las del drea tegmental ventral (A10) que forman parte del sistema mesolimbico
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(Ungerstedt 1968, 1971). Algunos autores, por ello prefieren inyectarla en la SNpc,
evitando de esa manera la afectacion de neuronas del drea A10. Otra via de
administraciéon empleada de la 6-OHDA es la intraestriatal, con el fin de producir una
degeneracion retrograda menos severa y mas lenta y progresiva que asemeje mas a la
que ocurre en la EP (Przedborski y cols., 1995). La 6-OHDA administrada de forma
selectiva en distintas zonas del estriado produce lesiones parciales que originan, no sélo
comportamiento rotatorio mediado por farmacos, sino cambios espontdneos en funcién
motora y sensitivo-motora, similares a los que aparecen en la EP (Walker y cols., 2010).
La degeneracion parece ser debida no al transporte axonal retrégrado de la neurotoxina
sino a una degeneracion antidromica secundaria a la lesién de los terminales (Bjorklund
y Lindvall, 1984).

La lesi6on unilateral por 6-OHDA por via intraestriatal induce cambios
neuroquimicos y neurofisiolégicos compensatorios del déficit dopaminérgico y que
tardan un tiempo en establecerse. Por ejemplo, se ha descrito una induccién y activacién
de tirosina hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de catecolaminas) en las neuronas
dopaminérgicas funcionantes (Acheson y cols., 1980), un aumento de la DA liberada en
el estriado, y un incremento en el nimero de receptores dopaminérgicos estriatales
postsindpticos  (up-regulation) (Creese y cols, 1977). Este fenémeno de
hipersensibilidad por denervacion afecta sobre todo a los receptores estriatales D2

(Creese, 1982).
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2.2. PARKINSONISMO INDUCIDO POR LA TOXINA 1-METIL-4-FENIL-

1,2,3,6-TETRAHIDROPIRIDINA (MPTP)

El modelo de parkinsonismo por MPTP, particularmente en el mono, ha dado
lugar a importantes avances fisiopatolgicos y al desarrollo moderno del tratamiento
quirurgico para la EP. En la actualidad, persiste como uno de los modelos mas validos
para estudios con orientacién clinico-terapéutica. E1 MPTP es una meperidina sintética,
andloga a un narcético. Aunque se habian descrito sus efectos parkinsonizantes (Davis y
cols., 1979), su importancia se puso de manifiesto cuando fue utilizado de forma
involuntaria por jévenes drogadictos que se lo inyectaron como heroina sintética y
desarrollaron los signos y sintomas clinicos parkinsonianos (Lagston y cols., 1983) asi
como las alteraciones bioquimicas y neuropatoldgicas, con la excepcion de los CL
(Forno y cols., 1986). No obstante, se han descrito agregados de a-sinucleina en
primates expuestos a la neurotoxina (Kowall y cols., 2000). E1 MPTP no es un téxico
dopaminérgico, pero al ser una molécula lipofilica, después de ser inyectado
sistémicamente atraviesa la barrera hematoencefalica y es captado por astrocitos, en los
que es metabolizado a 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridina (MPDP) por la accién de la
monoaminooxidasa B (MAO-B) (Singer y cols., 1987) (Figura 2). El MPDP se oxida
espontdneamente al i6n 1-metil-4-fenil-piridina (MPP"), que es liberado al espacio
extracelular. E1 MPP" al ser una molécula polarizada, debe utilizar un sistema de
transporte para entrar en las células. En este sentido, su afinidad por el transportador de
dopamina (DAT) es aproximadamente diez veces mayor que la del propio
neurotransmisor, lo que explica su selectividad por las neuronas dopaminérgicas (Javith

y Snyder, 1984).
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2.2.1. Mecanismo de accion del MPTP

En el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas, el MPP' se liga al
transportador vesicular de monoaminas del tipo 2 (VMAT-2) (Del Zompo y cols., 1993)
o permanece en el citosol e interactia con enzimas citoplasméticas produciendo
radicales libres (Adams y Klaidman, 1993; Ramsay y Singer, 1986). Puede incorporarse
a la neuromelanina (Sulzer y cols., 2000) o acumularse en el interior de las mitocondrias
(Nicklas y cols., 1985), donde inhibe el complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial. Si el MPP" es secuestrado por VMAT-2 dentro de las vesiculas sindpticas,
se protege a la neurona de su efecto deletéreo al prevenir su interacciéon con las

mitocondrias (Liu y cols., 1992; Reinhard y cols., 1987).

Mitochondrion

Figura 2. Mecanismo de accién del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). El
MPTP atraviesa la barrera hematoencefalica y es captado por astrocitos y metabolizado por la
monoaminooxidasa-B (MAO-B) al i6n 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP"). Este penetra en la
célula a través del trasportador de dopamina (DAT) y, una vez en el citoplasma, entra en las
vesiculas a través del trasportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT-2) o se incorpora a
las mitocondrias inhibiendo el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial. (Vila y
Przedborsky, 2003).
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La mayor concentracion de VMAT-2 en las neuronas dopaminérgica del area
tegmental ventral (VTA), comparadas con las de la SNpc, podria explicar, en parte la
menor vulnerabilidad de las neuronas del VTA al efecto del téxico (Nirenberg y cols.,

1996).

2.2.2. Modelo MPTP en el primate no humano
Las rutas y pautas de administracién en el mono han sido muy diversas y han
dado lugar a mecanismos y grados de muerte neuronal diferentes (Schober, 2004). A
pesar de que este modelo reproduce la mayoria de los aspectos morfolégicos,
bioquimicos y sintométicos tipicos de la EP, tiene una serie de limitaciones:
i) La limitacion es que la gravedad de los sintomas es muy variable en monos, incluso
usando el mismo protocolo y dosis de MPTP (Elsworth y cols., 2000).
i1) La dificultad que existe, hasta el momento, de medir la deplecién dopaminérgica, a
pesar de que las nuevas técnicas de estudio “in vivo” puedan solventarla. Existe una
correlacion de pérdida dopaminérgica y sintomatologia, esto en el pasado fue una
limitacién pero actualmente existen distintas pautas de administracion de varios
protocolos, inyectando numerosas dosis pequefias y repetidas durante un largo
periodo de tiempo como se ha realizado en esta tesis (Halliday y cols., 2009; Ding y
cols., 2008; Barcia y cols., 2004; Hantraye y cols., 1993; Schneider y Kovelowsky,

1990), o intentado replicar estadios iniciales de la EP (Ding y cols., 2008).

A pesar de que esta aproximacion logra la aparicion de los sintomas
progresivamente, implica un periodo de tiempo extremadamente largo (21 meses). Otros

autores han utilizado un protocolo diferente, mucho mas corto, agudo, inyectando
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diariamente 0,2 mg/Kg durante 21 dias, correlacionando la apariciéon de los sintomas
con la perdida neuronal y la perdida de DAT (Bezard y cols., 2001a; Bezard y cols.,
2000; Meissner y cols., 2003).

Otro de los principales problemas de todos estos modelos experimentales es la
dificultad, hasta ahora, de medir el grado de lesién o deplecién dopaminérgica que se
estd causando. En este sentido, la posibilidad reciente de estudiar animales “in vivo”
con marcadores dopaminérgicos mediante neuroimagen abre una nueva via

experimental (Jang y cols., 2012; Hostetler y cols., 2011).

3. LEVODOPA Y DISCINESIAS

3.1. BIOQUIMICA DE LA LEVODOPA

La (3,4-dihidroxifenilalanina) DOPA fue sintetizada por vez primera en 1911 y
obtenida en el laboratorio como una mezcla racémica por Funk en 1911 (Hornykiewicz,
2002). Aislada como L-DOPA 6 “levodopa” en 1913, se consideré como una molécula
biolégicamente inactiva. Sin embargo, estudios de farmacocinética realizados afios mas
tarde mostraron que la levodopa causaba hiperglucemia y disminucién de la presion
sanguinea. Tales hallazgos marcaron el inicio formal del estudio de su actividad
bioldgica y su papel en la sintesis de catecolaminas. Con el descubrimiento de Holtz en
1938 (Hornykiewicz, 2002), la levodopa fue considerada para el tratamiento en la EP,
ya que mostré que en el tejido hepatico la levodopa era convertida a DA, por accion de
la enzima que se denominé descarboxilasa de la levodopa por Blaschko, en 1939
(Hornykiewicz, 2002). En 1961, la levodopa fue incorporada al tratamiento
farmacoldgico de la EP y se observd un efecto benéfico en los sintomas de rigidez

observados en esta enfermedad (Barbeu y cols., 1961). Desde su introduccién a la
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terapéutica, la levodopa, ha sido todo un reto para la farmacologia moderna ya que su
respuesta terapéutica es verdaderamente impactante. Una vez establecido el plan de
tratamiento, la mejoria clinica es notoria, lo cual devuelve al paciente a unas
condiciones semejantes de vida que previamente tenfa una vez que la enfermedad
comenzo a minar su salud. Incluso, algunos autores sugieren el uso de la levodopa con
fines diagndsticos en diferentes formas de Parkinsonismo. Sin embargo, el efecto que
con aparente magia produce, tarde o temprano comienza a desaparecer y
progresivamente los sintomas de la enfermedad retornan e incluso empeoran junto con
la aparicion de los efectos colaterales (Bezard y cols., 2001b). Esta situacién plantea
nuevos retos en el tratamiento de la EP.

Al margen del desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas basadas en el
entendimiento de la etiopatogenia y fisiopatologia de la EP y de los ganglios basales
(nicleos de afeccioén por la enfermedad), la levodopa es, en si misma, un paradigma
para la investigacion. Del adecuado entendimiento de los mecanismos que subyacen
tanto a sus efectos terapéuticos, como a sus efectos colaterales y téxicos, dependerd un

mejor disefio de los nuevos farmacos para el tratamiento farmacolégico de la EP.

3.2. TERAPIA CON LEVODOPA EN LA EP

La levodopa es el fairmaco mds eficaz para el control de la EP: mejora sobre todo
la lentitud de los movimientos y la rigidez, pero en menor medida el temblor y las
alteraciones posturales (Hornykiewicz, 2010). Con el paso de los afios, la levodopa deja
de ser eficaz y se produce lo que conocemos como con el nombre de “fluctuaciones”, es
decir, la respuesta al medicamento ya no es tan duradera produciéndose bloqueos,

situacion en la que el paciente apenas puede moverse. Con frecuencia afiadido a este
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problema, se asocian movimientos involuntarios de los miembros, cabeza, cuello, y
gestos indeseables en la cara, etc., que se les denomina discinesias (Castro, 1998). A los
enfermos que se les diagnostica EP por primera vez y que no han sido tratados
anteriormente, el tratamiento con levodopa unicamente o co-administrada con un
inhibidor de la dopa descarboxilasa, se ha visto que mejora la calidad de vida de los
pacientes (Onofrj y cols., 2004). El inicio del tratamiento con levodopa, va a estar
condicionado a la limitacién de la calidad de vida, por lo que debe retrasarse en la
medida de lo posible. Si se decide retrasar la administracion de levodopa, las
alteraciones terapéuticas, se centran en el uso de agentes dopaminérgicos solos a
asociados a levodopa. El tratamiento con levodopa no tiene por que iniciarse
inmediatamente después del diagndstico.

En general, la decisiéon sobre la eleccion del fairmaco y el momento de
instauracion, dependen de las circunstancias sociales y ocupacionales del individuo, asi
como de sus sintomas particulares (Jahanshahi y Marsden, 1998). El tratamiento con
levodopa es paliativo y sintomatico y pretende conseguir el alivio de la sintomatologia
compensando la deficiencia de DA. El hecho de no administrar DA directamente, es
porque esta ultima, no atraviesa la barrera hematoencefdlica, por ello se utiliza levodopa
que si la atraviesa y se convierte en dopamina en el cerebro, gracias a la enzima, la
Dopa-descarboxilasa. El mecanismo de conversion es lineal: cuanta mas levodopa se
ingiera, mas dopamina se producird (Khlebtovsky y cols., 2012).

;Por qué entonces no se toma mas levodopa? La DA no solo se encuentra en el

cerebro sino también en el intestino y en mas organos, pero la mayor parte de la
levodopa se convierte en el intestino en DA por efecto de la dopa-descarboxilasa
llegando al cerebro aproximadamente un 10%. Por ello, para evitar esta transformacion

de levodopa en DA en el intestino, se toma combinada con un inhibidor de la Dopa-
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descarboxilasa, que no atraviesa la barrera hematoencefalica. De este modo, la cantidad
que llega al cerebro, es 10 veces superior a la que llega sin el inhibidor. La dosis de
levodopa administrada, también es inferior en la misma proporciéon. Cuando se
introdujo la levodopa, se recetaba a la méxima dosis tolerada; hoy se receta a la minima
dosis capaz de controlar los sintomas. Esto es asi, para evitar los efectos secundarios

sistémicos (Poewe y cols., 1989).

3.3. EFECTOS SECUNDARIOS DE LA LEVODOPA
3.3.1. Efectos secundarios a corto y a medio plazo

Nduseas y vomitos. Estos se deben a la estimulacion del centro del vomito en el tronco

cerebral. Con tratamientos continuados, el centro del vomito se habitda a la presencia de
la DA y ya no responde a ella. Es recomendable tomar la levodopa 30-40 minutos antes
de las comidas para que no interfiera con la digestién de las proteinas, o aumentar la
dosis del inhibidor de la dopa-descarboxilasa (Baltag y cols., 2003).

- Hipotensién postural. La levodopa puede afectar al sistema nervioso simpético; ello

puede provocar una caida de tensién en el momento de levantarse, que se traduce en
mareos y desmayos. Este problema puede superarse, en parte, tomando pastillas de
sal o levantdndose lentamente de la silla o de la cama (Oka y cols., 2007).

- Trastornos mentales. Los més frecuentes son los sintomas psicoticos, que se

presentan en forma de alucinaciones, confusiones o delirios. Afectan a un 20% de las
personas que toman levodopa. Suele suceder en personas mayores asociado bien a un
componente de envejecimiento o bien a un comienzo tardio de la enfermedad
(Meincke y Kosinski, 2010).

- Trastornos del suefio. Es un efecto secundario bastante molesto. Estos trastornos

suelen agravarse con el tiempo y se deben fundamentalmente al efecto alertizante de
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la levodopa. Los trastornos de suefio pueden ser insomnio por lo cual se recomienda
no tomar la levodopa después de la cena, o fragmentacién del suefio en el que el
paciente se despierta por la noche (Gémez-Esteban y cols., 2011).

- Cambios de color en la orina y el sudor. Antes de eliminarse por el rifidén, la levodopa

se convierte en DA y en una serie de sustancias entre la que estd la melanina. Cuando
esta dltima llega a la orina y/o al sudor, les da un color rojizo (Devereaux y Mancall,

1974).

3.3.2. Efectos secundarios a largo plazo

i) Reacciones adversas motoras y de comportamiento (Miiller y Russ, 2006).

ii) Pérdida de eficacia: tras tres o cinco afos de tratamiento con levodopa, asi como
complicaciones de la propia medicacién con una incidencia variable.

iii) Complicaciones que afectan a un 90% de las personas tratadas con levodopa

durante diez o mds afios, como discinesias y fluctuaciones.

» Discinesias:

Son movimientos involuntarios que pueden darse tanto en el pico, como al final
de la dosis y afectan a gran variedad de musculos, pueden ser corea, movimientos de
contorsién y distonia, contracciones musculares y espasmos (Ellrichmann y cols.,
2007).

Gran parte de pacientes con EP, presentan una mejoria de los sintomas de la
enfermedad con la ingesta de levodopa. Con posterioridad, comienzan a aparecer
oscilaciones de la movilidad, que pueden tener mds o menos relaciéon temporal con la
ingesta de levodopa, asi como con la propia progresiéon de la enfermedad. En estos

pacientes los sintomas de la EP se alternan con periodos de movilidad pricticamente
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normal o contaminadas con discinesias. Algo caracteristicos en algunos pacientes, son
los llamados fendmenos de “on-off” de la enfermedad. Son fluctuaciones del estado del
paciente durante el dia. Se considera que el paciente estd en un periodo “on” cuando hay
un control satisfactorio de los sintomas parkinsonianos y es posible una actividad
motora normal. En cambio, las fases “off” se asocian con la reaparicion de sintomas y
con una funcién motora alterada. El objetivo del tratamiento actual es aumentar la fase
“on” en el paciente.

Este fendmeno tiende a ocurrir tarde en el transcurso de la enfermedad tras varios
aflos de tratamiento con levodopa. En muchas ocasiones, el enfermo pasa de manera
brusca de una situacion a otra. Se reconocen diferentes tipos de respuesta a la levodopa
en los pacientes con EP, con fluctuaciones de la movilidad en funcién de la duracién y
su relacion temporal con las dosis del farmaco (Obeso y cols., 1989; Marsden y cols.,

1982).

» Fluctuaciones

Pueden ser a) en la respuesta: pérdida de la eficacia al final de una dosis antes
de tomar la siguiente y b) fluctuaciones en “on-off”: episodios bruscos de pérdida de
eficacia (Miiller, 2011).

A) En larespuesta: de larga o de corta duracion

A.1) Respuesta de larga duracién: El beneficio clinico de una unica dosis en algunos
pacientes, puede mantenerse durante muchas horas, ain cuando los niveles plasmaticos
del farmaco hayan desaparecido. Estas fluctuaciones casi no son evidentes y se ponen
de manifiesto cuando se suprime temporalmente la levodopa, observiandose que la

mejoria clinica persiste de 3 a 10 dias. Esto es debido al efecto superpuesto de varias
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dosis diarias, los pacientes con esta respuesta parecen tener una funcién motora estable
(Zappia y Nicoletti, 2010).

Por ello, los pacientes con este tipo de respuesta, pueden obtener una mejoria
clinica con pequeiias dosis de levodopa administrada varias veces al dia o con una dosis
ligeramente superior, administrada una vez cada tres dias (Quattrone y Zappia, 1993).
A.2) Respuesta de corta duracién: Su primera manifestacion clinica suele ser una
acinesia por la mafana antes de la primera toma de levodopa. Este tipo de respuesta,
suele aparecer después de varios afios con el tratamiento de levodopa. Se reconocen dos
tipos de respuesta de corta duracién que correlacionan con las fluctuaciones on-off:

B.1.) Fluctuaciones predecibles: conocidas como deterioros de fin de dosis o “wearing-

off”. Son las més frecuentes y se manifiestan con oscilaciones de movilidad. Estan
relacionadas temporalmente con la dosis de levodopa, de tal manera que el paciente
tiene tantos estadios de “on-off” como tabletas tomadas.

B.2) Fluctuaciones impredecibles: oscilaciones al azar, fendmenos “on-off”. Son las

mads complejas e invalidantes. Estas oscilaciones ocurren muchas veces al dia, y parece
ser que no hay relacion temporal con la administracion de levodopa. Se caracterizan por
rapidos e imprevisibles cambios en la movilidad, asociados a intensas discinesias
(Stocchi y cols., 2010). Casi toda clasificacion tiene caracter pedagdgico. En cierto
modo, esta clasificacion es arbitraria y en ocasiones contradictoria, ya que el carécter
predecible o no de las fluctuaciones depende en gran medida de como se administre la
levodopa y como lo evalie el paciente. Por ello, dicen que es posible observar pacientes
con respuesta motora estable, que tienen fluctuaciones si se les monitoriza de cerca su
situacién motora a lo largo del dia asi como pacientes con fluctuaciones predecibles
observdndose ocasionalmente respuestas impredecibles en pacientes con oscilaciones al

azar, que tienen muchos deterioros de fin de dosis (Nutt y Holdorf, 1996).
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3.3.3. Discinesias

Debido a que es un aspecto clave en el estudio llevado a cabo en esta tesis, se ha
decidido profundizar en €l desarrollandolo en un subapartado propio. Las discinesias
abarcan un amplio abanico de movimientos anormales incluyendo corea, balismo,
distonia, mioclonias, movimientos rdpidos similares a los tics o movimientos
estereotipados mds complejos (Marsden y cols., 1982; Luquin y cols., 1992). Las
discinesias pueden afectar a diferentes regiones corporales, pero parece ser, que
aparecen antes y son mas intensas en la parte del cuerpo mas afectada por la enfermedad
y generalmente empeoran en situaciones de tension emocional o durante actividades
motoras voluntarias (Calabresi y cols., 2010). Existe una clasificacién de discinesias
muy difundida segin el efecto antiparkinsoniano de la levodopa (Marsden y cols.,
1982):

- Discinesias coreicas o de “beneficio de dosis”. Se les dio este nombre porque

aparecen cuando la accién antiparkinsoniana de la levodopa es méaxima, por lo que
coincide con el mayor grado de mejoria clinica (situacién “on”) y habitualmente
con las concentraciones plasmaticas mas elevadas de levodopa (Tolosa y cols.,
1975). Las discinesias de beneficio de dosis, afectan sobre todo a la regién
orofacial, cuello y extremidades, pero pueden dafiar a cualquier grupo muscular.
Con el transcurso del tiempo las discinesias se extienden durante todo el periodo de
beneficio motor de cada dosis de levodopa sin cambios en su intensidad
denomindndose discinesias en “onda cuadrada” o en “meseta”.

- Discinesias bifésicas o distonicas. Son bastante menos frecuentes y suelen afectar a

enfermos jovenes. Su caracteristica principal es la aparicion de movimientos

involuntarios, prediciendo y siguiendo al efecto terapéutico de las dosis de
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levodopa (Obeso y cols, 1989). La presentacion bifdsica no ocurre necesariamente
en cada paciente, pudiendo aparecer tan solo al inicio o al final del beneficio motor.
Este tipo de discinesias aparecen con mayor frecuencia en las extremidades
inferiores, y en el lado mds afectado por la enfermedad; suelen presentarse como
movimientos alternantes ritmicos y disténicos de baja frecuencia, asemejando la
accion de dar puntapiés (Marsden y cols., 1982; Luquin y cols., 1992).

Distonia en fase “off”. Este tipo de discinesias, parece ser que afecta al 20-30% de

los enfermos tratados con levodopa durante més de tres afios (Carella y cols., 1993)
y es mas frecuente en la EP de inicio temprano (Quinn y cols., 1987; Poewe y cols.,
1989). Las distonias en periodo “off” ocurren cuando el enfermo presenta signos
claros de la enfermedad, y sobre todo al despertarse por la mafiana, después de no
haber recibido levodopa por la noche, por lo que reciben el nombre de distonia
matutina o al despertar (Melamed, 1979). A pesar de ello, no hay que olvidar que
pueden aparecer en cualquier momento del dia en el estado “off” y suelen coincidir
con bajas concentraciones en plasma de levodopa (Bravi y cols., 1993). Estas
discinesias aparecen en los pies de forma uni o bilateral, siendo mds acentuada en la
parte mds afectada por la EP (Poewe y cols., 1989). El pie adopta posturas equino-
varo, con flexion de todos los dedos, a excepcion de la articulacién
metacarpofaldngica del primer metacarpiano que suele estar en extension. Con
facilidad se asocian a contracturas de los musculos de la pantorrilla y
ocasionalmente a la distonia de toda la extremidad inferior. Estos espasmos
disténicos; pueden durar de minutos a horas y suelen ser dolorosos, pueden
precipitarse o aumentar en intensidad al caminar, realizar movimientos con las

extremidades inferiores o con la ansiedad.
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Debido al tratamiento crénico con levodopa que sufren los pacientes con EP se
produce una potenciacion de la transmision dopaminérgica, y esto puede conseguirse
por diferentes vias farmacoldgicas:

1. Incremento de la sintesis de DA en el cerebro: Se administra levodopa en

combinaciéon con un inhibidor periférico de la Dopa-descarboxilasa (carbidopa o
beserazida) que impida la conversion de la levodopa en DA fuera del cerebro.

2. Estimulacién de los receptores de DA: con farmacos que estimulan los receptores de

la DA, como la Bromocriptina, la Lisurida, el Ropirinol o el Pramipexol.

3. Inhibicién de la destruccién de la Dopamina: Los farmacos implicados son de dos

tipos: los que inhiben las monoaminoxidasas como la Selegilina y los que inhiben la
COMT como la Entacapona.

4. Bloqueo de la recaptaciéon de la DA en las terminales sindpticas: como algunos

medicamentos triciclicos como la Benzotropina (no estd disponible en el mercado

espaiol), que a veces se emplea en el tratamiento de la EP.

La afirmacion de que “hay que tener en cuenta que no existe receta o formula
especifica para el Parkinson” sigue teniendo vigencia a dia de hoy, ya que siempre serd
necesario elegir el momento de iniciar la medicacién, ajustar su tipo y forma de
administraciéon a la sintomatologia del paciente (Jahanshahi y Marsden, 1998).
Actualmente los sintomas no motores, como alteraciones cognitivas y trastornos
psicoldgicos y psiquidtricos de la EP, reciben mayor atencion médica. Estos sintomas
son cada vez mas frecuentes y producen mayores limitaciones que los sintomas motores
(Cubo y cols., 2010) ademds de producir importantes alteraciones a nivel individual,

familiar y social.
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4. TRASTORNOS NO MOTORES EN LA EP

Por su propia definiciéon negativa, los trastornos no motores comprenden todos
aquellos trastornos que no son sintomas motores, es decir, que no son debidos a
bradicinesia, rigidez, temblor, o alteracion de la postura. Los trastornos no motores
adquieren una gran relevancia clinica puesto que son frecuentes, condicionan la calidad
de vida del paciente y pueden aparecer precozmente al inicio de la enfermedad
(Linazasoro, 2004). Ademads, contribuyen a realizar un correcto diagnéstico diferencial
con otros parkinsonismos y pueden ser, asimismo, de caracteristicas fluctuantes,
agravandose los cambios motores on-off (Witjas y cols., 2002). Se prefiere el término
trastorno no motor al de complicacién no motora, ya que éste parece sugerir que es
debido a un curso evolutivo desfavorable o a una medida iatrogénica terapéutica
utilizada. En realidad, dichos trastornos pueden observarse en etapas iniciales de una
enfermedad ain no complicada y previamente al uso de cualquier terapia. También se
prefiere dicho término al de sintomas no motores, puesto que se incluyen diversos
sintomas y signos, incluso sindromes clinicos definidos (Lima y cols., 2012).

Para poder llegar a comprender la fisiopatologia de todos los sintomas motores y
no motores de la EP, tenemos que cambiar el concepto que simplifica la EP como una
enfermedad neurodegenerativa que afecta exclusivamente a las neuronas
dopaminérgicas. Segtn distintos autores, la afectacion extrapiramidal es precoz y sigue
un patrén de neurodegeneracion caracteristico y la afectacion de ciertas areas, como el
sistema limbico (Braak y Braak, 2000; Braak y cols., 1996; Braak y cols., 1995;

Jellinger, 1991). La muerte neuronal afecta ademas a otras poblaciones neuronales:
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colinérgicas, triptaminérgicas, gabérgicas, adrenérgicas, noradrenérgicas Yy
serotoninérgicas (Lee y cols., 2009).
Esta afectacion parece ser la que explicaria la existencia de trastornos no motores, que
pueden aparecer precozmente y que durante afios pueden orientar al clinico hacia otros
diagnésticos, antes de que sean evidentes los sintomas motores tipicos de la enfermedad
(Yanez-Bana, 2004).

El predominio de los sintomas motores de la EP, hace que se dé menos

importancia a otras alteraciones que pueden ser tanto o mas incapacitantes.

4.1. COMPLICACIONES PSIQUIATRICAS

Las complicaciones psiquidtricas se pueden deber a la propia enfermedad o a los
tratamientos empleados (Cummings, 1988). En ocasiones estas complicaciones
anteceden al diagndstico, y suelen ser poco especificas como los trastornos afectivos y
la ansiedad. Tras unos afios de tratamiento dopaminérgico, las probabilidades de tener
complicaciones psiquidtricas aumentan considerablemente debido a la accién del
tratamiento (Lemke, 2008). Las manifestaciones psiquiatricas de la EP son: ansiedad,
agitacion, depresion, delirios, confusion, pesadillas, terrores nocturnos, ideas delirantes,
alucinaciones y psicosis (Goetz y cols., 1982; Mercury y cols., 2007 y Lemke, 2008).
La confusion, la agitacion, las ideas delirantes y las alucinaciones parece ser que son
maés frecuentes (Weintraub y Stern, 2007; Schrag, 2004; Castro-Garcia y cols., 2004) en

personas mayores de sesenta anos y generalmente se relacionan con el tratamiento.

46



INTRODUCCION

4.2 DENERVACION SIMPATICA CARDIACA EN LA EP

Se ha propuesto el término “complejo Parkinson” para denominar a esta nueva
visién de la EP como un proceso multisistémico, en el que la afectacion motora
caracteristica no seria mds que la “punta del iceberg” dentro del espectro de la
enfermedad (Langston, 2006). Existe una creciente evidencia sobre la afectacion
precoz del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) en la EP, y de forma mds concreta, de
las neuronas simpaticas postganglionares (Wakabayasi y cols., 1997; Iwanaga y cols.,
1999; Braak y cols., 2006). Se ha descrito que el Fallo Autonémico Puro, denominado
como una complicacién tardia de la EP, puede evolucionar a EP (Kaufmann y cols.,
2004), y un estudio epidemiolégico prospectivo relaciond el estrefiimiento con un
mayor riesgo de desarrollar posteriormente EP (Abbot y cols., 2001). A lo largo de la
evolucion casi todos los pacientes presentan sintomas o signos de disfuncién del
SNA relacionados con la afectacion de sus distintos componentes: entérico,
parasimpdtico colinérgico, simpatico colinérgico, simpatico y noradrenérgico
(Goldstein y cols., 2002; Martignoni y cols., 1995; Mathias, 1995). Sin embargo, es
frecuente que las manifestaciones clinicas pasen desapercibidas en los estadios
iniciales de la enfermedad. Concebida la EP como una forma de disautonomia
primaria, el interés se ha centrado en la disfuncién simpética cardiaca como una de las
alteraciones mads precoces (Goldstein y cols., 1997; Mathias 1998; Goldstein y cols.,
2000; Amino y cols., 2005).

Los estudios de imagen funcional cardiaca en la EP muestran de forma
consistente una reduccion en la captaciéon miocérdica de radiotrazadores con afinidad

por las terminaciones simpdticas noradrenérgicas (postganglionares), como son la 6-'*F-
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fluorodopamina y la '“I-metaiodobenzilguanidina ('*’I-IMBG) (Goldstein y cols.,
1997; Orimo y cols., 1999) esto se correlaciona con el hallazgo anatomopatoldgico de
una acusada reduccion de la inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa en los nervios
epicdrdicos y en el miocardio (Iwanaga y cols., 1999; Amino y cols., 2005; Taki y cols.,
2000). Por el contrario, en la atrofia multisistémica la afeccién autondémica es
basicamente preganglionar y la inervacion noradrenérgica cardiaca se mantiene intacta,
o ligeramente reducida, incluso en estadios avanzados de la enfermedad (Druschky y
cols., 2000; Oka y cols., 2006; Orimo y cols., 2007). La denervacién simpdtica cardiaca
esta presente en estadios muy iniciales de la EP (Campos y cols., 2004; Orimo y cols.,
2007), e incluso podria ocurrir ya en fases presintomaéticas (Goldstein y cols., 2007). La
denervacién aumenta con la progresion de la enfermedad (Li y cols., 2002; Burnett y
cols., 2007), habiéndose sugerido un mecanismo centripeto o dying-back (Orimo y
cols., 2005; Orimo y cols., 2008).

Basandose en el estudio post mortem de casos con enfermedad incidental por CL
y de pacientes con EP, se ha propuesto la secuencia patolégica que podria seguir la
degeneraciéon simpdtica postganglionar (Orimo y cols., 2008): inicialmente los
agregados de a-sinucleina se acumularian en los axones distales (fasciculos epicardicos)
pero, al avanzar la degeneracion axonal, se harfan mds abundantes en los somas
neuronales (ganglios simpdticos paravertebrales) como estadio previo a la muerte
neuronal (Figura 3). Esta secuencia patoldgica puede tener favorables consecuencias
para la clinica y una gran importancia para el diagndstico pre-motor y diferencial frente

a otras patologias.
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Figura 3: Esquema ilustrativo del proceso
degenerativo del sistema nervioso simpdtico
cardiaco. Las manchas negras representan
agregados de a-sinucleina y las lineas de
puntos degeneracion de los axones
simpéticos. ILBD(a): enfermedad por cuerpos
de Lewy incidental con preservacion de
axones cardiacos TH+. ILBD(b): idem con
disminucién de axones cardiacos TH'. PD:
enfermedad de  Parkinson. MSA: atrofia

multisistémica. (De Orimo y cols., 2003).

5. EL SISTEMA DEL OXIDO NITRICO

5.1 BIOSINTESIS DEL NO

Hasta hace pocos afios, parecia impensable que una sustancia gaseosa tan toxica
en condiciones ambientales, pequefia y de estructura elemental como el 6xido nitrico
(NO) fuera un elemento biolégico de nuestro organismo. El descubrimiento de las
funciones fisiolégicas y reguladoras que posee el 6xido nitrico en los mamiferos se debe
a los hallazgos realizados, en las dos ultimas décadas, estudiando los sistemas vascular e
inmunitario (Coleman, 2001; Dias y cols., 2011). Asi, se identificé que el NO ejercia
potentes propiedades vasodilatadores y tenia actividad bactericida y antitumoral. La
alteracion de la producciéon del NO se ha relacionado con patologias como la
arteriosclerosis, la hipertension arterial esencial, la hipertensioén asociada al embarazo y
con procesos tumorales e infecciosos (Salonen y cols., 2012; Li y Forstermann, 2009;

Hagan y Pepke-Zaba, 2011; Sheppard y Khalil, 2010; Kolb y cols., 2001).
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Posteriormente, se identific6 que el NO también participaba en la relajaciéon del
musculo liso del aparato digestivo, respiratorio y urogenital, relaciondndose con
disfunciones eréctiles, patologias cardiacas y crisis asmadticas. Al estimular
preparaciones celulares cerebrales con glutamato se liberaba NO, efecto que coincidia
con la activacién de los receptores N-metil-d-aspartato (NMDA) (Garthwaite y cols.,
1989). Este trabajo inicié la investigacion encaminada a identificar las funciones
neuronales del NO, habiéndose establecido que puede actuar como un mensajero
intracelular y que participa en la plasticidad sindptica, la neuroprotecciéon y la
neurotoxicidad. El NO se sintetiza a partir del aminoécido L-arginina a través de una
reaccion enzimdtica, catalizada por las oxido nitrico sintasas (NOS), que requiere

oxigeno y NADPH y que produce L-citrulina (Figura 4).
4
Efectos intracelulares

< Efectos en células adyacentes

Efectos en sitios lejanos

-

v
O, + L-Arginina=ms=d> NO + Citrulina

Cofactores: BH,y NADPH

Figure 4: Biosintesis del NO a partir de L-Arginina por accién de la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) en las neuronas nitrérgicas.

Existen tres isoformas de NOS que se clasifican, actualmente, en: a) dos
isoformas NOS constitutivas, dependientes del calcio ya que su actividad depende de su
unién a la calmodulina: la neuronal (NOSn) y la endotelial (NOSe); y b) una isoforma

inducible (NOSi), independiente del calcio. La biosintesis del propio NO va a constituir

el principal mecanismo de regular los niveles de NO. Las isoformas constitutivas son
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las responsables de la produccidn fisiol6gica de NO, mientras que la isoforma inducible
sOlo se activa en determinadas situaciones patoldgicas bien por la presencia de agentes
infecciosos o por la accién de diferentes sustancias, como las citoquinas, constituyendo

un mecanismo de defensa primario en los macréfagos (Govers y Oess, 2004).

5.2. LA OXIDO NITRICO SINTASA NEURONAL (NOSn)

La NOSn, identificada inicialmente en neuronas cerebelares, es una proteina
homodimérica de 1429 aminoécidos con un peso molecular de 160 kDa por mondmero,
siendo la primera isoforma en ser clonada (Bredt y cols., 1991; Nakane y cols., 1993).
El gen que la codifica se localiza en el cromosoma 12q24.2 en el hombre y es uno de los
mds complejos que se conoce. La secuencia codificante estd repartida en 29 exones y el
gen puede ser transcrito a partir de cinco promotores alternativos, confiriéndole la
posibilidad de ser activado ante diversos y muy diferentes estimulos, probablemente
dependientes del tejido. A pesar de que se conoce una sola isoforma en el sistema
nervioso central, se hallaron dos tipos de mRNA en la mayoria de las células nerviosas.

La NOS neuronal puede ser fosforilada por la proteinquinasa cAMP-dependiente
(PKA), la proteinquinasa C (PKC) y la proteinquinasa Ca**-calmodulina dependiente
(CaMK). Una caracteristica importante de esta isoenzima es su capacidad de producir
tanto O,- como NO (Pou y cols., 1992). La NOS neuronal genera O,- en ausencia de
L-arginina mientras que el agregado de L-arginina reduce la produccién de O;- y
aumenta la formacién de ‘NO. El 6xido nitrico y el superéxido, formados por la misma
enzima, pueden combinarse formando radicales mas toxicos, posibles mediadores de la
citotoxicidad (Trujillo y cols., 2008). En el cerebro, la NOS neuronal estd presente en

pequenas poblaciones neuronales. En algunas dreas, como en la corteza cerebral, el
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hipocampo y el cuerpo estriado, existe en pequefias interneuronas, comprendiendo sélo
el 1-2% de la poblaciéon neuronal total. Por otro lado, en el cerebelo, todas las células
granulares y las células en canasta contienen NOS, mientras que estd ausente en las
células de Purkinje. Este patrén de localizacion es idéntico al de la NADPH diaforasa
(Chung y cols., 2002). En el sistema nervioso central, la estimulaciéon por glutamato
(aminodcido excitatorio) de los receptores N-metil D-aspartato (NMDA), abre los
canales de calcio que forman parte del receptor, produciendo el flujo de calcio y la
activacion de la NOS (Kowara y cols., 2006). De esta manera el NO actia como
segundo mensajero del glutamato aunque, gracias a su capacidad de difundir al espacio
extracelular, también actia sobre la neurona presindptica y las neuronas vecinas,
contribuyendo al proceso conocido como “potenciaciéon a largo plazo” (LTP)
relacionado con la memoria y el aprendizaje (Huang, 1997).

Las neuronas NADPH diaforasa positivas son resistentes a distintos tipos de
neurotoxicidad, asi en la enfermedad de Huntington hasta un 95% de las células
neuronales del nicleo caudado pueden degenerar, mientras que las NADPH diaforasa
positivas permanecen sin cambios (Deckel, 2001). Por otra parte, otros tejidos también
contienen cantidades variables de NOSn, mientras el musculo esquelético es un tejido
rico en NOS, aunque se desconoce su significado fisiologico, los neutréfilos expresan
cantidades pequefias de esta enzima cuya funcidn estd relacionada con la defensa
oxidativa inespecifica y la apoptosis de este grupo de granulocitos (Stamler y Meissner,

2001; Saini y cols., 2006).
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5.3. NO Y EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Una de las funciones del NO que ha sorprendido y ha sido motivo de
controversia dentro de propia comunidad cientifica es que en el SNC se comporte como
un neurotransmisor. Esto se debe a las caracteristicas fisico-quimicas del NO que
difieren considerablemente de las sustancias neurotransmisoras establecidas (Schulman,
1997). Se trata de una molécula gaseosa, de tamafio muy pequefio, capaz de atravesar
libremente las membranas bioldgicas debido a su gran liposolubilidad (Méller y cols.,
2007). Ejerce sus efectos bioldgicos sin la necesidad de unirse a un receptor de
membrana y no se almacena en vesiculas sindpticas. Ademads, debido a la presencia de
un electrén extra en su molécula tiene una alta reactividad quimica (radical libre),
presentando una elevada toxicidad y una vida media extremadamente corta en tejidos
vivos (5-15 seg) (Cavas y Navarro, 2002).

Existe todavia controversia acerca de si al NO se le puede considerar como un
neurotransmisor. Algunos cientificos consideran mds apropiado denominarlo mensajero
intercelular (Kandel y cols., 2001), mientras que otros afirman que es el primero de una
serie de neurotransmisores distintos de los que hasta ahora conociamos (Boehning y

Snyder, 2003).

5.3.1 E1 NO y la modulacion de la actividad estriatal

Algunas evidencias han demostrado dos poblaciones de neuronas distintas en el
estriado: las interneuronas y las neuronas de proyeccion. Esta clasificacion, basada
obviamente en las caracteristicas anatomicas, fue apoyada por las observaciones

electrofisioldgicas que demostraban que las neuronas del estriado respondian de forma
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diferente a la estimulacion cortical (Nisenbaum y cols., 1988) y anti-drémica (Ryan y
cols., 1989; Kimura y cols., 1990). Hasta el momento, por registros intracelulares junto
con la tincidn intracelular, se ha demostrado claramente que las neuronas de proyeccion,
anatomicamente definidas como neuronas espinosas de tamafio medio, se disparan a
frecuencias bajas (Wilson y cols., 1990), mientras que las interneuronas grandes sin
espinas (alrededor de 2-5% de las neuronas del estriado), tienen una actividad sostenida
e irregular (Wilson y Groves, 1981; Kitai y Surmeier, 1993). Basidndose en esta
experiencia, el andlisis que dispara la sefial extracelular permite la definicién de las dos
clases de neuronas del cuerpo estriado, tanto en vigilia como en ratas anestesiadas
(Galati y cols., 2008; Kish y cols., 1999; Chen y cols., 2001). En los primates, las
neuronas fésicas del estriado presentan claros aumentos en la frecuencia de descarga
que se producen en varias formas distintivas en las fases especificas de una tarea
(DeLong, 1973; Crutcher y DelLong, 1984; Alexander y DelLong, 1985). Por el
contrario, las interneuronas muestran una disminucién duradera a corto plazo en
respuesta a estimulos condicionados (Kimura y cols., 1984). Una clasificaciéon mads
detallada identifica entre las interneuronas (Mallet y cols., 2006) parvalbiimina-
positivas GABAérgicas (alrededor de <1%), debido a su corto pico de duracién
(Kawaguchi, 1993; Kawaguchi y cols., 1997) separados por interneuronas GABA, que
expresan neuropéptidos tales como somatostatina (SOM), o neuropéptido Y (NPY) o
NOS (SOM / NPY / NOS + alrededor del 0,6%) y las grandes células colinérgicas sin
espinas (alrededor del 3%). Las interneuronas nitrérgicas ejercen efectos
neuromoduladores mds lentos en sus dianas postsindpticas en lugar de rapidos efectos
sindpticos (Gittis y cols., 2010). La falta de respuestas sindpticas en las MSNs podria ser
debido a una liberacion preferencial de NO en lugar de GABA. Los agonistas de los

receptores de clase D; a través de los DA provocan la despolarizacién y el disparo de
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potencial de accion in vitro en las interneuronas nitrérgicas (Centonze y cols., 2002).
Ademads, los efectos colinérgicos indirectos a través de los receptores muscarinicos de la
acetilcolina también han sido descritos (Bernard y cols., 1998). Por otra parte, algunas
regiones del cerebro anterior expresan altos niveles de GMPc estimulada por la
fosfodiesterasa (PDE) (Repaske y cols., 1993; Van Staveren y cols., 2003). En
particular, se ha encontrado que las MSNs estriato-nigrales expresan esta enzima que
parece proporcionar un mecanismo por el cual el NO desde interneuronas sin espinas,
actian a través de GMPc pudiendo regular la produccién de DA estimulada por el
AMPc (Lin, 2009).

El NO ha sido relacionado con un gran nimero de procesos fisioldgicos a nivel
neuronal, incluyendo la liberacién y recaptacion de neurotransmisores, en particular de
la dopamina (West y cols., 2002). También estd implicado en varias patologias de la
conducta en las que existe un desequilibrio dopaminérgico, tales como la enfermedad de
Parkinson, la esquizofrenia y la adiccion a las drogas (Guix y cols., 2005; Bernstein y
cols., 2005; Itzhak y Ali, 2006). La evidencia disponible indica que el 6xido nitrico
puede incrementar la liberacién de dopamina: i) mediante procesos dependientes del
calcio a partir de las vesiculas sindpticas, y ii) mediante procesos independientes de
calcio, mecanismos de nitrosilacién que facilitan el anclaje y la fusién de la vesicula
sindptica con la membrana (Meffert y cols., 1994; Meffert y cols., 1996). Ademés, el
Oxido nitrico incrementa los valores dopaminérgicos mediante la inhibicion de la
recaptacion de dopamina (Kiss y cols., 1999; Kiss y cols., 2004). El donador del NO, el
nitroprusido de sodio (SNP) disminuye los niveles de recaptacion de dopamina tritiada
(PH]-DA) como se demuestra en preparaciones de sinaptosomas de estriado de rata
(Lonart y Johnson, 1994; Pogun y cols., 1994). El NO también ha sido relacionado en la

fisiopatologia de la neurotoxicidad dopaminérgica. Esto ha sido sugerido por el hecho
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de que donadores del NO puedan facilitar la oxidacién de la DA (Wink y cols., 1996) y
también por el efecto del tratamiento con inhibidores de la NOS. Todo esto podria
producir una completa proteccién contra la deplecion de la DA (Itzhak y Ali, 1996; Ali
y Itzhak, 1998). Asimismo, la activaciéon de la enzima guanilato-ciclasa y la
consecuente produccion de GMPc constituyen el mecanismo de accién mejor
caracterizado del 6xido nitrico. A través de €l, el gas activa numerosas proteinquinasas,
altera la actividad fosfodiesterasa y el metabolismo de los nucleétidos ciclicos y modula
canales i6nicos. Estos mecanismos dependientes de GMPc median una gran cantidad de
funciones neuronales y es posible que, mediante la activacién de la enzima guanilato-
ciclasa, el 6xido nitrico facilite la liberacién de dopamina. La administracién de un
inhibidor de la enzima guanilato-ciclasa provoca un marcado incremento de las
concentraciones de dopamina (West y Galloway, 1996) y, al administrarlo junto con
una sustancia donadora de 6xido nitrico, provoca la potenciacién de los efectos.

Otro de los mecanismos mediante el cual el 6xido nitrico puede interactuar con
la transmisiéon dopaminérgica implica a los aminoécidos excitatorios. El 6xido nitrico
incrementa la liberacion de glutamato y aspartato en numerosas regiones tales como la
corteza, el hipocampo, estriado y cerebelo (West y Galloway, 1997; Guevara-Guzman y
cols., 1994; Lawrence y Jarrot, 1993). El incremento en la liberacion de glutamato
parece efectuarse a través de varios mecanismos: la inhibicién del transportador de
glutamato (Lonart y cols., 1993; Pogun y cols., 1994), la activacién del receptor NMDA
(Montague y cols., 1994) y por un mecanismo directo sobre las vesiculas en el terminal
DA (Meffert y cols., 1994). La evidencia experimental sefala la implicacién de los
receptores NMDA y AMPA en la facilitacion de la liberaciéon de dopamina mediada por
el 6xido nitrico, puesto que antagonistas de estos receptores bloquean esta liberacion

(West y Galloway, 1998).
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5.3.2 E1 NO y su interaccion con otros neurotransmisores en el control motor

En el estriado (caudado y putamen), de forma similar a la corteza cerebral, el 1-
2% de las interneuronas tienen actividad NOS (Kubota y cols., 1993). El papel del NO
se ha relacionado con una funcién de integracién, ya que estas neuronas reciben
aferencias glutamatérgicas excitatorias de la corteza cerebral y dopaminérgicas de la
SN. La administracién de inhibidores de la NOSn en los ganglios basales: i) disminuye
la actividad locomotora, aunque se desarrolla rdpidamente tolerancia a este efecto
(Pedraza y cols., 2002); ii) disminuye la actividad eléctrica en los ganglios basales y en
la corteza prefrontal (West y Galloway, 2002) lo que indica el papel facilitador del NO
en las conexiones fronto-estriatales que regulan la actividad motora. Todo esto se mide
mediante técnicas neuroquimicas y de electrofisiologia (Sammut y cols., 2007).

El estudio del NO en el sistema nigro-estriatal, y concretamente su toxicidad
para las neuronas dopaminérgicas (DA), adquiere gran interés con los numerosos
trabajos que indican la participacion de este radical libre en la EP. Los estudios
bioquimicos e histoldgicos en los cerebros post-mortem de estos pacientes han revelado
un incremento en la concentracion de nitritos en el liquido cefalorraquideo (Qureshi y
cols., 1995) y la presencia de radicales NO en la SN (Shergill y cols., 1996). Los CL,
caracteristica histopatoldgica de la enfermedad, se tifien positivamente con anticuerpos
anti 3-nitrotirosina (Good y cols., 1998) y recientemente se ha descrito que uno de los
componentes mayoritarios de estas inclusiones, la proteina o-sinucleina, se encuentra
nitrosilada en la EP (Giasson y cols., 2000). Finalmente, se ha demostrado un marcado
incremento en el nimero de células gliales que expresan un enzima de sintesis del NO,
la NOSi, en la SN de los enfermos de EP (Hunot y cols., 2001). Todos estos datos

indican una sobreproduccién de NO, cuya fuente parece ser las células gliales. Por otra

57



INTRODUCCION

parte, la informaciéon que se obtiene en modelos animales de la EP refuerza la
participaciéon del NO en el proceso degenerativo. En ratones tratados con MPTP se
detecta un incremento en 3-nitrotirosina (Schulz y cols., 1995; Pennathur y cols., 1999)
y un aumento en la expresion de NOSi en la microglia (Liberatore y cols., 1999;
Dehmer y cols., 2000). Ademads, tanto la deleccién del gen de la NOSi como la
inhibicién farmacoldgica de este enzima, protege a las neuronas DA de la toxicidad del
MPTP (Liberatore y cols., 1999; Dehmer y cols., 2000). Un exceso de produccién de
NO puede producirse por un incremento en la sintesis del enzima NOSi, o por un
aumento de calcio intracelular que activa los enzimas constitutivos NOSn o NOSe. La
concentracion local de NO es una funcién de la relaciéon entre su produccién y su

desaparicién, bien por reaccion o por difusion (Murphy, 1999).

54 EL NO Y SU IMPLICACION EN LAS ENFERMEDADES

NEURODEGENERATIVAS

Cuando la concentracion de NO se eleva puede causar dafio celular por diversos
mecanismos (Figura 5): i) formando S-nitrosotioles, ii) reaccionando con el radical
superoxido (02+) para formar peroxinitrito (ONOQO’), una molécula mucho mas
reactiva y citotoxica que su precursora, iii) desregulando enzimas con grupo hemo, y iv)
liberando hierro de la proteina intracelular ferritina. Una de las dianas principales donde
el NO (y el ONOQ) ejercen sus efectos deletéreos es la mitocondria. E1 NO puede
inhibir reversible o irreversiblemente la respiracion mitocondrial, inhibir la creatina
kinasa e inducir la permeabilidad mitocondrial transitoria (PT), con la liberacién de
pequenas proteinas de la matriz (Murphy, 1999). El NO puede afectar tanto la cantidad

como el reclutamiento en la membrana mitocondrial externa, de proteinas pro-
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apoptoticas (Bax, Bcl-X, Bak) y anti-apoptéticas (Bcl-2, Bel-X1) (Levine, 1997; Hsu y
cols., 1997). Por otro lado, la S-nitrosilacién del enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) produce su inactivacion y ADP ribosilacién no enzimatica
inhibiendo la glicdlisis (Molina y Vedia y cols., 1992). Otro aspecto importante de la
toxicidad del NO es la induccién de dafio sobre el ADN y la consiguiente activacion de
la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) para asistir su reparaciéon. Este enzima
transfiere mas de 100 grupos ADP-ribosa del NAD a proteinas nucleares (Szabo y cols.,
1996). La sintesis de novo de NAD" que sigue a este ciclo, consume gran cantidad de
ATP, a la vez que la menor disponibilidad de NAD* compromete la sintesis de ATP.
Por tanto, la activacién de PARP produce la depleciéon de ATP y una muerte celular que
se previene con inhibidores de este enzima (Eliasson y cols., 1997). Todos estos
resultados indican que la causa principal de la toxicidad del NO es la induccién de un
déficit energético, bien sea inhibiendo la GAPDH, alterando la mitocondria o activando
la PARP. Pero ademads, la acumulacién de hierro libre intracelular inducida por el NO,
participa en la reacciéon de Fenton produciendo radicales hidroxilo (OH-), con gran

capacidad oxidativa y citotéxica.
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Figura 5: Algunas de las dianas celulares del NO, donde ejerce sus efectos citotoxicos y
citoprotectores.

Una observacion interesante en los cerebros de pacientes con EP, con
enfermedad de Alzheimer y tras una isquemia cerebral (ictus) es que las neuronas que
expresan NOSn aparecen relativamente preservadas del dafio (Bockelmann y cols.,
1994; Mufson y Brandabur, 1994). Una posible explicacién a este hecho es que las
neuronas que expresan NOSn tienen defensas antioxidantes mds efectivas que otras
neuronas (Bolafios y cols., 1997). Pero ademds, en modelos in vivo de EP se ha
demostrado que el NO vy el nitrosoglutation (GSNO), producto de la reaccién entre el
NO vy el glutation (GSH), protegen a las neuronas DA del dafio oxidativo causado por
radicales OH'. (Rauhala y cols., 1996; Mohanakumar y cols., 1998; Rauhala y cols.,
1998). Los mecanismos por los que el NO y el GSNO pueden actuar como

citoprotectores incluyen (Figura 5):
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i) Inhibicion de la produccién de OH' estimulada por hierro en la reaccién de Fenton

ii) Finalizacién de la reaccién en cadena de peroxidacion lipidica

iii) Aumento de la potencia antioxidante del GSH (el GSNO es 100 veces mds potente
que el GSH atrapando OH:- y peréxidos lipidicos)

iv) Inhibicién por S-nitrosilacion de cisteinil proteasas como la caspasa-3 y la proteasa

HIV-1 (Chiueh y Rauhala, 1999).

Incluso se ha descrito que el efecto neuroprotector del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) es mediado por NO, a través de la produccion de GMPc
(Thippeswamy y Morris, 1997; Estévez y cols., 1998). Todos estos resultados
experimentales ponen de manifiesto el dilema, intensamente discutido, del NO como
molécula neuroprotectora y neurotréfica, o como molécula inductora de la muerte
neuronal (Brown, 2010). Como se verd mds adelante, la conclusién mds importante de
este debate ha sido que el entorno celular en cada momento puede condicionar la accién
final de este radical libre. En lo que se refiere a la EP, la coexistencia en el sistema
nigro-estriatal de otras alteraciones relacionadas con el estrés oxidativo, podria
condicionar el efecto final del NO en la EP. Por ejemplo, se ha descrito una severa
disminucién en los niveles de GSH en la SN de pacientes con EP (Perry y cols., 1982;
Riederer y cols., 1989; Sian y cols., 1994), asi como una acumulacién de hierro
intracelular (Riederer y cols., 1989; Dexter y cols., 1989; Sofic y cols., 1991). La
deplecién de GSH es la primera alteracion bioquimica encontrada en cerebros con EP y
aparece antes de la degeneracion neuronal en la demencia por CL por lo que se puede
descartar que sea una consecuencia del proceso degenerativo (Power y Blumbergs,

2009).
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Esto sugiere una posible relacion entre ambos hechos, aunque debe ser

establecido si la depleciéon de GSH contribuye a la degeneracion.

5.5 INHIBIDORES DE LA SINTESIS DEL NO

Como inhibidores de la actividad de la NOS, hemos de sefialar a dos
compuestos: i) la N”-monometil-L-arginina (L-NMMA) y ii) la N®-N“-dimetil-L-
arginina asimétrica (L-ADMA) (Vallance y cols., 1992), que pueden producirse a partir
de residuos de arginina tras metilacion durante la renovacion proteica. Estos compuestos
en condiciones fisioldgicas se encuentran en concentraciones bajas, pero en situaciones
patoldgicas, como es el caso de las afecciones renales, pueden llegar a tener
concentraciones bastantes elevadas que pueden disminuir la sintesis de NO (Vallance y
cols., 1992). Otros inhibidores como la N®-nitro-L-arginina (L-NNA), su ester la N*-
nitro-arginina metil ester (L-NAME) y la N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO) pueden
inhibir de manera preferente a las isoformas constitutivas de la NOS (Gross y cols.,
1991; Handy y Moore, 1998), mientras que la N®-amino-L-arginina y Ila
aminoguanidina inhiben la NOSi de los macréfagos de una manera selectiva (Stuehr y
Griffith 1992; Vallance y cols., 1992; Knowles y cols., 1989). El inhibidor L-NAME
parece inhibir in vitro la sintesis de NO por la isoforma NOSe (Pollock y cols., 1991;
Moore y cols., 1989; Feldman y cols., 1993) y la isoforma NOSn, incrementando la
presion sanguinea in vivo de forma patente. Todos estos compuestos (Tabla 1) suelen
inhibir la actividad de las enzimas NOS de manera competitiva y la exposicién de estas
enzimas al inhibidor L-NMMA durante un tiempo prolongado provoca una

desactivacion irreversible de la enzima por alquilacién (Feldman y cols., 1993).

62



INTRODUCCION

También, el inhibidor N-[3-(aminometil)-benzil]-acetamida es un inhibidor de la

isoforma NOSi altamente selectivo, tanto in vitro como in vivo (Garvey y cols., 1994).

N-monetil-L-arginina L-NMMA nNOS = eNOS > iNOS
N-nitro-L-arginina L-NA nNOS = eNOS >>iNOS
N-amino-L-arginina L-NAA nNOS =iNOS>eNOS
7-Nitroindazol 7-NI ANOS = eNOS = iNOS
N-iminoetil-L-omitina L-NIO iNOS > eNOS = nNOS

Tabla 1: Diferentes inhibidores de las isoformas de la NOS

Otro tipo de inhibidor es el difeniliodonio (Stuehr y cols., 1991), que no tiene
similitudes estructurales con la L-arginina y no actia de manera competitiva con este
substrato sino como un inhibidor irreversible y progresivo, dependiendo su intensidad
de accidn, de su concentracion, tiempo de exposicion y temperatura. Los inhibidores de
la calmodulina, tal como la trifluoroperazina, la clorpromazina y el calmidazolium,
pueden inhibir las tres isoformas de la enzima NOS de manera no selectiva. También las
isoformas enzimdticas de la NOS pueden ser inhibidas directamente por el propio NO
(Griscavage y cols., 1993). Esta inhibicién tendria como consecuencia una cierta
limitacién de los efectos citotéxicos del NO. El monéxido de carbono (CO) inhibe
también las isoformas de la NOS purificadas. Los andlogos de la L-arginina (L-
hemoarginina, L-arginil-L-aspartato, L-arginina metil ester) o andlogos de la citrulina
(S-metil, S-etil-L-citrulina) y otros compuestos aminoacidicos de bajo peso molecular
pueden también inhibir la sintesis de NO. Entre otros inhibidores de la NOS que se

estdn usando en la actualidad, estd el que nosotros hemos utilizado en la presente tesis,
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el 7-Nitroindazol (7-NI) que reduce la concentraciéon de NO en el hipocampo tras la
isquemia transitoria llevada a cabo en el cerebro anterior (Handy y Moore, 1998; Jiang
y cols., 1999; Chalimoniuk y Strosznajder, 1998; Lei y cols., 1999). La N-acetil-3-O-
metildopamina también tiene efectos inhibidores por su efecto de bloquear la sintesis de
H4B, un cofactor para la NOS. El uso de este inhibidor alivia el dafio neuronal en el
hipocampo de rata tras la isquemia (Cho y cols., 1999). También deben considerarse
con efecto protector de la accion del NO aquellos productos que actian inhibiendo el
incremento de la guanilato ciclasa soluble, como es el preparado 1LY83,583
(Chalimoniuk y Strosznajder, 1998) o las tetraciclinas, la doxiciclina y la miociclina que
bloquean la actividad de la microglia y con ello la produccién de NOSi (Yrjanheikki y

cols., 1998).

5.6. PAPEL DEL NO EN LA REGULACION DE LAS DISCINESIAS

INDUCIDAS POR LEVODOPA

Los movimientos anormales involuntarios o discinesias generadas por una
administracién prolongada de levodopa representan uno de los principales retos de cara
a las actuales terapias contra la EP (Cenci y Lindgren, 2007; Stefani y cols., 2010).
Estos trastornos motores debilitantes son los mas probleméticos, porque la levodopa, a
pesar de su introduccién en clinica hace varias décadas (Cotzias y cols., 1969), sigue
siendo el tratamiento de eleccidén para el tratamiento de la EP (Marsden, 1990). El
descubrimiento de las terapias farmacoldgicas fue capaz de contrarrestar las discinesias
inducidas por levodopa (LIDs), por tanto, representan un importante avance en el
tratamiento de la EP. El disefio de nuevos agentes para la prevencion y el tratamiento de

las LIDs requiere el esclarecimiento de los cambios adaptativos que se producen en el
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cerebro parkinsoniano por la administracion repetida de la levodopa y la evaluacién de
su papel en el desarrollo y la expresion de esta condiciéon (Cenci y cols., 2009). La
translacion de los agentes antidiscinéticos en la clinica fue exitosa pero dichas drogas
han producido resultados todavia algo limitados. Las implicaciones del NO en la
respuesta a la terapia anti-discinética es actualmente poco conocida, pero diferentes
evidencias han demostrado el papel del NO en la degeneracién de neuronas
dopaminérgicas en la via nigroestriatal (Duncan y Heales, 2005). Hay varios posibles
mecanismos a través de los cuales los inhibidores de la NOS pueden influir sobre las
LID. El NO modula la liberacion de la levodopa en el estriado (Sanchez y cols., 2002;
Abreu-Gonzélez y cols., 2006). Ademas, el NO aumenta los niveles de DA y serotonina
de manera dependiente de GMPc en el estriado y en el drea predptica de la rata (Trabace
y cols., 2004). El desarrollo de discinesias ha sido asociado con cambios en la expresion
de genes y proteinas en las neuronas estriatales dopaminérgicas denervadas (Lundblad y
cols., 2009; Anderson y cols., 1999; Pavon y cols., 2006). En pacientes con EP, los
niveles en suero de GMPc estin elevados con terapia que incluya levodopa
(Chalimoniuk y Stepien, 2004). Sin embargo, estudios en ratas dopaminérgicamente
denervadas han demostrado que la las discinesias secundarias al tratamiento con
levodopa estan asociadas con una disminucién de los niveles de nucledtidos ciclicos en
el estriado (Giorgi y cols., 2008; Picconi y cols., 2011). Las discinesias inducidas por
levodopa han sido relacionadas con la plasticidad sindptica cortico-estriatal, la cual es
mediada por grandes cambios moleculares.

En la EP hay un aumento de la NADPH-diaforasa en las células de la glia en la
SN sugiriendo una sobreexpresion de la NOSi (Hunot y cols., 1996), pero también hay
una elevada expresion del ARNm de la NOSn en otras dreas de los ganglios basales

(Eve y cols., 1998) y un aumento de los niveles de nitritos en el liquido cefalorraquideo
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(Qureshi y cols., 1995). Todo esto sugiere un aumento de la produccién del NO: es
posible que el aumento de expresion de la NOSn esté asociado con la reorganizacion
neurodegenerativa de los neurocircuitos, preservando las funciones que no estan
afectadas (West y Tseng, 2011).

La nueva estrategia para el descubrimiento de farmacos antidiscinéticos se basa
en la co-administracién no dopaminérgica junto con la levodopa, como hemos realizado
nosotros en esta tesis doctoral. Con este tratamiento, hipotéticamente, deberiamos ser
capaces de tratar los sintomas de las LID y la EP, regulando la actividad aberrante de
los ganglios basales mientras se estd manteniendo al mismo tiempo la eficacia de
levodopa en la funcién motora como hemos puesto de manifiesto con el 7-NI en el
estudio clinico de las discinesias en primates no humanos.

Recientemente, se ha demostrado, mediante el uso de los modelos de
parkinsonismo experimental en roedores, una actividad excesiva del sistema del NO la
cual podria contribuir a la patogénesis de las LIDs (Pavon y cols., 2006; Novaretti y
cols., 2010; Padovan-Neto y cols., 2009; Picconi y cols., 2011). Por ejemplo, el
tratamiento cronico con levodopa induce la expresion de FosB en el estriado, en las
MSNs y en las interneuronas NOS-positivas en modelos de parkinsonismo experimental
en roedores (Pavon y cols., 2006; Padovan-Neto y cols., 2011). La levodopa aumenta
los niveles de ARNm de NOSn en el lado contralateral e ipsilateral a la lesién de DA
del haz prosencefdlico medial (Padovan-Neto y cols., 2011), pero no produce ningin
nuevo incremento de proteinas NOSn en el estriado en comparacion con el aumento
inducido por 6-OHDA (Padovan-Neto y cols., 2011).

El tratamiento con 7-NI y L-NOARG previenen las discinesias inducidas por
levodopa (Novaretti y cols., 2010; Padovan-Neto y cols., 2009; Padovan-Neto y cols.,

2011). Por su parte, el tratamiento con 7-NI se ha visto que mejora el rendimiento motor
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en ratas tratadas con levodopa y previamente lesionadas con 6-OHDA (Novaretti y
cols., 2010; Padovan-Neto y cols., 2009). Especialmente importante es también la
evidencia de que la administraciéon subcrénica del 7-NI disminuye el efecto anti-
discinético (Novaretti y cols., 2010) a diferencia de su accién cataléptica (Del Bel y
cols., 2002). La hipétesis que esta ahora en alza es la via de sefializaciéon del
NO/guanilato ciclasa (GC) /GMPc en las MSNs y las interneuronas nitrérgicas, esta
teoria se sustenta no solo en modelos animales sino también en algunas pruebas en los
pacientes con EP. De hecho, se ha detectado un aumento de los niveles de NO y del
GMPc en el suero (Chalimoniuk y cols., 2004) y en el liquido cefalorraquideo (Qureshi
y cols., 1995) de pacientes con EP al recibir terapia con levodopa. Ademads el
tratamiento con levodopa no afecta a la via de sefializacion NO/GCs/GMPc en el
modelo experimental de MPTP en ratén. Este modelo es capaz de desregular la
expresion y la actividad de la NOSn y la GC en animales normales a niveles observados
en los ratones tratados con MPTP (Chalimoniuk y cols., 2007). Estos niveles de NO se
elevan en condiciones de parkinsonismo, activan al GMPc y este a su vez a la PKG que
actia sobre la proteina DARPP-32 y su variante fosforilada en la Thr-34 que son muy
relevantes en la EP. Esta DARPP-32 fosforilada inhibe a su vez a la proteina fosfatasa 1
(PP-1) que estd implicada en las discinesias de una manera directa. Si administramos un
inhibidor de la NOS, como el 7-NI, se revierten todos los efectos anteriores

disminuyendo los niveles de NO (Figura 6).
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Figura 6: Diagrama esquematico mostrando el mecanismo del NO en las MSNs del estriado y
en las interneuronas nitrérgicas en respuesta a la transmision dopaminérgica en condiciones
normales y con la EP.

El futuro puede revelar importantes nuevas vias para el tratamiento de las LIDs.
El NO y su cascada de nucledtidos son dianas prometedoras que podrian actuar sobre
las diferentes alteraciones inducidas por las discinesias como las que implican una
variacién en la plasticidad sindptica en el cuerpo del estriado y otras alteraciones no
dopaminérgicas. El papel del GMPc regulado por las PDEs juega un papel en la
mediacién de otras acciones del NO que merecen un mayor estudio. Hasta ahora, esta
atractiva hipdtesis no habia podido ser validada en modelos experimentales préximos
filogenéticamente al ser humano, tales como los estudios en primates no humanos, o
directamente en el ser humano, pero en esta tesis doctoral se abre una nueva via para
poder abordar dicho problema empleando un inhibidor de la via de sefalizacion

NO/GCs/GMPc/PKG.
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La aparicién de sintomas parkinsonianos, aunque sean muy leves, indica que

existe una disfuncién a nivel de ganglios basales porque se han superado los

mecanismos de compensacién. Como ocurre en cualquier estructura del SNC, la

denervacién de la via nigroestriada se sigue de unos cambios compensatorios cuyo

objetivo es mantener el equilibrio de todo el sistema y que no aparezcan los sintomas y

signos parkinsonianos (Bezard y cols., 2003; Hirsch, 2000). Estos mecanismos no son

del todo conocidos, pero numerosos datos experimentales indican que pueden operar a

diferentes niveles del sistema motor:

)

i)

iii)

Mecanismos de compensacion existentes en la via nigroestriada (Bezard y cols.,
2001; Zigmond y cols., 1990). Entre ellos cabria destacar el aumento del recambio
de dopamina por un incremento de la actividad de las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc y la hiperactividad de los receptores dopaminérgicos estriatales.
Mecanismos de compensacion a otros niveles de los ganglios basales. Se ha
demostrado que las neuronas del globo palido medial y del nicleo subtalamico
incrementan su actividad desde fases muy precoces del proceso degenerativo,
previas a la aparicion de sintomas motores (Bezard y cols., 1999). La hiperactividad
subtaldmica es importante porque puede provocar un incremento de la actividad
(sobre todo actividad en salvas) de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
(Bezard y cols., 2003; Bezard y cols., 1999). Esto se debe a que las neuronas
subtaldmicas proyectan a la SNpc y utilizan glutamato como neurotransmisor
excitatorio.

Mecanismos de compensacion en dreas motoras y premotoras corticales (Bezard y
cols., 2003). Estos cambios ocurren en fases mas tardias cuando ya existen leves
sintomas parkinsonianos y son un ultimo intento por minimizar su impacto

funcional.
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La secuencia de acontecimientos podria ser asi: inicialmente, la pérdida neuronal
y, por tanto, la deficiencia en la sintesis de dopamina se compensa con la hiperactividad
de las neuronas indemnes y por cambios en la liberacion vesicular y en la recaptacién de
dopamina desde el espacio sindptico. También existe una proliferaciéon de nuevos
terminales nigroestriados (sprouting).

Tanto en el modelo de la rata con lesiéon por 6-OHDA como en el mono por
MPTP, la lesion dopaminérgica realizada en la mayor parte de estudios puede
calificarse de aguda o sub-aguda (15-21 dias), por lo que los efectos de la lesion y los
posibles mecanismos compensatorios se solapan. Los estudios de cambios
dopaminérgicos en monos intoxicados con MPTP son muy valiosos, pero en ninguno de
ellos estan bien definidas las diferentes etapas de la EP (Bezard y cols., 2003). Son
necesarios, por tanto, estudios en modelos crénicos de instauracion del estado
parkinsoniano como los que hemos realizado en esta tesis doctoral, en la que los
primates no humanos (macacos) fueron tratados crénicamente con MPTP durante casi 1
aflo para inducir una degeneracién dopaminérgica progresiva, semejante a la que
acontece en el enfermo de Parkinson, asi como los mecanismos subyacentes a la misma.

En cuanto a los objetivos de este trabajo de investigacion, este se encuadra en un
proyecto amplio dirigido a:

i) Investigar los cambios que ocurren en el tejido cerebral post mortem procedente de
modelos de parkinsonismo inducidos en ratas y primates no humanos mediante la
intoxicacién con 6-OHDA y MPTP respectivamente. En ambos casos se indujo una
degeneraciéon lentamente progresiva la cual fue tratada posteriormente con

levodopa hasta que se desarrollaron discinesias estables en el tiempo.
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i) Evaluar como un inhibidor del NO, el 7-NI, puede interactuar en las discinesias

disminuyendo su intensidad y duracién en los 2 modelos de parkinsonismo

experimental expuestos en el apartado 1).

iii) Analizar los cambios funcionales proteicos en el tejido cardiaco de animales

(primates no humanos) intoxicados con MPTP y ulteriormente tratados con

levodopa hasta la induccién de discinesias.

La hipétesis principal del proyecto es investigar la interaccién entre el sistema

nitrérgico y dopaminérgico en modelos experimentales de EP inducidos en ratas

(Sprague-Dawley) y en monos (Macaca fascicularis). Nuestros resultados confirman

esta interaccidn en ratas y en monos, pero resta saber si esta interaccion cambia después

del tratamiento crénico con levodopa, tanto en ratas como en monos. De acuerdo con

esta hipotesis general, en esta Tesis Doctoral se han planteado los siguientes objetivos:

1.

Observar si el tratamiento subcrénico (en los cinco primeros dias después de la
lesién) con un inhibidor no especifico de la enzima de sintesis del NOS afecta a la
lesion de la via nigroestriatal causada por la microinyeccion de la toxina 6-OHDA
en el haz prosencefdlico medial o en el CPu dorsal en ratas. Este efecto serd
evaluado por medio del test de comportamiento rotatorio inducido por apomorfina
y por las inmunocitoquimicas para oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS), DARPP-
32 total (DARPP-32 Total) y DARPP-32 fosforilada en Thr-34 (P-DARPP-32) y la
Tiroxina Hidroxilasa (TH).

Evaluar si en ratas previamente lesionadas con 6-OHDA en el haz
prosencencefdlico medial existe un efecto de la inhibicién de la NOS sobre las
discinesias inducidas por la administraciéon de la levodopa en el transcurso del

tratamiento.
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Verificar si existe algin efecto de la inhibicién especifica de la nNOS en un grupo
de monos (Macaca fascicularis) que fueron parkinsonizados mediante la
intoxicacion crénica con MPTP hasta que desarrollaron un parkinsonismo estable y
que posteriormente fueron tratados con levodopa hasta que desarrollaron
discinesias mantenidas en el tiempo.

Estudiar diferentes marcadores estriatales en los cerebros post-mortem de los
macacos para evaluar el grado de lesion de la via nigroestriatal causada por la
administracién crénica del MPTP. Ademds también se estudiara los efectos del
tratamiento farmacolégico con la levodopa y con el inhibidor del NO.

Analizar los cambios a nivel bioquimico que ocurren en el tejido cardiaco de los

monos parkinsonizados con MPTP y tratados crénicamente con levodopa.
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1. EXPERIMENTO EN RATAS

1.1 ANIMALES

Se utilizaron 64 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre 250-
300 gramos. Se estabularon en grupos de 4 animales por caja a una temperatura
controlada de (21 = 1 °C), humedad relativa (55%) y un ciclo circadiano de 12 horas de
luz. Los roedores tenian libre acceso a comida y agua. Las ratas fueron siempre
manipuladas de acuerdo a las reglas vigentes europeas y espafiolas para la manipulacién
de animales de experimentaciéon (2010/63/EEC y 2003/65/EC). Los experimentos
fueron aprobados por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de

Murcia y el Comité de Etica de la investigacién de la Universidad de Murcia.

12  CIRUGIA ESTEREOTAXICA. MICROINYECCIONES CON 6-OHDA

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilazina (50 mg/Kg;
10 mg/Kg, i.p) y colocadas en un aparato estereotaxico (Kopf Texas Instruments). Las
lesiones fueron realizadas con microinyecciones de 6-OHDA con 0.02% de &4cido
ascorbico (4ug/ul, RBI-Sigma) disuelto en 0.9 % salino dentro del estriado derecho (2
microinyecciones de 2ul cada una) con una aguja Hamilton de 10 pl a un flujo de 1
ul/min. La concentracién de la toxina parkinsonizante fue seleccionada con la idea de
obtener ratas con una lesion restringida al area dorsolateral del neoestriado del édrea
motora y que por tanto, pueden responder al test de control motor con rotaciones
contralaterales al lado de la lesion al ser tratados con apomorfina (Schwarting y Huston,

1996).

77



MATERIAL Y METODOS

Las coordenadas estereotdxicas de las 2 inyecciones se realizaron seguin el Atlas
de cerebro de rata de Paxinos y Watson (1998) (Figura 7). La distancia de la barra de los
dientes fue de -2.4 mm. Las coordenadas fueron: 1? inyeccién) AP: 1.20 mm; L: 2.5
mm; V: 4.5 mm; y la 2* inyecciéon) AP: 0.48 mm; L: 3.4 mm; V: -5.0 mm a partir del
bregma. Los animales controles fueron inyectados con salino (vehiculo) en vez de la
neurotoxina siguiendo el mismo procedimiento. Después de la inyeccion la aguja se
dejo en el interior del estriado durante 2 minutos adicionales antes de retirarla, la

retirada fue lenta para evitar el reflujo de la neurotoxina a otras dreas.

COORDENADAS DE LA 12 INYECCION COORDENADAS DE LA 22 INYECCION
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Figura 7: Coordenadas estereotdxicas en el neoestriado segtin el Atlas de cerebro de rata de
Patxinos y Watson (1998).

1.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

La administraciones de 7-Nitroindazol (7-NI) comenzaron 30 minutos antes de
la cirugia estereotaxica. El inhibidor fue disuelto en aceite de cacahuete y administrado
durante 5 dias (una administracion por dia) a dosis terapéuticas. La dosis adecuada fue
probada en experimentos previos, para evitar el comportamiento cataléptico en los
animales (15 mg/kg, i.p. x5) (Guevara y cols., 2002; Padovan-Neto y cols., 2009). Para

prevenir el componente noradrenérgico, 15 minutos antes de las microinyecciones con
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6-OHDA, los animales fueron tratados con desmetilimipramina (un inhibidor de alta
afinidad del transportador de noradrenalina, 25 mg/kg i.p Sigma) y paragilina (un
inhibidor de la enzima monoaminooxidasa, 40mg/kg i.p. Sigma). Cada grupo control o
lesionado fue dividido en 2 subgrupos tratados con vehiculo (aceite de cacahuete) o con
7-NI: i) Sham + Vehicle (n=9), ii) Sham + 7-NI (n=9), iii) 6-OHDA + Vehicle (n=11),
iv) 6-OHDA + 7-NI (n=11). Después de cada intervencion, y antes de colocarlas en sus
jaulas se les colocé durante 24 h en jaulas limpias sobre un lecho de algodén a 22° C

para recuperarse de la operacion.

1.4 TESTS COMPORTAMENTALES
1.4.1 Evaluacion del comportamiento

Quince dias después de la lesiéon con la 6-OHDA se determiné el éxito de la
denervacién unilateral estriatal mediante la inyecciéon de apomorfina clorhidrato (0.5
mg/kg s.c., RBI-Sigma) a las ratas. El numero total de rotaciones contralaterales (lado
opuesto a la lesion) fueron grabadas cada 5 min durante 45 minutos (Padovan-Neto y
cols., 2009). Las rotaciones fueron contadas y monitorizadas con un rotdmetro
[desarrollado por el CAID (Centro de Apoyo a la investigacién y al Desarrollo de
nuestra Universidad)]. Los animales lesionados que realizaron més de 15 vueltas hacia

el lado contralateral de la lesion en un total de 45 min fueron incluidos en este estudio.

1.4.2 Elevated Body Swing Test (EBST) o ensayo del cuerpo elevado y
balanceado
Una evaluacion adicional con el EBST fue realizada para verificar la lesion

parcial en el estriado y evitar los efectos de sensibilizacion debido a repetidas
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inyecciones de apomorfina. E1 EBST fue disefiado para evaluar los animales tratados
con 6-OHDA 35 dias después de la lesion (Borlongan y Sanberg, 1995).

Los animales se colocan en una caja de cristal para su habituacién durante 2 min.
A continuacion, cada rata fue cogida a 3 cm desde la base de su cola y suspendida a una
altura de 3 cm sobre su caja. En esta posicion los animales comienzan a balancearse a la
derecha y a la izquierda. Se cuenta cada balanceo como medida de andlisis. El animal
debe volver al sitio de partida para contar de nuevo otro balanceo. Al comienzo del
experimento un pequeilo pellizco sobre la cola estimula el comportamiento de balanceo.
Se contabiliz6 el nimero de balanceos a la derecha (R) y a la izquierda (L) en un

periodo de 1 min.

1.5 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

40 dias después del ultimo test comportamental, 40 de los 64 animales (18
controles y 22 tratados con 6-OHDA) fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilacina (50 mg/kg; 10 mg/kg i.p.) y perfundidos con tampoén fosfato salino
(PBS) 0.01 M (300 mL; pH=7.4) seguido de una fijacién con paraformaldehido (PFA)
al 4% en 0.1 M de tampo6n fosfato (250 mL; pH=7.4). Los encéfalos fueron rapidamente
retirados y post-fijados en la misma solucion de fijacion durante 24-48h a 4° C.
Posteriormente se crioprotegieron en tampon fosfato con sacarosa al 30% durante 24-48
horas hasta que se observo que dichos cerebros estaban completamente libres de agua y
por tanto su ultracongelacion era posible. A continuacién se congelaron rdpidamente
con isopentano a -40° C (Sigma) y se almacenaron a -80° C hasta que se llevaron a cabo

las inmunohistoquimicas.
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1.5.1 Inmunohistoquimica e histoquimica

De cada uno de los cerebros se realizaron secciones coronales seriadas, de 30
pm de grosor empleando un criostato (Leica), que fueron mantenidas en flotacion a 4°C
sumergidas en PBS 0.25 M con azida sédica 0.1%. Se emplearon secciones adyacentes
que contenian el nicleo Caudado-Putamen (CPu) o la Sustancia Negra pars compacta
(SNpc) las cuales fueron inmunotefiidas para TH, DARPP-32, DARPP-32 fosforilada
en la Thr-34 y nNOS.

Brevemente, se tomé el tejido conservado a 4° C en PBS 0.25 M con azida
sodica 0.1%. Se procedio a realizar dos lavados consecutivos de 10 minutos de duracién
en TBS 0.25 M en agitacién a 100 Hz. Para eliminar la peroxidasa endégena de los
tejidos se procedid a incubar 5 minutos en H,O; al 30% (Sigma®, H1009) disuelta en
TBS 0.25 M al 3%, con metanol al 20%, en agitacién a 100 Hz. Se someti6 al tejido a
dos lavados consecutivos en TBS 0.25 M durante 10 minutos cada uno en agitacién a
100 Hz y posteriormente a un bafio con en Triton X-100 (Sigma®, T9284) en una
solucion de TBS 0.25 M con una concentracion del 10%, durante 5 minutos en
agitacion a 100 Hz. Después de dos lavados mas en TBS 0.25 M de 10 minutos en
agitacion se incubaron los tejidos en suero normal de caballo durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion de 100 Hz con el fin de bloquear los posibles
marcajes inespecificos y mejorar la especificidad del anticuerpo. Transcurridos los 30
minutos de incubacion se lavaron de nuevo los tejidos dos veces en TBS 0.25 M durante
10 minutos en agitacién 100 Hz. Seguidamente se procedio a la incubacion durante 18-
24 horas a 4° C en agitacion de 50 Hz con el correspondiente anticuerpo especifico

primario (TH, 1:1000, Calbiochem; nNOS, 1:1000, Santa Cruz; total DARPP-32 y
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DARPP-32 fosforilada Thr-34, 1:400, Abcam ab51139 y ab51076, respectivamente).
Las secciones fueron procesadas por el método de inmunoperoxidasa mediante avidina-
biotina (Vectastain ABC kit, Vector Lab) y las células inmunopostivas fueron
visualizadas por la reaccion con el cromdgeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma, 1
mg/ml) y de peréxido de hidrégeno (0.2%). Para ambas DARPP-32 (total y fosforilada)
una solucién de niquel al 1% fue también afadida para visualizar las células con un
mayor contraste.

Las secciones fueron montadas sobre portas gelatinizados, se delipidaron en
xilol y se cubrieron con un cubreobjetos y un medio de montaje (Eukitt®, O. Kindler
GmbH & CO) para las observaciones microscopicas. Las células positivas para
DARPP-32 pudieron ser visualizadas como azul o azul oscuro en el producto de la
reaccion respectivamente y la nNOS y la TH como un precipitado marrén. En todos los
experimentos, los tejidos de los animales controles y los de todos los grupos lesionados

fueron procesados siempre en el mismo ensayo.

1.6 ANALISIS POR WESTERN BLOT

Diez ratas control (Sham + Vehiculo, n=5; Sham + 7-NI, n=5) y catorce del
grupo lesionadas con 6-OHDA (6-OHDA + Vehiculo, n=7; 6-OHDA + 7-NI, n=7)
fueron sacrificadas por decapitacién 30 min después de la ultima inyeccién con 7-NI.
Los cerebros fueron retirados y diseccionados sobre una superficie de hielo seco. Las
estructuras (CPu y SNpc) fueron inmediatamente inmersas en nitrogeno liquido. Las
muestras de estriado y SNpc se diluyeron en un tampén de homogenizacién (tampoén
fosfato salino, 2% SDS mas un coktail inhibidor de proteasas (Roche, Alemania) y un

kit inhibidor de fosfatasas (Calbiochem, Alemania). Se homogenizaron durante 50 s y
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se centrifugaron a 6000 g durante 20 min a 4° C. La concentracién total de proteinas fue
determinada de forma espectrofotométrica usando el método del 4cido bicinconinico
(BCA) descrito por Wiechelman (Wiechelman y cols., 1988). El volumen maximo de
muestra que se cargd en cada calle fue de 25ul. Las muestras diluidas empleadas en este
trabajo, tuvieron una concentracion de proteinas de 50 pg por calle. En cada uno de los
geles se introdujeron dos controles de proteinas estdndar BenchMark™ Prestained
(Invitrogen, Espafia) y Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, USA), con pesos
moleculares conocidos, para tener una referencia correcta a la hora de identificar las
proteinas problema. Se realizaron controles de carga, con el fin de comprobar que en
todas las calles la concentracion de proteina era la misma. Igual cantidad de proteina (50
ug/calle) de cada muestra fueron cargados sobre un gel de poliacrilamida al 10%. Se
realizaron las electroforesis y se transfirieron a las membranas de polivinilideno
fluoruro (PVDF) usando un mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer Cell (Bio-Rad
Lab., California, USA). Para bloquear las uniones no especificas de los anticuerpos se
procedi6 a la incubacién de las membranas con suero de albimina bovino (BSA) al 1%
en tampon tris salino Tween (TBST: 10 mM Tris-HCl, pH=7.6, 150 mM NaCl, y 0.05%
Tween 20). Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche usando
anticuerpos selectivos contra DARPP-32 total (1:1000; Cell Signaling Technology) y
DARPP-32 fosforilada en la Thr-34 (1:1000; Cell Signaling Technology). Después de
varios lavados con TBST, las membranas fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa (anti-rabbit sc-
2004 for DARPP-32 fosforilada en la Thr-34 y Total DARPP-32, a 1:2000). Después de
los lavados, la inmunoreactividad fue detectada con un kit de deteccion
quimioluminiscente/quimioflorescente para Western Blot (ECL Plus, GE Hearthcare,

UK) y se visualiz6 en un dispositivo tipo Typhoon 9410 (GE Healthcare). El stripping
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o desnudamiento de la membrana de los anticuerpos de los blots se llevé a cabo por
incubacion en un tamp6n de stripping (glicina 25mM y SDS 1%, pH=2) durante 1 hora
a 37° C. Como gen constitutivo (o housekeeping) para normalizar los datos de las

proteinas analizadas utilizamos anti-B-actina (Cell Signaling, 45 kDa).

1.7 ANALISIS Y CUANTIFICACION
1.7.1 Anadlisis estereologico

Todas las cuantificaciones histologicas fueron realizadas de manera
completamente ciega. Las dreas neuroanatémicas (CPu y SNpc) fueron identificadas
usando el atlas del cerebro de rata de Paxinos y Watson (1998). Las neuronas tefiidas
fueron contadas usando un sistema de anélisis de imagen computarizado. Las imagenes
fueron capturadas a partir de secciones usando el programa informatico ImagelJ 1.43 con
una camara digital (Cool Snap) conectada a un microscopio Zeiss a través de un zoom
del microscopio que va desde 10x hasta 100x. Las fotos fueron tomadas a un aumento
de 40x. La perdida de fibras dopaminérgicas en el CPu fue analizada midiendo la
densidad 6ptica de las fibras TH-ir con un analizador computarizado (Imagel] Systems).
El valor medio para la intensidad de la tincién fue calculado y expresado en unidades de
una escala arbitraria de grises (densidad dptica relativa) (Echeverry y cols., 2004). Las
células de la SNpc fueron contadas con un objetivo de 40X en aceite de inmersion
usando un microscopio Zeiss. Se analizaron 6 secciones seriadas por animal para un
analisis sistemdtico sobre un disector (tamafio 190 x 130 um). Las neuronas nNOS*
fueron cuantificadas en la regién del CPu. Para la cuantificacién de las nucleos de las
neuronas DARPP-32" se realizé una media de un 4rea fijada de la parte dorso-lateral del

CPu. Para cada tratamiento farmacoldgico se evaluaron 6 secciones de cada animal. A
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continuacion, se analizaron los valores medios del numero de células de las 6 secciones

de cada animal.

1.7.2 Analisis por Western-Blot

Las cuantificaciones de los immunoblot correspondientes a la DARPP-32 total
(32 kDA) y a la DARPP-32 fosforilada en la Thr-34 (32 kDa) se llevaron a cabo por
densitometria (Alphamanager, Nucliber, Madrid). Medimos la intensidad 6ptica de la
densidad de las bandas. El software genera datos cuantitativos de la intensidad de las
bandas. Los valores se expresaron en niveles de pixeles grises que eran proporcionales a
la intensidad de luz. La densidad 6ptica fue normalizada a los valores de fondo (o
background). Las variaciones relativas entre las bandas de muestras experimentales y

las muestras de controles fueron calculadas en la misma imagen de la membrana.

1.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism 5.0 (California
Inc, USA). Las diferencias entra las medidas fueron analizadas usando ANOVA de 2
vias. El test de Duncan fue usado para procedimientos de comparaciéon mudltiple.
También fue usado el coeficiente de correlacion de Pearson para correlacionar la
pérdida dopaminérgica existente con el comportamiento rotatorio de las ratas y analizar
las posibles interrelaciones de proteinas tales como DARPP-32, la nNOS y la TH. Para
el analisis por Western-Blot usamos ANOVA de una via seguido de un andlisis post-hoc
empleando el test de Newmam-Keuls. En todos los casos se consideré6 que las
diferencias eran estadisticamente significativas cuando el nivel de significacion era de *

P<0.05 aplicdndose el concepto de muy significativa para un nivel de significacion de
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** P<0.01. En todas las figuras de gréaficos de barras los datos representan la media, y

las barras de error corresponden al Error Estdndar de 1a Media.

2. EXPERIMENTO EN PRIMATES NO HUMANOS.

2.1 ANIMALES Y GRUPOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron 12 monos macacos adultos (Macaca fascicularis) de sexo
masculino con una edad que variaba de 4-6 afios y el peso entre 3,5 y 5 Kg adquiridos a
R.C. Hartelust BV (Holanda). Los animales permanecieron, durante todo el tiempo del
estudio, alojados por parejas en jaulas especialmente disefiadas para tal efecto, ubicadas
en habitaciones bajo condiciones habituales y reguladas de temperatura (21 + 2° C),
humedad relativa (55% = 5), intercambio de aire (16 veces por hora) y un ciclo
circadiano de 12 horas de luz/oscuridad. Diariamente dispusieron de una alimentacién
planificada y controlada por veterinarios, consistente en: fruta fresca, verdura y pienso
especifico para macacos (Masuri Primate diet; Scientific Dietary Services, UK), con
ingesta libre de agua. Las condiciones de experimentacién y estabulaciéon de los
animales fueron supervisados por veterinarios y técnicos especialistas en la salud,
cuidado y mantenimiento de primates no humanos. Todos los experimentos se llevaron
a cabo de acuerdo a las reglas vigentes europeas para la manipulacién de animales de

experimentacién (2010/63/ECC y 2006/65/EC European Coucil Directives).
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2.2 METODOS
2.2.1 Intoxicaciéon por MPTP

De los 12 animales para nuestro estudio, 3 fueron incluidos en el grupo control y
los restantes 9 fueron tratados con MPTP (0.3-0.4 mg/kg). El MPTP hydrochloride
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) fue disuelto en suero salino estéril al 9% para
obtener una concentracion de 4 mg/mL y administrado por via intravenosa (i.v.) a través
de la vena safena. Previamente a la administracion de MPTP, los animales fueron
tranquilizados con ketamina (Imalgene®) (10 mg/mL) (i.m.).

En todos los animales la dosis inicial de MPTP se repitié cada 15 dias
aproximadamente, de acuerdo con la respuesta de cada mono como previamente fue
descrito (Barcia y cols., 2004). De los 9 animales tratados con MPTP, 6 de ellos
desarrollaron un parkinsonismo estable y fueron tratados diariamente con Madopar®
(Ouattara y cols., 2010) (Roche, 100 mg/kg levodopa y 25 mg/kg benserazida; via oral;
ratio 4:1) durante 5 meses hasta que desarrollaron discinesias estables, moderadas y
severas. De estos 6 animales discinéticos, a 3 de ellos se les administrd posteriormente
un inhibidor de la NOS, el 7-NI (Sigma-Aldrich) a una dosis de 25 mg/kg disuelto en
aceite de cacahuete de forma subcutdnea cada dia 45 minutos antes de administrar la
levodopa, dejando un tiempo de 2 semanas aproximadamente entre las dosis del
inhibidor para que el animal tuviera un periodo de eliminacién de farmaco hasta la
siguiente dosis. De esta manera, al final obtuvimos los siguientes grupos
experimentales:

o Grupo Control (n=3): animales sin tratamiento con MPTP.
o Grupo MPTP puro (n=3): animales tratados con MPTP que desarrollaron signos

estables de parkinsonismo. Escala de incapacidad motora < 15.
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o Grupo de MPTP + Levodopa (n=3): animales tratados con MPTP que
desarrollaron signos estables de parkinsonismo. Ademds fueron tratados con
levodopa hasta que desarrollaron discinesias estables.

o Grupo de MPTP + Levodopa + Inhibidor de la NOS (7-NI) (n=3): animales
tratados con MPTP que desarrollaron signos estables de parkinsonismo. Ademas,
fueron tratados con levodopa hasta que desarrollaron discinesias estables y con 7-NI
para evaluar su efecto antidiscinético.

PESO

EDAD N° Dosis total
MONOS SEXO i) SAC?I?;‘)ICIO GRUPO DOSIS MPTP (mg)
C1 Macho 3,6 3,53 CONTROL 0 0
C2 Macho 4,2 3,89 CONTROL 0 0
C3 Macho 2,9 3,22 CONTROL 0 0
M1 Macho 52 4,75 MPTP 9 16,15
M2 Macho 4,1 3,47 MPTP 9 18,74
M3 Macho 3,9 4,09 MPTP 15 23,72
M4 | Macho = 3.1 3,98 MPTP + 15 20,29
Levodopa
M5 Macho 4,6 491 MPTP + 15 26,02
Levodopa
M6 | Macho = 44 4,84 MPTP + 15 28,55
Levodopa
MPTP +
M7 Macho 2,9 4,25 Levodopa + 15 23,37
7-NI
MPTP +
MS8 Macho 3,9 4,35 Levodopa + 15 24,36
7-NI
MPTP +
M9 Macho 4,5 3,87 Levodopa + 3 3,87
7-NI

Tabla 2: Tabla mostrando los distintos grupos experimentales de los monos, la edad, el peso, el
nimero de dosis de MPTP y la dosis total de MPTP expresada en miligramos.

Esta dosis fue escogida después de una busqueda bibliografica en la cual se ha
comprobado que el tratamiento a babuinos con este inhibidor no producia dafio alguno

(Hantraye y cols., 1996).
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2.3. ESTUDIO CLINICO Y COMPORTAMENTAL
2.3.1. Evaluacion motora

Las evaluaciones fueron semanalmente realizadas por los miembros de nuestro
grupo de investigacién, comenzando las mismas una semana antes del inicio de la
intoxicacién con MPTP vy finalizando al sacrificar a los animales. También se contd
sistemdticamente con el criterio de otros investigadores del grupo de trabajo que no
conocian la situacién particular de cada mono (evaluadores ciegos). El nivel de
parkinsonismo fue analizado con una escala motora para primates parkinsonizados con
MPTP (Herrero y cols., 1993; Barcia y cols., 2004). Esta escala evalia 8 parametros

con distinto rango de puntacidn:

Bradicinesia VariadeOa3
Freezing o congelamiento VariadeOa3
Temblor de accidén VariadeOa3
Temblor de reposo VariadeOa3
Equilibro VariadeOa3
Alimentacion VariadeO0a3
Inestabilidad postural VariadeOa3
Actividad espontanea VariadeOa4

Tabla 3: Escala de discapacidad motora para primates no humanos tratados con MPTP (Herrero
y cols., 1993; Barcia y cols., 2004).

La puntuacion total de esta escala varia entre 0 (normalidad) y 25 (incapacidad
maxima). La discapacidad parkinsoniana fue analizada al final de cada sesion para que

no interfiriera con los niveles de actividad general.
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Video-grabacién: todos los animales fueron grabados durante una hora en su
estado basal y, posteriormente, en los diferentes estadios de parkinsonismo (siempre,
una vez que se estabilizara el sindrome).

No se realizd un andlisis cuantitativo de la actividad motora, sino que la
grabacion sirvi6 para analizar aspectos generales del estado parkinsoniano de los
monos, de sus caracteristicas cualitativas y de las variaciones o alteraciones posturales.
Uno de los macacos tratados con MPTP (M9) experimentd un deterioro motor grave,
con alteracion del estado general inmediatamente después de la tercera dosis, por lo que
consideré a efectos de la inducciéon del parkinsonismo como MPTP severo ya que
disminuy6 en el tiempo (Figura 8). Es el tnico animal en esta situacién en todo el
estudio. El resto de animales que fueron tratados con MPTP alcanzaron un nivel de

deterioro moderado-severo.
20-
M1 (Mild)
M2 (Mild)
M3 (Moderate)
M4 (Moderate)
M5 (Severe)
M6 (
M7 (
M8 (
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Disability motor score
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Figura 8: Puntuacién en la Escala de discapacidad motora (Herrero y cols., 1993) de los 9
monos parkinsonizados con MPTP utilizada en el estudio anatomo-patolégico y clinico de los
macacos.
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2.3.2. Evaluacion de las discinesias

Una vez que el grado de parkinsonismo fue considerado estable, 6 de los
animales fueron tratados con Madopar® hasta que desarrollaron discinesias moderadas-
severas en el tiempo. La intensidad de las discinesias fue evaluada, cada 30 minutos de
un total de 180 minutos, para cada segmento del cuerpo (cara, cuello, tronco, brazos y
piernas) usando una Escala de discapacidad de las discinesias (Hadj Tahar y cols.,
2004). Esta escala evalua las discinesias en 7 dreas anatomicas con distinto rango de

puntuacién y se resume en la siguiente tabla:

Gestos de la cara De0Oa3
Cuello De0Oa3

Tronco DeOa3
Extremidad superior derecha De0Oa3
Extremidad inferior derecha De0Oa3
Extremidad superior izquierda De0Oa3
Extremidad inferior izquierda De0Oa3

Tabla 4: Escala de discapacidad de las discinesias (Hadj Tahar y cols., 2004) donde se evalia
las siete dreas anatomicas de todos los segmentos del cuerpo evaluadas en los macacos
discinéticos.

La puntuacion maxima fue de 21 puntos que eran obtenidos por la suma de las
puntuaciones de todos los segmentos del cuerpo (derecho e izquierdo). Cada mono fue
evaluado varias veces con la escala de discapacidad de las discinesias después de cada
administraciéon de levodopa. Se evalué la media de la intensidad de las discinesias
(puntuacién), la duracién (min) y el area bajo la curva de las mismas (valor relativo).

Las discinesias fueron principalmente coreicas pero también fueron observados

movimientos distonicos. Las estereotipias no fueron consideradas como discinesias y
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por tanto no fueron evaluadas. Los monos fueron colocados en una caja de observacion
especialmente disefiada a tal efecto, con puertas totalmente transparentes, para su
grabacion y posterior evaluacién discinética. En los animales discinéticos y
posteriormente en los tratados con el inhibidor 7-NI, las evaluaciones se realizaron antes
y después de la administracién del mismo. Todas las evaluaciones discinéticas fueron
llevadas a cabo por evaluadores ciegos que desconocian el grupo experimental en el que
se incluian cada uno de los animales y el inicio del tratamiento con levodopa o con el 7-

NI, con lo que nos aseguramos de la objetividad en la evaluacion.

2.3.3. Analisis estadistico

Las comparaciones fueron realizadas usando una ANOVA de un factor de
medidas repetidas seguido del test de Friedman como andlisis post. En aquellos
parametros evaluados en relacién con el tiempo se procedid al andlisis del area bajo la
curva aplicando el t-test no pareado. Todos los datos fueron expresados como valor
medio del grupo maés el error estindar de la media. Un nivel de probabilidad del 5%
(P<0.05) o del 1% (P<0.01) fue considerado significativo o muy significativo

respectivamente.

2.4. ESTUDIO ANATOMO-PATOLOGICO.
2.4.1. Obtencion y diseccion de areas cerebrales

Los animales (n=12) fueron sacrificados con una dosis letal de pentobarbital
sédico (100 mg/kg/i.v.) después de la tltima dosis de levodopa y 7-NI. Previamente se
les tranquiliz6 con una dosis intramuscular de 10 mg/kg de ketamina. La boveda craneal
se extirpdé con una gubia y los encéfalos fueron extraidos rdpidamente (en menos de 5

minutos), y cortados por la linea media dividiendo en los dos hemisferios. El hemisferio
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derecho se bloqued en el plano coronal mediante cuatro divisiones separadas entre si 15
mm aproximadamente, quedando el hemicerebelo derecho y la mitad derecha del tronco
del encéfalo. Este procedimiento hacia que las secciones obtenidas fueran paralelas al
mismo plano, por lo que facilitd el ulterior reconocimiento de las estructuras y la
comparacion entre monos. A continuacion se post-fijaron los distintos bloques (E1:
Corteza frontal, E2: Estriado anterior, nicleo accumbens y amigdala, E3: Estriado
posterior, tdlamo e hipocampo anterior, E4: Tdlamo e hipocampo posterior y ES5:
Corteza Occipital) con PFA al 4% durante 1 semana. Los bloques de cerebro que
contenian estriado (E2 y E3) y SN se conservaron en sacarosa al 30% en buffer fosfato
salino (PBS) y el resto de bloques se almacenaron en PBS + azida sddica para la
conservacion del tejido. A continuacién, fueron almacenados a -80° C hasta ser
cortados. El hemisferio izquierdo se diseccioné también en los mismos 5 bloques que en
el hemisferio derecho y se congelaron de manera inmediata. Para ello, se colocaron
sobre una superficie metélica plana recubierta de papel de aluminio, que se trasladaba,
una vez bien orientado el cerebro, sobre nieve carbonica. Asi se obtuvo una congelacion
rapida de los bloques. Una vez congelados de este modo, se trasladaron a un congelador
a-80°C.

Estos bloques se han utilizado para los estudios del metabolismo dopaminérgico

mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

2.4.2. Procesamiento histologico
2.4.2.1. Corte de los bloques

Los bloques que contenian el estriado y la SN se cortaron en secciones coronales
de 40 um de grosor con un microtomo de congelacion. Los cortes fueron recogidos en

12 series. Una serie fue montada para realizar una tincién de tionina para evidenciar los
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cuerpos de Nissl, abundantes en el citoplasma neuronal, lo cual nos permitira distinguir
las diferentes regiones anatémicas. Este proceso se llevd a cabo de igual manera para
todos los monos. Los cortes de las restantes series se almacenaron a 4° C en PBS junto

con azida sddica hasta su uso.

2.4.2.2. Inmunohistoquimica para Tirosina Hidroxilasa (TH) y el transportador
de dopamina (DAT)

Se realizaron experimentos de detecciéon inmunohistoquimica de TH y DAT en
las zonas del estriado mas rostral (ac + 2mm) y del estriado més caudal (ac -4mm) para
la identificacién de la inervacion dopaminérgica en el estriado con microscopia dptica
de campo claro. También se analizaron mediante TH los bloques del tronco del
encéfalo, donde se encontraba la SN y en el VTA, para identificar los nucleos de
neuronas dopaminérgicas que estan afectadas en la EP. Se realiz6 inmunohistoquimica
frente a TH en mesencéfalo y estriado, y frente al transportador de dopamina (DAT) en
el estriado. La inmunotincién se realizé sobre cortes en flotaciéon de forma seriada. Se
utilizaron anticuerpos monoclonales obtenidos de ratén (anti-TH Chemicon MAB5280)
y de rata (anti-DAT Chemicon MAB369) en una dilucién de 1:1000 para ambos. Se
tomo el tejido conservado a 4° C en suspension de una solucién de TBS 0.25 M, con
azida sddica al 0.1%. Se procedié a realizar 2 lavados consecutivos de 10 minutos de
duraciéon en TBS 0.25 M en agitacién a 100 Hz. Para eliminar la peroxidada endégena
de los tejidos se procedié a un lavado de 20 minutos en, agitacién a 100 Hz, en una
solucion que contenia: a) H,O, al 30% (Sigma®, H1009) diluido al 3% en TBS 0.25 M,
b) metanol al 20%. Tras varios lavados con TBS 0.25 M en agitacion se incubaron los
tejidos en suero normal de caballo al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente con el

fin de bloquear los posibles marcajes inespecificos y mejorar la especificidad del
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anticuerpo. A continuacidn, se hicieron 2 lavados con TBS 0.25 M en agitaciéon 100 Hz
de 10 minutos cada uno y seguidamente se procedid a la incubacién con los anticuerpos
especificos para anti-TH y anti-DAT durante 48 horas a 4° C en agitaciéon de 50 Hz.
Transcurridas las 48h se lavaron los tejidos 3 veces en TBS 0.25 M durante 10 min en
agitacion 100 Hz y se incubaron con un segundo anticuerpo biotinilado especifico para
conejo (Rabbit anti-mouse, Chemicon AP160B para TH y Rabbit anti-rata, Chemicon
AP164B para DAT) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitaciéon a 100 Hz.
Posteriormente, se procedid a realizar 3 lavados de los tejidos en TBS 0.25 M durante
10 minutos cada uno. A continuacién, se incubd con el complejo avidita-biotina,
durante 1 hora a temperatura ambiente y sin agitacion (ABC Elite Vector®). Acabada la
incubacion se lavaron de nuevo los tejidos 2 veces en TBS 0.25 M durante 10 minutos
en agitaciéon de 100 Hz y se hizo un lavado intenso de 10 minutos en TB 0.25 M
(Trizma® base al 12% con pH 7.4), y se procedi6 al revelado. Para ello, se utilizé una
solucién de diaminobenzidina (DAB) (Sigma®) en 100 mL de TBS 0.25 M.

Se sumergieron los tejidos en la solucién de DAB durante un tiempo méaximo de
8 minutos hasta observar el viraje colorimétrico a un color pardo. La reaccioén se detuvo
sumergiendo los tejidos en TB 0.25 M. Todas las secciones se incubaron el mismo
tiempo en la soluciéon de revelado. A continuacién los tejidos se montaron en portas

gelatinizados exclusivos para tejido cerebral de mono.

2.4.2.3. Montaje, deshidratacion y desengrasado de las secciones histologicas
Las secciones histologicas tefiidas y en flotacién fueron montadas sobre
portaobjetos gelatinizados utilizando tampén fosfato (PB) diluido en agua como medio

de montaje. Al menos un dia después del montaje, las secciones fueron deshidratadas en

95



MATERIAL Y METODOS

soluciones de etanol a concentraciones crecientes y dislipidificadas con xilol, tras lo que

se cubrieron con cubre-objetos utilizando DPX como medio 6ptico y adhesivo.

2.4.2.4 Analisis y cuantificacion de los estudios
A) Cuantificacion de la densidad de terminales dopaminérgicos en el estriado

Se realizaron las mediciones de las densidades Opticas usando técnicas de
andlisis de imagen computarizadas, mediante el programa Image] (1.41 National
Institutes of Health, USA), método ampliamente utilizado en estudios similares (Collier
y cols., 2007; Mounayar y cols., 2007; Stephenson y cols., 2007) y que se ha
demostrado que es equiparable al contaje de espinas (Villalba y cols., 2009). Las
condiciones de este estudio fueron idénticas para el andlisis del tejido con
inmunotincién de TH y DAT.

Se examinaron 4 cortes coronales de un hemisferio en cada animal, tomando
como referencia el corte mas rostral en el que la comisura blanca anterior aparece
atravesando la linea media. Se seleccionaron tres cortes anteriores y 3 cortes posteriores
a dicha referencia separados entre si por aproximadamente 2500 um. Los cortes fueron
procesados el mismo dia y en las mismas condiciones para todos los monos. Se tomaron
imégenes del estriado en blanco y negro (8 bits) con una cdmara digital (Zeiss Axiocam
HRc) acoplada a un sistema de macrofotografia Nikon en idénticas condiciones para
todos los animales. Todas las imédgenes contenian el estriado completo, incluyendo el
caudado, el putamen y el nucleo accumbens. Estas areas (Caudado, Putamen y
Accumbens) fueron delimitadas para el andlisis densitométrico como se indica en la
Figura 9. Para este andlisis, el caudado y el putamen a su vez se diferenciaron en:
putamen dorsomedial, dorsolateral, ventromedial y ventrolateral en los cortes de

estriado anterior y posterior (Fernagut y cols., 2010). En cada uno de ellos se cuantifico,
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ademds, la sefial de un cuadrado en el cuerpo calloso que fue considerada como sefial de

fondo, que era restada en la region estudiada.

ac +2 mm ac -4 mm

Figura 9: Estructuras anatémicas del estriado mostrando la regién mas rostral (ac +2mm) y las
mds caudal (ac -4 mm) con sus respectivas divisiones anatémicas. hCd: Cabeza del Caudado;
Put= Putamen; Acb= Nucleo Accumbens; Cd =Caudado.

B) Estimacion del nimero de neuronas inmunoreactivas para TH de los grupos
dopaminérgicos del mesencéfalo (SNpcy ATV)

Los experimentos de inmunohistoquimica para TH en el mesencéfalo se
realizaron en una sesion empleando tejido de 3 animales por grupo (12 animales en
total). De esta forma, se maximiz6 la uniformidad del procesamiento histolégico. Se
realizé una estimacion estereoldgica del nimero total de células inmunorreactivas en la
SNpc y el ATV con el objetivo de evaluar la pérdida neuronal dopaminérgica. Para ello,
se emplearon secciones de los monos control, monos tratados con MPTP tnicamente,
monos tratados con MPTP + levodopa y monos tratados con MPTP + levodopa + 7-NI.
Estas estimaciones se llevaron a cabo para ambos hemisferios cerebrales. Para ello se
utilizo un microscopio Zeiss Axioskop, y el programa Image] (versién 14.1, USA). El

contaje se realizo de forma uniforme y sistematica para todos los monos por varios
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miembros del grupo del laboratorio que desconocian totalmente al tratamiento previo de
los mismos.

Para el contaje estereoldgico, se seleccionaron aleatoriamente 8 secciones
coronales de mesencéfalo por animal, siendo el nivel mds rostral el que contenia el
nucleo del nervio oculomotor (salida del III par craneal) (Figura 10). Una vez trazados
los limites de cada region, se identificaron y cuantificaron los perfiles celulares
inmunotefiidos, empleando el objetivo microscopico de 40x. Se siguié siempre el
mismo criterio, basado en la forma y tamafio de los perfiles y, sobre todo, en la
visualizacién y enfoque de su nucleo a lo largo de todo el espesor del corte (Gundersen
y cols., 1988). Sélo se cuantificaron aquellos perfiles que estaban dentro del plano de
conteo o aquellos que tocaban el lado superior. Estos criterios se mantuvieron uniformes

durante todo el estudio.

Figura 10: Estructuras anatémicas del mesencéfalo de un macaco mostrando la SNpc y la
region del la VTA al nivel de la salida del tercer par craneal. SNpc = Sustancia Negra pars
compacta; VTA = Area tegmental ventral y RN = Niicleo Rojo.
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2.5 ESTUDIO DEL METABOLISMO DOPAMINERGICO

Todas las determinaciones se realizaron en el Departamento de Farmacologia

celular y terapéutica de la Universidad de Murcia.

2.5.1 Analisis de catecolaminas y sus metabolitos

Los niveles de DA, Serotonina (5-HT), Noradrenalina (NA), Acido
Homovanilico (HVA) y Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) fueron analizados
por HPLC con un detector electroquimico. El HPLC se usa para aislar componentes de
una mezcla basdndose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias
analizadas y la columna cromatografica. En el HPLC, el compuesto pasa por la columna
cromatogréafica a través de la fase estacionaria mediante el bombeo de liquido (fase
movil) a alta presion. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente a medida que avanzan por la columna
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria. El grado de
retencion de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de
la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto en pasar por la columna se denomina tiempo de retencién, y se considera
una propiedad identificativa caracteristica del compuesto en una determinada fase moévil
y estacionaria. La utilizacion de presioén en este tipo de cromatografias incrementa la
velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna, reduciendo asi su difusién

dentro de la columna y mejorando la resolucién de la cromatografia.
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2.5.2. Micro-punch para analizar por HPLC

Se procedi6 a la realizacién de cortes de 2 secciones de 1500 um en el criostato
(Elsworth y cols., 1998). Un corte fue a nivel del estriado anterior (ac + 2mm) donde se
incluian areas del caudado (dorso medial, dorso lateral, ventro medial y ventro lateral) y
areas del putamen (con las mismas 4 areas anteriores ademas del putamen) y del nicleo
accumbens. El otro corte fue a nivel del estriado posterior (ac -4 mm) que incluia dreas
del caudado (media, lateral y cola del caudado) y dreas del putamen (dorso medial,
dorso lateral, ventro medial, ventro lateral). A continuacidn, de esas secciones, Se
realizaron con una aguja de lmm de didmetro, 2 micro-punching para cada drea para

analizarla por HPLC.

2.5.3 Homogenizacion

Todos los procesos se realizaron en hielo. Rdpidamente, tras el micropunching,
las muestras se introdujeron en tubos Eppendorf, pesandolas y conservdndolas en hielo
seco. Las muestras fueron sonicadas en nitrégeno liquido. Cada tejido fue pesado,
depositado en un vial de polipropileno, mantenido en frio, que contenia 1.5 ml de una
soluciéon de acido perclérico (0.1 M)-EDTA (2.7 mM), y homogeneizado en un
homogeneizador Polytron (Kinematica, Suiza; velocidad 2-3). A continuacién, los
tejidos se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 min a 4° C, se aspiré el sobrenadante
mediante una jeringa y se filtré primero a través de un filtro de 0.45 um (Millipore,
USA), y posteriormente a través de un filtro Ultrafee MC 0.2 (Millipore) empleando
una centrifuga refrigerada (15.000 r.p.m., 20 min, 4° C). Por dltimo, se recogi6 el

sobrenadante y se almacend6 a -20° C hasta el momento del andlisis cromatografico.
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Para el andlisis cromatografico se inyectaron 10 ul de cada muestra en una
columna de fase reversa C;g (Waters, USA). Para la determinacion de NA se emple6 un
detector electroquimico, fijando una diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo
(carbén verificado) y un electrodo de referencia de Ag/Agul (Waters) de +0.65 V. La
fase movil consistié en una mezcla de agua y metanol al 95% (v/v) con acetato sédico
(50 mM), acido citrico (20 mM), L-octil-sodio sulfonato (3.75 mM), di-n-butilamina (1
mM) y EDTA (0.135 mM), ajustandose el pH a 4.3. La velocidad del flujo fue de 0.9
ml/min y los datos cromatograficos se analizaron con un programa informético
Millenium 2010 (Millipore). Los distintos metabolitos dopaminérgicos vy
catecolaminérgicos se detectaron a unos tiempos de elucién entre 2 y 10 min,
respectivamente, y se cuantificaron por referencia a patrones de calibracién inyectados
al inicio y final de cada serie de andlisis. Se observaron las referencias lineales entre
cantidad de estdndar inyectado y la altura del pico de medida. El contenido de DA,

DOPAC, 5-HT y NA se expres6 en nanogramos por gramo de peso del tejido.

3. ESTUDIO DE LA DENERVACION SIMPATICA DEL CORAZON DE LOS
PRIMATES NO HUMANOS.

3.1. GRUPOS EXPERIMENTALES Y OBTENCION DE TEJIDO CARDIACO

Empleamos el tejido de 3 grupos experimentales de animales previamente
descritos en este manuscrito (ver tabla 2): i) Grupo control, ii) MPTP, iii) MPTP +
levodopa.

Al mismo tiempo que extrajimos los cerebros de los monos, también se extrajo
de la cavidad torécica el corazén de cada mono el cual fue congelado rdpidamente. Para

ello, los corazones se colocaron sobre una superficie metédlica plana recubierta de papel
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de aluminio sobre nieve carbdnica y una vez bien orientado el corazén se secciond a
nivel del tabique interventricular. Asi, se obtuvo una congelacién rdpida de los
ventriculos. Una vez congelados de este modo, los ventriculos se almacenaron en un
congelador a -80° C. Estos corazones se usaron para los estudios de la denervacién

simpadtica cardiaca mediante andlisis por Western Blot y HPLC.

3.2. ANALISIS POR WESTERN-BLOT

Se extrajeron muestras de ambos ventriculos que fueron analizadas por separado.
El andlisis por Western Blot fue realizado para determinar los niveles de proteinas de
Hsp-27 total, Hsp- 27 fosforilada en Ser-82, TH total, TH fosforilada en Ser-40 y la
evaluaciéon de la COMT. Las muestras de cada ventriculo fueron colocadas en un
tampon homogeneizador [PBS, SDS al 2%, un kit inhibidor de proteasas (Roche,
Alemania) y un cocktail inhibidor de fosfatasas (Calbiochem, Alemania)] y
homogenizadas durante 1 min antes de de centrifugar a 6000 rpm durante 20 min a 4° C.
La concentraciéon total de proteinas fue determinada de forma espectrofotométrica
usando el método del BCA (Wiechelman y cols., 1988). La cantidad 6ptima de proteina
fue determinada en experimentos previos mediante geles de carga con contenidos de
proteinas en orden creciente (25 a 100 ug) a partir de muestras de los 3 grupos
experimentales. Cantidades iguales de proteina (50 pg/calle) de cada muestra fueron
cargadas sobre un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). Se realizaron las
electroforesis y se transfirieron a membranas de poli vinildeno diflouride (PVDF)
usando un mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer Cell (Bio-Rad Lab., California,
USA). Para eliminar la unién inespecifica de los anticuerpos incubamos las membranas

con suero de albumina bovino (BSA) al 1% en tampon tris salino Tween (TBST: 10
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mM Tris-HCl, pH=7.6, 150 mM NaCl, y 0.05% Tween 20). Posteriormente, las
membranas fueron incubadas a 4° C durante toda la noche usando anticuerpos
especificos contra Hsp-27 Total (1:500; sc-1048, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), Hsp-27 fosforilada en la Ser-82 (1:400; ab39399, Abcam, UK), TH
total (1:1000; Cell Signaling Technology, USA), TH fosforilada en la Ser-40 (1:500;
Cell Signalling Technology, USA) y la COMT (1:5000; ABS5873, Chemicon
International, USA) en TBST con BSA. Después de varios lavados, las membranas
fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios unidos a peroxidasa (anti-cabra sc-2350 para Hsp-27 total; anti-conejo para
Hsp-27 fosforilada en la Ser-82, TH total y fosforilada en la Ser-40; y anti-mouse sc-
2005 para la COMT a diluciones de 1:5000).

Después de varios lavados, la inmunoreactividad fue detectada con un kit de
detecciéon quimioluminiscente/quimioflorescente para Western Blot (ECL Plus, GE
Hearthcare, UK) y se visualizé en un dispositivo tipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).
El stripping o desnudamiento de la membrana de los anticuerpos de los blots se llevo a
cabo por incubaciéon en un tampon de stripping (glicina 25mM y SDS 1%, pH=2)
durante 1 hora a 37° C. Usamos anti-fB-actina (Cell Signaling, 45 kDa) como gen
constitutivo para normalizar los datos de las proteinas analizadas. El ratio de Hsp-27
total/B-actina, Hsp-27 fosforilada/ B-actina, TH fosforilada/ B-actina, TH total/ B-actina
y COMTY/ B-actina fue representado y analizado. Las cuantificaciones de las proteinas
correspondientes a la Hsp-27 total y a la Hsp-27 fosforilada (27-28 kDa), a la TH total y
fosforilada (60-62 kDa) y a S-COMT y MB-COMT (25 y 30 kDa) fueron llevadas a
cabo por densitometria de bandas (Alphamanager, Nucliber, Madrid). Medimos la
densidad Optica integrada en la densidad de las bandas de los blots. Los valores se

representaron en unidades de pixeles grises y son proporcionales a la intensidad de cada
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pixel durante el tiempo de exposicion de la luz a la imagen. La densidad 6ptica fue
normalizada con los valores del fondo (background, sin bandas). Las variaciones
relativas entre bandas de muestras experimentales y muestras controles fueron

calculadas en la misma imagen.

3.3. ANALISIS POR HPLC: ESTIMACION DE NORADRENALINA Y SU
METABOLITO NORMETANEFRINA EN EL CORAZON DE LOS MONOS

PARKINSONIANOS

La noradrenalina y su metabolito normetanefrina fueron determinados por HPLC
con deteccion electroquimica. Cada muestra de tejido cardiaco de cada ventriculos fue
pesada, depositada en un vial de polipropileno que contenia 1.5 ml de una solucién de
acido perclérico (0.1 M)-EDTA (2.7 mM) que se mantuvo en frio, y homogeneizado en
un homogeneizador Polytron (Kinematica, Suiza; velocidad 4). A continuacién, los
homogenizados se centrifugaron a 8.000 rpm, durante 15 min a 4° C, se aspird el
sobrenadante mediante una jeringa de 1 ml y se filtré a través de un filtr6 de 0.45 um
(Millipore, USA) y centrifugdndose de nuevo a 6000 rpm, a 4° C durante 20 minutos y
se filtr6 nuevamente a través de un filtro Ultrafee MC 0.2 (Millipore). Para cada
muestra, fueron inyectados 10 ul en una columna de fase reversa de 5 mm, tipo Cjs.
Para la determinacion de NA se empleé un detector electroquimico, fijando una
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo (carbon verificado) y un electrodo
de referencia de Ag/AgCl (Waters) de +0.65 V. La fase movil consistié en una mezcla
de agua y metanol al 95% (v/v) con acetato sddico (50 mM), 4cido citrico (20 mM), L-
octil-sodio  sulfonato  (3.75 mM), di-n-butilamina (1 mM) 'y 4cido

etilendiaminotetracético (EDTA) (0.135 mM), y se ajust6 el pH a 4.3. La velocidad del
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flujo fue de 0.9 ml/min y los datos cromatograficos se analizaron con un programa
informdtico Millenium 2010 (Millipore). La noradrenalina y su metabolito
normetanefrina fueron detectados simultidneamente por el método HPLC de
catecolaminas a 2 tiempos de dilucion diferentes entre 4.25 y 7.32 min,
respectivamente. NA y NMN fueron cuantificadas por curvas de calibracién al inicio y
al final de cada serie de ensayos. Las relaciones lineales fueron calculadas entre la
cantidad del patrén estdndar inyectado y el pico de altura maxima de cada compuesto.
El contenido de NA y NMN en los ventriculos derecho e izquierdo fue expresado como

ng/mg de peso himedo de tejido.

3.4. ESTADISTICA Y ANALISIS DE DATOS

Los datos fueron representados como media + Error Estindar de la Media. Se
utilizé la ANOVA de una via para analizar la mayoria de los datos. El test post-hoc de
Newman Keuls o Dunnet fue usado adecuadamente para identificar diferencias entre las
medias individuales. Las diferencias con un valor de P<0.05 fueron consideradas

estadisticamente significativas y P<0.01 como muy significativa.
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1. RESULTADOS EN LOS EXPERIMENTOS EN RATAS

La inyeccion de 6-OHDA en el estriado produce lesiones de severidad variable.
Se obtienen animales con una denervacion severa en el 25-50% de los ejemplares, que
se define como una deplecion de DA estriatal mayor del 90% y un nimero mayor de 2
vueltas por minuto tras la administracién de apomorfina subcutdnea. Existi6 una gran
variabilidad interindividual tanto en los niveles de DA estriatal como en la intensidad de
la rotacion. En los animales tratados con 7-NI se encontraron significativamente
mayores concentraciones estriatales de DA, aunque los animales tratados con 7-NI

rotaban menos que el resto de los lesionados (Figura 11).

1.1 EL 7-NI REVIERTE EL COMPORTAMIENTO PARKINSONIANO EN

RATAS LESIONADAS CON 6-OHDA

El tratamiento con apomorfina induce rotaciones contralaterales en los animales
lesionados con 6-OHDA, pero esto no ocurria en los animales controles. Sin embargo,
de manera importante, un descenso muy significativo en el nimero de rotaciones fue
vista en los animales lesionados con 6-OHDA vy tratados con 7-NI con respecto a
aquellos lesionados con 6-OHDA 'y tratados con el vehiculo tnicamente (los animales

no lesionados no mostraron ninguna rotacién (Figura 11, panel A).

109



RESULTADOS

40 * 100
[ L 1 I [ Left

A. B. 1 ! I | e

5 T 80

Eso &L

2 S’ 'l'

2 2 60

) )

5] E ] T .I.

5 s 40

§1o =

= 20

o4 o |
60HDA/Veh 60HDA/7NI SHAM/Veh SHAM/7NI 60HDA/NVeh60OHDA/7NI

Figura 11: (A) El nimero de rotaciones inducidas por apomorfina, 15 dias después de la lesion,
estuvo disminuido de forma significativa en el grupo del 6-OHDA/7-NI con respecto al grupo
6-OHDA/Veh. (B) El EBST se realizé 35 dias después de la lesion y estuvo aumentado de
forma significativa en los animales lesionados (70%) con respecto los grupos (ANOVA, F 19, =
20.70, Duncan Test, P<0.001).

El porcentaje de inclinaciones hacia la izquierda medidos por el EBST 5
semanas después de la lesion estriatal en los grupos tratados con 6-OHDA fue
significativamente mds elevado que en los grupos de ratas controles (Duncan, P<0.05).
Los animales del grupo 6-OHDA/Veh mostraban mas de un 70% de aumento en el
nimero de inclinaciones comparado con los animales controles. Se observé un ligero
descenso, no significativo, en el grupo de ratas tratado con 6-OHDA + 7-NI (Duncan,

P>0.05) (Figura 11, panel B).

1.2 EL 7-NI PROTEGE LA VIA NIGROSTRIATAL EN LAS RATAS

LESIONADAS CON 6-OHDA

Los analisis histolégicos fueron llevados a cabo en la region dorsolateral del
estriado y en la SNpc (en el lado ipsilateral de la lesién). En la regién dorsolateral del
estriado, se observo la interaccion (ANOVA de medidas repetitivas, F3 16 = 3.31, P =
0.047) y un efecto en el factor tratamiento (ANOVA de medidas repetitivas, F3 16y =

5.08, P = 0.012). Los andlisis por densitometria nos mostraron una reduccidén
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significativa de las fibras TH" en el estriado lesionado (dorsolateral) de las ratas tratadas
con 6-OHDA con respecto a los controles. Sin embargo, se observé un gran efecto
protector muy significativo en el grupo de las ratas lesionadas y tratadas con el 7-NI con

respecto a los Sham (ANOVA, F3,19) = 23.42, P<0.05) (Figura 12, paneles A-B).

A.

TH - 0.D. (ROD)

SHAM/Veh ~ SHAM/7NI  60HDA/Veh ~ 60HDA/7NI

Figura 12: (A) Microfotografias mostrando la distribuciéon de las fibras TH en el estriado
dorsolateral en los diferentes grupos experimentales. Las ilustraciones esquemdticas de la
derecha muestran las secciones coronales a las que fueron analizadas las fibras TH. (B)
Densidad optica relativa de TH en los diferentes grupos experimentales. Los grupos tratados
con sham mostraron una mayor densidad Optica en el estriado dorsolateral que los grupos
tratados con 6-OHDA independientemente del tratamiento posterior con 7-NI. (¥*P<0.05) grupos
6-OHDA vs grupos Sham. (ANOVA, F3 19) = 23.42, P<0.001).

Para el drea lesionada, se calcul6 el grado de la lesion (estimado segtin la pérdida
de terminales dopaminérgicas) con el software informdtico ImageJ. Los datos fueron
expresados en porcentaje del total del drea dorsolateral. Grupos Sham/Veh: Sin lesion:

100%. Sham/7-NI: Sin lesién: 100%, 6-OHDA/Veh: Sin lesion: 15,5%; Lesion: 84,5 %
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y el grupo 6-OHDA/7-NI: Sin lesién: 37.2%; Lesion: 62,8 %. Ademds, hubo una
correlacién negativa muy significativa entre la expresién de las fibras TH en el estriado
y el comportamiento rotacional de los animales (r=-0.869, P<0.001) (datos no
mostrados). En la region de la SNpc se observé un descenso significativo del nimero de
neuronas TH' en el grupo de ratas tratadas con 6-OHDA/Veh compardndolo con los
grupos Sham/Veh y 6-OHDA/7-NI (ANOVA, F15) = 3.24, P<0.05; Duncan, P< 0.05)
(Figura 13). En las otras dreas de la SNpc (SNi y SN,) no encontramos ninguna
diferencia significativa en el nimero de neuronas TH" en ningtin grupo (ANOVA, F; 15
= 3.24, P>0.05). Estos cambios fueron observados en la SNpc que proyecta hacia el

estriado dorsolateral.
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Figura 13: (A) Microfotografias mostrando una distribucién del niimero de células en la SNpc
en los diferentes grupos experimentales. Las neuronas TH" en el mesencéfalo ventral de las
secciones que contenian la porcién intra-axial de la salida del tercer par craneal. (B) Densidad
de células dopaminérgicas TH' en la SNpc de los diferentes grupos experimentales. Los grupos
tratados con 6-OHDA/Veh mostraron un menor nimero de células dopaminérgicas por 0.5mm’
que los grupos control o el grupo 6-OHDA+7-NI. Los datos se expresan como media ZSEM.
*P<0.05 (ANOVA, F; 15, = 3.24, Duncan, P< 0.05).
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1.3 EL 7-NI REDUCE LA EXPRESION ESTRIATAL DE nNOS EN RATAS

LESIONADAS CON 6-OHDA

El efecto del factor tratamiento fue observado (ANOV A de medidas repetitivas,
F.15=3,52, P=0.041). El nimero de neuronas nNOS™ en el grupo 6-OHDA/Vehiculo
aumenta en el estriado dorsolateral lesionado comparado con los grupos Sham, pero
esto fue revertido tras el tratamiento con 7-NI (ANOVA, F 16 y= 6.63, P<0.005) (Figura
14, panel A-B). De manera importante, la densidad de las células nNOS™ fue

correlacionada de manera negativa con la densidad de las fibras TH" (Figural9).
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Figura 14: (A) Microfotografias mostrando las neuronas nNOS" en el estriado dorsolateral. (B)
Densidad de células nNOS™ en el estriado dorsolateral. Se observé un aumento significativo de
las neuronas nNOS" en el grupo 6-OHDA/Veh con respecto a los animales sham. ANOVA de
medidas repetitivas, F315=3,52, P=0.041 (*P<0.05 6-OHDA/Veh vs resto de grupos; #P<0.05
6-OHDA/7-NI vs. Sham/Veh).
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1.4. EL 7-NI REDUCE LA FOSFORILACION DE LA DARPP-32 EN LAS

RATAS LESIONADAS CON 6-OHDA

Para determinar con precisién el aumento en el nimero de células DARPP-32*
en los estados fisiopatoldgicos en el cerebro post-mortem, es importante establecer un
control positivo para la cuantificacion en un area del cerebro que no esté afectada por la
lesion. Para nuestro estudio el control positivo que empleamos fue el cértex motor,
inmediatamente por encima del estriado dorsolateral (Figura 15, paneles 1-2) (Ouimet y
cols., 1984; Ouimet y cols., 1998). Empleamos la tincién del cértex motor como el drea
de control para el andlisis tanto de la proteina DARPP-32 total, como de la proteina

DARPP-32 fosforilada en la Thr-34.

Figura 15: Microfotograficas
mostrando las neuronas DARPP-32" en
el cortex motor (cabezas de flechas

blancas) y en caudado putamen (DL).

Para determinar de manera exacta el
nimero de células DARPP-32° y
DARPP-32 fosforilada establecimos un
control positivo en la zona del cértex
motor (justo por encima del estriado) en
todas las secciones que fueron

analizadas para dichos marcadores.
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El andlisis con la DARPP-32 fosforilada en la THr-34 mostraba una interaccion
entre ambos factores (ANOVA de medias repetidas, F3 16 = 5.15, P = 0.011). En el
estriado lesionado dorsolateral, la cuantificacién del nimero de células DARPP-32
fosforilada revel6 un aumento en la expresion de las mismas en el grupo lesionado con
la 6-OHDA/Veh, que fue significativamente revertido con el inhibidor de la NOSn

(ANOVA, F(3716) =4.62,P <001) (Figura 16)

Thr-34
-

DARPP32 cells (0.5 mm?)
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SHAM/Veh SHAM/TNI 60HDAVeh GOHDAJTNI

Figura 16: Microfotograficas mostrando las neuronas DARPP-32" fosforiladas en el estriado
dorsolateral. Se observé un aumento significativo de las neuronas DARPP-32" fosforiladas en el
grupo 6-OHDA/Veh comparado con los otros grupos experimentales. Test de ANOVA de
medias repetidas y un post-hoc de Newman-Keuls. * P<0.05. Grupo 6-OHDA vs resto de los
grupos de animales.
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En cuanto al nimero de neuronas totales DARPP-32" se observé un efecto
opuesto. Existia una interaccién entre ambos factores (ANOVA de medias repetidas,
Fs16) = 21,53, P<0.001), y un efecto del tratamiento (ANOVA de medidas repetidas,
Fi.16) = 19.89, P<0.001). En el estriado lesionado dorsolateral, la células DARPP-32"
totales disminuyeron en el grupo 6-OHDA/Veh con respecto a los grupos controles,
mientras que se observé un aumento significativo en la expresién de esta proteina en los
animales pertenecientes al grupo 6-OHDA/7-NI con respecto a las grupos sham y al

grupo 6-OHDA/Veh (ANOVA, Fg 17y = 27.4, P<0.001; Duncan, P<0.05) (Figura 17).

Density of Total DARPP32 cells
0.5mm?)
_i

SHAM/Veh  SHAM/7NI 60HDA/Veh 60HDA/7NI

Figura 17: (A) Microfotografias mostrando la expresion de DARPP-32 total en neuronas del
estriado dorsolateral de animales control e intoxicados con 6-OHDA. (B) Se observd un
aumento significativo de las neuronas DARPP-32" en el grupo 6-OHDA/7-NI con respecto a los
animales sham. También se observé un descenso significativo en el grupo 6-OHDA/Veh con
respecto a los grupos controles. (ANOVA, F 17, = 27.4, P<0.001; Duncan, *P<0.05).
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Ademads, se observo una correlacion entre los niveles de la DARPP-32
fosforilada y la DARPP-32 total lo cual sugiere la consumicién de la DARPP-32 total
fosoforilada por mecanismos que envuelven al NO (Figura 19). Este podria estd
involucrado en varios mecanismos que tienen lugar en las MSN via PKG, esta proteina
fosforila a la DARPP-32 total y la proteina vuelve a su forma fosforilada (DARPP-32
fosforilada en la Thr-34) (Figura 18, panel A). Ademads, observamos una correlacion
positiva muy significativa entre la NOSn y la expresion de la DARPP-32 fosforilada en
el estriado dorsolateral (Figura 18, panel B). Estos resultados demuestran una
asociacion del estado de fosforilacion de la DARPP-32 y el nimero de células de

NOSn* en el estriado.
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Figura 18: (A) Esquema donde se muestra la accién del NO en las MSNs, donde activa la PKG
y mediante esta via (sGC) fosforila a la DARPP-32 en la Thr-34. (B) Correlacién positiva entre
la DARPP-32 fosforilada vs. nNOS, dénde un aumento de la expresion de la DARPP-32
fosforilada estd asociado con un aumento de las neuronas nNOS* (r* = 0.6552, P= 0.011).
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Figura 19: (A) Correlacion negativa entre la TH vs. nNOS, dénde un aumento de la expresion
de la TH estd asociado con una disminucién de las neuronas nNOS™ (r2= 0.745, P=0.01). (B)

Correlacién negativa entre la DARPP-32 total vs. DARPP-32 fosforilada (r2=0.565, P=0.04).

1.5 EL 7-NI REDUCE LOS NIVELES DE DARPP-32 FOSFORILADA Y
AUMENTA LOS DE DARPP-32 TOTAL EN RATAS LESIONADAS CON 6-

OHDA

Los niveles de proteinas de la DARPP-32 total y la DARPP-32 fosforilada
fueron analizados por Western blot en el estriado de ratas controles, de animales
tratados con 6-OHDA/Vehiculo y el inhibidor del 6xido nitrico, 7-NI. Las bandas de
ambas proteinas (total y fosforilada) fueron localizadas a ~ 32 kDa. En ratas tratadas
con 6-OHDA/7-NI, la DARPP-32 total aument6 de forma significativa con respecto al

grupo 6-OHDA/Veh (ANOVA, post-hoc Newman Keuls, P<0.01) (Figura 20).
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Figura 20: Los valores normalizados con -Actina para la DARPP-32 total fueron comparados
con aquellos valores de los grupos experimentales (Sham y lesionados con 6-OHDA). **
significativo con respecto a los grupos Sham. *** muy significativo con respecto entre los
grupos tratados con 6-OHDA (ANOVA, post-hoc Newman Keuls, P<0.01).

Resultados similares fueron obtenidos por inmunohistoquimica. El efecto
opuesto fue observado en la DARPP-32 fosforilada: esta proteina aumenta de forma
importante en el grupo 6-OHDA/Vehiculo con respecto a los animales controles y el
grupo de animales tratados con 6-OHDA y 7-NI (ANOVA de una via, post-hoc
Newman-Keuls, P<0.01). (Figura 21). Estos datos son coincidentes con aquellos
obtenidos por inmunohistoquimica dando més consistencia a nuestros resultados.
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Figura 21: Valores normalizados con [-Actina para la DARPP-32 fosforilada fueron
comparados con aquellos valores de los grupos experimentales (Shams y lesionados con 6-
OHDA). ** P<0.01 Comparando el grupo 6-OHDA/Veh con respecto al resto de grupos.
(ANOVA, post-hoc Newman Keuls, P<0.01).
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2.

RESULTADOS EN LOS EXPERIMENTOS EN MONOS

2.1. ACTIVIDAD MOTORA DE LOS ANIMALES

Para considerar a un mono en un determinado grupo se esperé al menos un mes,

para que tuviera un estado motor estable. En funcién de estas evaluaciones, los monos

fueron clasificados de la siguiente manera, acorde a su puntacién en la escala de

discapacidad motora:

Grupo Control (n=3): nunca tratados con MPTP y se comportaban de manera
normal. La puntuacién en la escala motora (Herrero y cols., 1993) fue de 0 y la dosis
total de MPTP también fue de 0.

Grupo MPTP (M1-M3): aquellos monos que, tras finalizar el tratamiento con
MPTP y el periodo de estabilizacion, presentaban sintomas y signos parkinsonianos
claros, graves y estables. La puntuacién en la escala de discapacidad motora fue de
12,9 £ 0,9 (Figura 22). La dosis total de MPTP fue de 16.1 £ 7.2 mg (Tabla 2).
Grupo MPTP + L-DOPA (M4-M6): monos que, tras finalizar el tratamiento con
MPTP y el periodo de estabilizacién, presentaban sintomas y signos parkinsonianos
claros y estables. La puntuacion en la escala de discapacidad motora de estos monos
fue de 13,5 + 0,7 (Figura 22). La cantidad de MPTP que recibieron fue de 20,1 +
8,25 mg (Tabla 2).

Grupo MPTP + L-DOPA + 7-NI (M7-M9): monos que, tras finalizar el tratamiento
con MPTP y el periodo de estabilizacién, presentaban sintomas y signos
parkinsonianos evidentes y estables en el tiempo. La puntuacién en la escala de
discapacidad motora fue de 14,01 + 0,6 (Figura 22). La cantidad total de MPTP que

recibieron los monos fue de 17,2 + 11,5 mg. (Tabla 2).
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Figura 22: Evaluacion de la funciéon motora durante la intoxicacion con MPTP de los monos
utilizados para el estudio anatomo-patoldgico. Este gréafico representa la media de la puntacion
de la escala motora (Herrero y cols., 1993) para cada mono y su evolucién desde el maximo
estado parkinsoniano hasta el estado final estable en el momento del comienzo del tratamiento
con levodopa.

2.2 RESULTADOS DEL ESTUDIO CLINICO DE LAS DISCINESIAS CON EL

INHIBIDOR 7-NI

El efecto anti-parkinsoniano de la levodopa fue similar en los 6 monos, tras su
administracion su puntuacién en la escala de discapacidad motora, comparada con la
obtenida cuando alcanz6 su estado estable parkinsoniano, mejor6 de forma significativa.
Sus perfiles discinéticos mostraban un pico de dosis miximo a los 80-100 minutos
finalizando a los 190-200 minutos (Figura 23, panel A). La co-administracién del 7-NI
junto con la levodopa a los tras macacacos (M1, M2 y M3) preservo el efecto
beneficioso del tratamiento con levodopa sin ninguna diferencia significativa en la
escala de discapacidad motora (P>0.05). El inhibidor también disminuyé de manera
importante la intensidad y la duracién de las discinesias, reduciendo el perfil discinético

en mas del 50% (Figura 23, panel B-C). Los andlisis de la evolucion temporal de las
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discinesias y el drea bajo la curva (AUC) mostraban que el 7-NI reducia muy

significativamente las discinesias inducidas por L-DOPA (LIDs) (P<0.001) (Figura 23,

panel D).
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Figura 23: Cada columna representa los datos de cada mono seleccionados para el estudio
clinico de las discinesias (M1, M2 y M3). (A) Perfil discinético de cada mono con y sin el
tratamiento del inhibidor 7-NI. (B) Media de la intensidad de las discinesias inducidas por L-
DOPA. (C) Duracién de las discinesias en minutos y (D) el drea bajo la curva (AUC) de cada
perfil discinético de cada mono. * significativo con respecto al grupo a los monos que han sido
tratados con el inhibidor, 7-NI.

Por su interés clinico desglosamos los resultados y la progresion
comportamental del parkinsonismo en cada uno de los tres primates discinéticos

tratados con 7-NL
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MONO 1 (M1)

Recibié 9 inyecciones de MPTP durante un
periodo de 4.5 meses, desarrollando una
bradicinesia significativa, rigidez y freezing
después de la 3* inyeccion de MPTP.
Después de la 5* inyeccién aparecié el
temblor en reposo en las extremidades
superiores con distonias transitorias en las
extremidades inferiores y en el drea oro-
mandibular que desaparecié después de la 8*
inyecciéon de MPTP. Después de 4 meses del
tratamiento con levodopa  desarroll6
discinesias estables en el tronco, estereotipias
en las manos, posturas disténicas de las
extremidades inferiores y en la cola. Los
movimientos coreicos rapidos aparecieron 10
minutos después de la administracion de
levodopa acabando en 200 minutos, Yy
alcanzando el pico de dosis a los 110-120

minutos con una intensidad de 17/21. Desde

M1
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Figura 24: Perfil, intensidad, duracién

y 4rea bajo la curva del mono 1

la primera administracion de 7-NI, el perfil discinético cambié llegando a ser

significativamente mds breve (finalizando a los 145 min) (P<0.001) (Figura 24, panel

A-C) y alcanzando el pico de dosis a los 60 minutos con una puntuaciéon de 6/21

(P<0.001) (Figura 24, panel B).
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MONO 2 (M2)

Este mono también recibié 9 inyecciones de
MPTP durante 4.5 meses. Desarroll6 rigidez,
bradicinesia severa y un leve temblor en las
extremidades superiores y ocasionalmente en
la cabeza. Observamos en varias ocasiones,
tras la administracion de MPTP, movimientos
anormales de la boca después de las
inyecciones (en forma de masticar chicle).
Después de 4 meses de tratamiento con
levodopa, hubo movimientos coreicos estables
y repetitivos por todo el cuerpo, més evidentes
de manera especial en las extremidades
inferiores, que aparecian a los 10-15 minutos
después de la administracion con levodopa. El
periodo discinético acabd a los 200 minutos,
alcanzando el pico de dosis maximo a los 120
minutos con una intensidad de 14/21. (Figura
25). Desde la primera administracién con 7-

NI, la duracién de las discinesias fue mas corta

(finalizando a los 145 min) (P<0.001) (Figura

25) alcanzando el pico de dosis a los 60 minutos
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Figura 25: Perfil, intensidad,

duracién y drea bajo la curva del

mono 2

con una puntuacién méaxima de 5/21 (P<0.001) (Figura 25).
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MONO 3 (M3)
Este mono recibi6 15 inyecciones de MPTP M3
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Figura 26: Perfil, intensidad, duracién
en el tiempo, de todo el cuerpo completo,

y 4rea bajo la curva del mono 3
especialmente rdpidos en las extremidades,

con los dedos retorcidos o girados. Esto aparecia 10-15 minutos después de la
administracion con L-DOPA acabando a los 200 minutos, y alcanzando el pico de dosis
maximo a los 90 minutos (Intensidad 14/21, Figura 26). Desde la 1* administracion de
7-NI, la duracién de las discinesias fue mas corta (finalizando a los 150 minutos)

(P<0.001) (Figura 26) alcanzando el pico de dosis a los 60 minutos con una puntuacién

méaxima de 8/21 (P<0.001) (Figura 26).
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2.3.  HISTOQUIMICA
2.3.1. Neuronas TH" del mesencéfalo: Grupos dopaminérgicos A9 Y A10

Los grupos dopaminérgicos del mesencéfalo son los que contienen un mayor
nimero de neuronas dopaminérgicas los que han recibido tradicionalmente mas
atencion en la EP. Por ello consideramos interesante su andlisis en nuestro modelo de
parkinsonismo experimental con induccion de discinesias. Para verificar la extension de
la lesion producida por el MPTP, se cuantific6 el nimero de neuronas TH' en todos los

monos utilizados en este estudio.

2.3.1.1 Grupo A9: Sustancia Negra pars compacta

El grupo A9 estd formado por las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Las
neuronas mads rostrales aparecen en la region del hipocampo, nicleo que se va
engrosando en niveles intermedios y se va haciendo cada vez mds lateral hasta
desaparecer, en niveles mds caudales. Realizamos la cuantificacién de las neuronas TH*

para nuestros grupos experimentales (Figura 27).
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Figura 27: Numero de neuronas dopaminérgicas (TH") en el grupo A9 (Sustancia Negra pars
compacta) en los diferentes grupos de monos: Control, MPTP, MPTP + L-DOPA y MPTP + L-

DOPA + 7-NI. *** muy significativo respecto al grupo control (P<0.001). ANOVA una via,
P<0.01, post-hoc Newman-Keuls.

Las neuronas de A9 fueron las mds grandes con respecto a las de la VTA, y
presentaban una alta inmunoreactividad para TH. El nimero de neuronas normalmente
presentes en este grupo celular fue claramente mayor que en el area de la VTA. Se
observo una pérdida significativa del nimero de neuronas de la SNpc en todos los
grupos tratados con MPTP respecto al grupo control.

La cuantificacién del nimero de células y el anélisis estadistico para el grupo de
monos discinéticos tratado con el inhibidor 7-NI, mostré que no habia diferencias
significativas con respecto a los grupos de monos discinéticos no tratados y los tratados
con MPTP dnicamente. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de monos tratados con MPTP y los tratados con MPTP +

levodopa.
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2.3.1.2. Grupo A10: Area Tegmental Ventral (VTA)

No existe un limite preciso entre la SNpc y el VTA, por lo que se establecid
como limite arbitrario una linea vertical antero-posterior (ventrodorsal) que pasaba por
la mitad del nicleo rojo (Figura 28). Las neuronas TH" de la VTA eran mds pequefias
que las de la SNpc, y algunas de ellas presentaban una forma mas alargada, asi como
nicleos mds alargados. En este grupo de neuronas del drea A10 se observd una
disminucioén leve en los todos grupos tratados con MPTP (tanto con levodopa como con

7-NI) con respecto al grupo control sin llegar a ser estadisticamente significativa (Figura

29).

Figura 28: Delimitacion de las regiones para el contaje de neuronas que expresan TH" en las
secciones de mesencéfalo (SNpc y VTA) utilizadas a nivel de la linea vertical antero-posterior
que pasa por la mitad del nicleo rojo.
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A10 (Area Tegmental Ventral)
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Figura 29: Nimero de neuronas dopaminérgicas (TH') en el drea A10 (Area Tegmental
Ventral) en los diferentes grupos de monos: Control, MPTP, MPTP + levodopa y MPTP +
levodopa + 7-NI. No se observaron diferencias significativas entre los distintos grupos
experimentales. (ANOVA de una via, P<0.01).
2.3.2. Medida de la densidad éptica de TH Y DAT en el estriado
2.3.2.1 Medida de la densidad optica en estriado anterior

En el estriado anterior (cabeza del caudado y sus diversas divisiones: DM, DL,
VL y VM), se observé una disminucién muy significativa progresiva y similar de la
expresion de TH y DAT en todos los grupos de monos tratados con MPTP respecto del
grupo control (P<0.001) (Figuras 30 y 31). Esta disminucién de la expresién no fue
revertida por el tratamiento con 7-NI, ni con levodopa, ya que no se observaron

diferencias significativas entre los grupos tratados con MPTP, tanto con levodopa como

con el inhibidor del 6xido nitrico (7-NI).
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Figura 30: Medida de la densidad optica (O.D.) en la cabeza del caudado para fibras
inmunoreactivas TH'. Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP + levodopa y MPTP +
levodopa + 7-NIL. (** P<0.01 y *** P<0.001) expresan el grado de significatividad obtenido al
comparar los valores de cada uno de los grupos respecto al grupo de monos control. hCd =
cabeza del caudado; ac = comisura anterior. (ANOVA una via, P<0.01, post-hoc Newman-

Keuls).
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Figura 31: Medida de la densidad 6ptica (O.D.) en la cabeza del caudado para el transportador
de dopamina (DAT) Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP + levodopa y MPTP +
levodopa + 7-NI. (** P<0.01 y *** P<0.001) expresan el grado de significatividad obtenido al
comparar los valores de cada uno de los grupos respecto al grupo de monos control. hCd =
cabeza del caudado; ac = comisura anterior. (ANOVA una via, P<0.01, post-hoc Newman-
Keuls).

En el putamen de las zonas dorsales (DL y DM) habia una disminucién muy
significativa (P<0.001) progresiva y similar de la inmunotincién para TH y para DAT
en todos los grupos tratados con MPTP con respecto al grupo control. En relacion con el
efecto de 7-NI en la preservacion de fibras dopaminérgicas TH", solamente en la zona
ventro-medial (VM), se observaban diferencias significativas entre el grupo de monos
tratados con MPTP + levodopa y el grupo tratado con MPTP + levodopa + 7-NI

(P<0.01) (Figura 32).
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Figura 32: Medida de la densidad dptica (O.D) en el putamen del estriado anterior para fibras
inmunoreactivas TH'. Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP + levodopa y MPTP +
levodopa + 7-NIL. (** P<0.01 y *** P<0.001) expresan el grado de significatividad obtenido al
comparar los valores de cada uno de los grupos respecto al grupo de monos control. Put =
Putamen; ac = comisura anterior. (ANOV A una via, P<0.01, post-hoc Newman-Keuls).
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Figura 33: Medida de la densidad optica (O.D.) en el putamen del estriado anterior para el
transportador de dopamina (DAT). Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP + levodopa
y MPTP + levodopa + 7-NI. (** P<0.01 y *** P<0.001) expresan el grado de significatividad
obtenido al comparar los valores de cada uno de los grupos respecto al grupo de monos control.
Put = Putamen; ac = comisura anterior. (ANOVA una via, P<0.01, post-hoc Newman-Keuls).

2.3.2.2 Medida de la densidad éptica en estriado posterior

En el caudado posterior, se observdé una disminucién muy significativa
progresiva y similar de la inmunotincién para TH y DAT en todos los grupos de monos
tratados con MPTP respecto del grupo control (P<0.001) (Figuras 34 y 35). No se

observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con MPTP, tanto con

levodopa como con el inhibidor del 6xido nitrico (7-NI).
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Figura 34: Medida de la densidad optica (O.D.) en el cuerpo del caudado del estriado posterior
para fibras inmunoreactivas TH". Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP + levodopa y
MPTP + levodopa + 7-NI. *** P<0.001) expresa el grado de significatividad respecto al grupo
de monos control. BCd = cuerpo del caudado; Put = Putamen; ac = comisura anterior. (ANOVA
una via, P<0.01, post-hoc Newman-Keuls).
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Figura 35: Medida de la densidad 6ptica (O.D.) en el cuerpo del caudado del estriado posterior
para el Transportador de Dopamina (DAT). Se analizaron los grupos control, MPTP, MPTP +
levodopa y MPTP + levodopa + 7-NI. *** P<0.001) expresa el grado de significatividad
respecto al grupo de monos control. BCd = cuerpo del caudado del caudado; Put= Putamen; ac
= comisura anterior. (ANOV A una via, P<0.01, post-hoc Newman-Keuls).

En el putamen de las zonas dorsales (DL y DM) habia una disminucion
significativa y muy similar de la inmunotincién para TH y DAT en todos los grupos
tratados con MPTP. En cambio, en las fibras TH* del grupo de monos tratados con el 7-
NI, solamente en la zona ventro-medial (VM) y en la dorso-medial (DM). A pesar de
que en los grupos tratados con 7-NI existe una tendencia a la recuperacion de las fibras

TH" en las zonas ventromediales y dorsomediales del putamen, este aumento no era

significativo y por tanto no atribuible al efecto del farmaco (Figura 34). Asimismo, este
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efecto no se observa en el grifico de la densidad 6ptica para la DAT en las diversas
areas de estudio (Figura 35).

En resumen, el drea més afectada en los monos era el estriado posterior donde
estaban muy afectadas las dreas del caudado y putamen siendo el nicleo accumbens la

zona donde las fibras dopaminérgicas estaban mds preservadas.

2.4 CORRELACIONES DEL ESTADO MOTOR-HISTOLOGIA

El estado motor evaluado mediante la escala de Herrero y colaboradores (1993)
correlacion6 de forma muy significativa con la pérdida de neuronas TH" en la SNpc
(A9) y con la disminucién de los niveles de D.O. para TH en el estriado anterior. En la
cabeza del caudado (Figura 36, panel A; P<0.001; = 0.8578) y en el putamen (Figura
36, panel B; P<0.001; r’= 0.8369). Para el DAT en la cabeza del caudado tenemos
(Figura 36, panel C; P<0.001; r’= 0.7096) y en el putamen (Figura 36, panel D;

P<0.001; r*= 0.8404) en las diferentes 4reas del caudado y el putamen.
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Figura 36: (A-B) Correlaciones entre el estado motor evaluado con la escala de discapacidad

motora y la densidad 6ptica (D.O.) de la Tirosina Hidroxilasa (TH) y el (C-D) Transportador de
Dopamina (DAT) en la cabeza del caudado y en el putamen del estriado anterior de todos los

monos de nuestro estudio.

También correlacioné de forma muy significativa la pérdida de neuronas TH' en

la SNpc (A9) con la disminucién de los niveles de D.O. para TH en el estriado

posterior. En el cuerpo del caudado (Figura 37, panel A; P<0.001; r’= 0.8578) y en el

putamen (Figura 37, panel B; P<0.001; r’= 0.8369). Para el DAT en el cuerpo del

caudado tenemos (Figura 37, panel C; P<0.001; r’= 0.7096) y en el putamen (Figura 37,

panel D; P<0.001; r’= 0.8404) en las diferentes dreas del caudado y el putamen.
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Figura 37: (A-B) Correlaciones entre el estado motor evaluado con la escala de discapacidad
motora y la densidad 6ptica (D.O.) de la Tirosina Hidroxilasa (TH) y el (C-D) Transportador de
Dopamina (DAT) en la cabeza del caudado y en el putamen del estriado posterior de todos los

monos.

También encontramos una correlacion negativa muy significativa con la pérdida
de neuronas TH* en la SNpc (A9) y la escala de discapacidad motora (P<0.001; r’=
0.8458) (Figura 37). El nimero de neuronas TH" en la regién del VTA no correlacion6

con la escala motora (P=0.2997; ’=0. 1068) (Figura 38).
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Figura 38: Correlacién motora entre el nimero de neuronas TH" en la Sustancia Negra pars
compacta y la escala de discapacidad motora. P<0.001; r’= 0.8458.
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Figura 39: Correlacién motora entre el nimero de neuronas TH" en el drea tegmental ventral
(VTA) y la escala de discapacidad motora. P=0.2997; r’=0.1068.

La disminucién del nimero de neuronas de la SNpc correlaciona a su vez con la
disminucién de los valores de D.O para TH en la cabeza del caudado anterior (Figura

40, panel A; P<0.001; = 0.9518) y en el putamen anterior (Figura 40, panel B;
P<0.001; r’= 0.8783).
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Para el DAT en la cabeza del caudado tenemos (Figura 40, panel C; P<0.001;

’= 0.8892) y en el putamen anterior (Figura 40, panel D; P<0.001; r’= 0.9186).
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Figura 40: (A-B) Correlaciones entre el nimero de neuronas TH' en la SNpc y la densidad

optica (DO) para Tirosina Hidroxilasa (TH) y para el (C-D) Transportador de Dopamina (DAT)
en el estriado anterior de todos los monos.

La disminucién del nimero de neuronas de la SNpc correlaciona a su vez con la
disminucién de los valores de DO para TH en el cuerpo del caudado posterior (Figura
41, panel A; P<0.001; r’= 0.8897) y en el putamen posterior (Figura 41, panel B;
P<0.001; r’= 0.8916). Las correlaciones entre el nimero de neuronas en la SNpc y la
densidad o6ptica para DAT fueron estadisticamente significativas tanto en la cabeza del
caudado (Figura 41, panel C; P<0.001; = 0.8910) como en el putamen (Figura 41,

panel D; P<0.001; = 0.9128) también en la zona del estriado posterior.
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Figura 41: (A-B) Correlaciones entre el nimero de neuronas TH" en la SNpc y la densidad
optica (DO) para Tirosina Hidroxilasa (TH) y para el (C-D) Transportador de Dopamina (DAT)

del estriado posterior de todos los monos.

A modo de resumen se observo que tanto en el caudado como en el putamen de

las zonas mads anteriores y posteriores existen unas correlaciones muy significativas con

respecto a la escala de discapacidad motora. Esto nos indica que todos los monos

tratados con MPTP presentan un grado de afectacién de la via nigroestriatal que

correlaciona con sus alteraciones comportamentales.
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3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA DENERVACION SIMPATICA DEL
CORAZON DE LOS MONOS PARKINSONIANOS.

3.1. EFECTOS DE LOS MONOS TRATADOS CON MPTP Y LEVODOPA
SOBRE LA EXPRESION DE HSP-27 TOTAL Y FOSFORILADA EN EL

CORAZON DE LOS MONOS.

Las proteinas Hsp-27 y Hsp-27 fosforilada en la Ser-82 del ventriculo derecho y
del izquierdo fueron analizadas por Western blot en monos controles y en animales
tratados con MPTP y con MPTP + levodopa. Las bandas que se detectaron para la
proteina Hsp-27 se localizaron a ~ 27 kDa (Figura 41). En animales tratados que
desarrollaron un parkinsonismo (tras tratamiento con MPTP) y tras tratamiento con
MPTP + levodopa el nivel de la Hsp-27 total fue similar en el ventriculo derecho y en el
izquierdo al observado en los grupos controles. Sin embargo, el andlisis de los niveles
de la proteina Hsp-27 fosforilada mostré diferencias significativas en los 2 ventriculos.
En el ventriculo derecho observamos diferencias significativas cuando comparamos el
grupo de monos con MPTP + levodopa con respecto a los otros grupos (Controles y
MPTP tnicamente, P<0.01). En el ventriculo izquierdo también observamos diferencias
significativas cuando comparamos los monos del grupo MPTP + levodopa con respecto

a los otros grupos (P<0.01) (Figura 42).
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Figura 42: Hsp-27 total y fosforilada fue detectada en una banda localizada a 27 kDa. Los

niveles de Hsp-27 fosforilada en Ser-82 en el grupo de animales tratados con MPTP+L-DOPA

fueron diferentes en ambos ventriculos compardndolos con los otros grupos. **P<0.01 grupo

MPTP+L-DOPA vs. otros grupos.

3.2. EFECTOS SOBRE LA EXPRESION DE LA TH TOTAL Y LA TH
FOSFORILADA EN EL CORAZON DE MONOS TRATADOS CON MPTP

Y LEVODOPA.

Llevamos a cabo el andlisis de la TH total (banda localizada a 62 kDa) y de su
forma fosforilada en la Ser-40 (banda localizada a 65 kDa) en el ventriculo derecho e
izquierdo para determinar el efecto de la severidad del parkinsonismo en los monos
tratados con MPTP y con MPTP mas levodopa. En el ventriculo izquierdo observamos
una disminucién significativa de la TH total en el grupo de monos tratados con MPTP
con respecto a los controles (P<0.01), la cual era mayor y estadisticamente significativa
frente a ambos grupos tras el tratamiento con levodopa (P<0.001). En el ventriculo
derecho la dindmica de expresion de la TH total sigue una tendencia similar a lo
observado para el ventriculo izquierdo aunque no es estadisticamente significativo. Tras
analizar la TH total, examinamos también su forma fosforilada en la Ser-40 la cual

igualmente se expresa en el corazén del monos. En el ventriculo derecho, observamos
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un aumento significativo de la forma fosforilada en los monos tratados con MPTP con
respecto al resto de los grupos (P<0.01) (Figura 43). En el ventriculo izquierdo,
también encontramos un aumento muy significativo de la TH fosforilada en la Ser-40
tras el tratamiento con MPTP con respecto al grupo control de animales (P<0.001), el
cual también era significativo aunque en menor medida (P<0.01) tras el posterior

tratamiento con levodopa (Figura 43).
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Figura 43: La TH total y la TH fosforilada en la Ser-40 fueron detectadas en una banda
localizada a 65 kDa. Los niveles de expresiéon de la TH total fueron significativos en el
ventriculo izquierdo mientras que la expresion de la forma fosforilada vari6 en ambos
ventriculos con el tratamiento. (** P<0.01 y *** P<0.001 expresa el nivel de significatividad
estadistica en el andlisis de los grupos tratados frente al grupo control; * P<0.05 expresa la
diferencia significativa observada entre el grupo tratado con MPTP y el grupo tratado con
MPTP + levodopa.
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3.3. ACTIVACION DE LA COMT DESPUES DEL TRATAMIENTO CRONICO

CON MPTP Y LEVODOPA EN AMBOS VENTRICULOS CARDIACOS.

La expresion de la proteina catecol-o-metiltransferasa (COMT) se realizé por
Western Blot. Identificamos la presencia de dos bandas aproximadamente de 30 y 25
kDa, respectivamente. Basdndonos en los tamafios y en la abundancia relativa, la
subunidad unida a la membrana (MB-COMT) es la banda de 30 kDa y la banda de 25
kDa representan la subunidad soluble (S-COMT) (Figura 44). Los andlisis cuantitativos
mostraron un incremento no significativo en la expresién de la subunidad S-COMT en
los 2 ventriculos del corazén de los monos. En cambio, observamos un aumento
significativo en la expresion de la subunidad MB-COMT en el ventriculo derecho de los
animales tratados con MPTP + levodopa comparado con el grupo control de animales
(P<0.05). Ademds, en el ventriculo izquierdo, observamos un aumento muy
significativo en la expresion de la subunidad MB-COMT del grupo de animales tratados
con MPTP + levodopa comparado con los grupos controles (P<0.001), que era menor
pero igualmente estadisticamente significativo en el grupo tratado tnicamente con

MPTP con respecto a los controles (P<0.05) (Figura 44).
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Figura 44: Andlisis cuantitativo de los niveles de la proteina COMT en el ventriculo derecho y
en el ventriculo izquierdo. El andlisis de la sub-unidad S-COMT no mostré diferencias
significativas en ninguno de los ventriculos. En cambio en la MB-COMT observamos un
aumento significativo en el VD del grupo tratado con levodopa con respecto al grupo control.
Ademds en el VI, se observa un importante aumento en la expresiéon de MB-COMT del grupo
MPTP + levodopa con respecto al grupo control y en los monos intoxicados con MPTP con
respecto al grupo control. (*P<0.05, **P<0.01 y *** P<(0.001 con respecto al grupo control).
RV = Ventriculo derecho; LV = Ventriculo izquierdo.

3.3.1. Analisis mediante HPLC del efecto de la administracion de MPTP y MPTP
junto a levodopa sobre el turnover del metabolismo noradrenérgico.

Las concentraciones de noradrenalina (NA), normetanefrina (NMN) asi como su
turnover (ratio estimado entre NMN/NA) fueron medidas tanto en el ventriculo derecho
como en el izquierdo en monos controles, en monos tratados con MPTP y en monos
tratados con MPTP + levodopa. El andlisis de las concentraciones de la NA (ng/g) en

los dos ventriculos mostré una disminucién no significativa en los monos
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parkinsonianos tratados con MPTP y con MPTP + levodopa con respecto a los controles
(P>0.05) (Figura 45 y 46). En la concentraciéon de la NMN observamos diferencias en
los 2 ventriculos. En el derecho, la concentraciéon de NMN (ng/g) fue significativamente
muy superior en los monos tratados con MPTP + levodopa cuando los comparamos con
el grupo de monos tratados con MPTP tnicamente (P<0.01). En cambio, también
observamos un descenso significativo en la concentraciéon de la NMN cuando
comparadbamos los animales tratados con MPTP con animales controles, pero no con los
tratados con levodopa (P<0.05). El turnover de NA estaba significativamente
aumentado en el grupo de monos MPTP + levodopa con respecto a los grupos tratados
con MPTP (P<0.001 en VD; P<0.05 en VI) y a los monos controles (P<0.01 en VD;

P<0.05 en VI) (Figura 45 y 46).
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Figura 45: La NA (ng/g) no se veia afectada por el tratamiento en el ventriculo derecho del
corazon de los monos, en cambio, al medir los niveles de NMN observamos un descenso
significativo cuando compardbamos el grupo de monos tratados con MPTP con respecto al
control. El grupo tratado con levodopa experimentaba un aumento significativo con respecto al
control. El ratio NMN/NA disminuyd en el grupo MPTP y aument6 de forma significativa en el
grupo de animales tratados con levodopa. * significativo con respecto al grupo control. +
significativo con respecto al grupo control. # significativo con respecto al grupo tratado
unicamente con MPTP.
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NA (ng/g)
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Figura 46: Las concentraciones de NA (ng/g) en el ventriculo izquierdo del corazén mostraban
un descenso no-significativo en los grupos MPTP y en los MPTP + levodopa. En cambio, al
medir los niveles de NMN observamos un aumento muy significativo cuando compardbamos el
grupo de monos tratados con MPTP y levodopa con respecto al control. La ratio NMN/NA
disminuy6 en el grupo MPTP y aument6 de forma significativa en el grupo de animales tratados
con levodopa. * significativo con respecto al grupo tratado con MPTP. # muy significativo con

respecto al grupo control.
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1. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los signos cardinales de la EP se ponen de manifiesto cuando el déficit
dopaminérgico estriatal es de aproximadamente un 70 % y la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc es de un 50% (Fearnley y Lees, 1991). Este importante
déficit bioquimico se asocia usualmente con leves signos motores, localizdndose en una
zona concreta del cuerpo, por ejemplo, en forma de torpeza en la movilizacién de una
mano o temblor en una pierna. Por tanto, el cerebro debe contar con importantes
mecanismos capaces de compensar el déficit durante la fase pre-sintomatica del proceso
e incluso en los momentos posteriores al diagndstico. En los afios inmediatamente antes
y después del diagnéstico de la EP, el proceso neurodegenerativo en la SNpc tiene su
fase mds acelerada, siguiendo un curso exponencial de pérdida celular (Bruck y cols.,
2009; Hawkes, 2008; McGeer y cols., 1988). Los cambios celulares y los circuitos
neuronales implicados y que sustentan los mecanismos que compensan el déficit de DA
todavia no estén bien definidos, para su estudio uno de los modelos del que disponen los
investigadores es el tratamiento con MPTP. Es ampliamente conocido que la
administracion del MPTP a primates no humanos induce el desarrollo de los sintomas
caracteristicos de la EP y reproduce sus principales alteraciones histolégicas (Burn y
cols., 1983; Jenner y cols., 1984; Perez-Otano y cols., 1994; Bezard y cols., 1997). Sin
embargo, una de las limitaciones mas importantes de este modelo es el aparente carédcter
“no progresivo” que produce la administracion de MPTP y que contrasta con la
evolucion progresiva de la EP.

Distonias: Nos ha llamado mucho la atencién el fenémeno de las distonias

transitorias producidas por la administraciéon crénica con MPTP en los monos que han
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aparecido en dos de nuestros animales. Concretamente se produjeron al término de la 5°
dosis de MPTP y se localizaron principalmente en los miembros inferiores y en el drea
oro-mandibular. Estas desaparecieron después de la 8° dosis de MPTP. Este fendmeno
no esta descrito en la literatura en este modelo de parkinsonismo bilateral con MPTP via
intravenosa (i.v.), pero en cambio si esta descrito para el modelo de hemi-
parkinsonismo con MPTP por via intracarotidea en babuinos y en macacos (Tabbal y
cols., 20006).

En el modelo utilizado con la rata lesionada con 6-OHDA en el estriado, hemos
desarrollado un modelo de déficit dopaminérgico lento y progresivo que nos permita el
estudio para evaluar nuevas moléculas biologicas con potenciales acciones
neuroprotectoras como el inhibidor del NO, el 7-NI y nos ayude a comprender los
eventos celulares y moleculares de la EP.

Tratamiento con levodopa: La levodopa contintia siendo el tratamiento de
eleccion en la EP. En la presenta tesis se presentan y se discuten las bases que explican
el principal mecanismo farmacoldgico y que permiten entender su éxito terapéutico: el
reemplazo de dopamina. Asimismo, en nuestro trabajo se cuestiona el porqué de la
generacion de sintomatologia colateral durante el tratamiento por reemplazo,
principalmente las discinesias, y se citan algunas propuestas farmacolégicas que, con
base en hallazgos experimentales recientes, contribuirian a mejorarla y a entenderla
mejor.

Ademds, en nuestro estudio aportamos como hallazgo novedoso que un
inhibidor del oxido nitrico, concretamente el 7-NI, provoca una disminuciéon de las
discinesias inducidas por la administracién crénica de levodopa en primates no
humanos, ademds de ejercer un efecto neuroprotector de la via nigroestriatal en ratas

lesionadas con 6-OHDA (Yuste y cols., 2012).
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También proponemos un posible mecanismo bioquimico, en donde incluimos las
proteinas DARPP-32 total y fosforilada, donde estd involucrado el NO y que modula
ambas condiciones basales y de parkinsonismo.

Denervacién simpdtica cardiaca: Junto a la disfuncién secundaria a la

administraciéon de MPTP producida principalmente en la red de circuitos en los ganglios
basales, también observamos que estéd significativamente afectada la funcion simpética
(adrenérgica) miocardica de los monos parkinsonizados y tratados con levodopa. Este
hallazgo es muy novedoso ya que apenas existen trabajos en la literatura que describan
este fendmeno en los primates no humanos (Goldstein, 2010) y en humanos (Wong y
cols., 2012). Para poder medirlo hemos utilizado una serie de marcadores bioquimicos
(TH, Hsp-27 y la COMT) para ver el grado de afectacion y su posible implicacién con
el tratamiento farmacolégico con Madopar® en los monos tratados crénicamente con
MPTP.

En esta Tesis Doctoral se ha demostrado, mediante evaluaciones continuadas de
la conducta motora en monos, que la administracion repetida de un inhibidor del NO (7-
NI) junto con la administracion crénica de la levodopa permite reducir en més de 40%
la intensidad, duracidn, y el tiempo de las discinesias que se producen en el modelo
animal ensayado de parkinsonismo experimental con primates no humanos. Ademads
también se ha comprobado el efecto neuroprotector producido por el 7-NI en el modelo
de la rata lesionada con 6-OHDA. Asi, se ha puesto en evidencia mediante diferentes
técnicas como el Western Blot, HPLC, inmunohistoquimica y diversos tests
comportamentales que el NO esta implicado en el desarrollo de estas discinesias en los
diversos modelos de animales de parkinsonismo ensayados en este trabajo, tanto con

ratas como con primates no humanos.
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2. DISCUSION DE LOS METODOS

2.1 VALIDEZ DEL MODELO DE LA 6-OHDA EN LAS RATAS

La administraciéon de 6-OHDA en el estriado de la rata induce una degeneracion
estdtica, rdpida y casi completa de las neuronas DA de la SN (Zuch y cols., 2000). A
diferencia de otros modelos, como la administracion sistémica de MPTP, presenta una
serie de ventajas: i) la prueba rotacional inducida farmacoldgicamente permite
demostrar qué animales se encuentran verdaderamente lesionados; ii) se pueden
observar los cambios neuronales plasticos compensatorios en la via DA nigroestriatal
contralateral al lado lesionado; y iii) posibilita utilizar al mismo animal como sujeto
enfermo (via DA lesionada) y como sujeto control (via DA indemne) siendo mads
representativos los potenciales efectos neuroprotectores de las nuevas drogas (Zheng y
cols., 2006; Aguiar y cols., 2005).

La degeneraciéon neuronal con 6-OHDA también difiere sustancialmente de la
que ocurre en la EP (donde la pérdida neuronal es lenta y progresiva). Por ello, en los
ultimos afios esta siendo utilizando como modelo de degeneracion neuronal DA la
inducida por la inyeccion estriatal de 6-OHDA, que es el que se ha utilizado en este
trabajo de Tesis. La inyeccion estriatal unica de 6-OHDA (24 pg) o en infusion continua
produce atrofia y degeneracion lenta y progresiva de las neuronas DA de la SN
homolateral (Aguiar y cols., 2005). Esta disfunciéon dopaminérgica se asocia con un
trastorno de la deambulacién en la rata que muestra algunos puntos coincidentes con los
trastornos de la marcha que se presentan en la enfermedad de Parkinson idiopéatica

(Doan y cols., 2008).
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Este modelo resulta muy interesante por varias razones: en primer lugar
representaria un modelo de EP en un estadio inicial de la enfermedad ya que la pérdida
neuronal que se obtiene oscila entre un 60-70%; asimismo, de acuerdo a la dosis de 6-
OHDA inyectada en el estriado, permite obtener una lesién parcial nigroestriatal
(Roedter y cols., 2001; Kirik y cols., 1998) y, por tanto, puede ser el modelo ideal a
utilizar para el estudio del efecto neuroprotector de determinadas sustancias como el 7-
NI, utilizado en esta Tesis Doctoral.

Se ha demostrado un efecto neurotéxico de la 6-OHDA inyectada en el estriado
directamente proporcional a la concentracion de la misma administrada. Asi, Roedeter y
colaboradores, empleando un modelo consistente en 4 microinyecciones de 5 pl cada
una, encontraron una deplecion estriatal del 35% al 70% (Roedter y cols., 2001),
mientras Kirik y colaboradores con pautas de 2, 3 y 4 microinyecciones de 6-OHDA de
7 ul cada una obtuvieron lesiones estriatales en torno al 50-80% (Kirik y cols., 1998).
En nuestro estudio, cuyo propdsito era simular lo mds fehacientemente posible los
estadios iniciales de la EP, indujimos lesiones poco agresivas a nivel estriatal por lo
que empleamos concentraciones relativamente bajas de 6-OHDA para lo que realizamos
2 micro-inyecciones intraestriatales de 2 pl cada una (un total de 4 pl), una dosis
relativamente baja en funcion de lo que encontramos en la literatura.

Por ultimo, el hecho de que la inyeccién estriatal de 6-OHDA induzca
degeneracion progresiva de las neuronas DA de la SN apunta la posibilidad de que en la
EP la degeneracion primaria ocurra a nivel de las terminales dopaminérgicas estriatales
y secundariamente exista una degeneracion retrograda de las neuronas DA de la SN
(Yuan y cols., 2005). Esta hipétesis es apoyada por el hecho de que neurotoxinas

dopaminérgicas como 6-OHDA y MPTP, cuando se administran por via sistémica o
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intraventricular (estereotdxica) resultan mds toxicas sobre las terminales DA que sobre

el soma neuronal (Schwarting y Huston, 1997; Lee y cols., 1996).

2.2 TEST COMPORTAMENTALES EN LAS RATAS: EBST

Un test adicional que realizamos en nuestro trabajo fue el elevated body swing
test (EBST) para verificar la lesion parcial en el estriado y evitar los posibles efectos
comportamentales de sensibilizacion ante repetidas inyecciones de apomorfina
(Blandini y cols., 2007). Este test estd bien descrito en la literatura por Borlang y
Sanberg (Borlongan y Sanberg, 1995) y se realizé 15 dias después del test rotatorio de
la apomorfina. Nosotros lo utilizamos de complemento como test libre de drogas junto
con el test de la apomorfina. Este tindem de test (Apomorfina y EBST) fue un gran
acierto ya que podiamos medir el grado de lesion producido por la 6-OHDA por dos
vias diferentes y sin que se solapasen en el tiempo. Ademds, como ha sido comentado
anteriormente, con el EBST evitdbamos la sensibilizaciéon a las inyecciones con
apomorfina en donde en algunos trabajos del mismo 4rea han sido duramente criticados

(Armentero y cols., 2006).

23 PROTOCOLO DE INTOXICACION CON MPTP Y EVALUACION

MOTORA DE LOS MONOS

La intoxicacién con MPTP en el mono es probablemente el modelo mads
relevante que existe en la actualidad para estudiar la clinica de la EP (Fox y Brotchie,
2010). Este modelo no solo replica la muerte de las neuronas dopaminérgicas y la

consecuente deplecion estriatal de DA, sino que también reproduce la casi totalidad de
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los sintomas motores que se ponen de manifiesto en la EP. Una de las mayores
limitaciones del modelo del mono con MPTP, es hasta ahora, la dificultad que existe en
reproducir la pérdida gradual de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc y la
correspondiente aparicion progresiva de los sintomas motores, tal y como ocurre en la

EP (Jakowec y Petzinger, 2004; Selikhova y cols., 2009).

2.3.1. Protocolos y susceptibilidad individual

Se han desarrollado numerosos protocolos de intoxicacion con el fin de replicar
esta progresioén. Sin embargo, la mayoria de ellos tienen importantes limitaciones,
esencialmente relacionadas con la farmacocinética y el mecanismo de accién del téxico
(Bezard y cols., 1997b; Ding y cols., 2008; Hantraye y cols., 1993; Taylor y cols.,
1997). E1 MPTP y sus metabolitos no son excretados totalmente hasta tres dias después
de su inyeccion (Przedborski y cols., 2001; Schintu y cols., 2009) y los sintomas
motores post-intoxicacion pueden no aparecer hasta 3-4 dias después de la misma
(Pessiglione y cols., 2004; Schintu y cols., 2009), complicando el andlisis y la relacién
dosis-respuesta. Con administraciones diarias, la acumulacién de MPP" lleva a una
infraestimacion de los sintomas producidos por cada dosis y conduce a que el estado
motor continie empeorando, incluso una vez que la intoxicaciéon ha terminado
(Johnston y cols., 2010).

El intervalo de tiempo entre las inyecciones, llevado a cabo en nuestro protocolo
de estudio, permitié un control mucho mayor de la gravedad de intoxicacion sistémica
del cuadro motor, de tal manera que era mds sencillo evaluar su actividad motora en los
monos y observar su clinica de forma mds tranquila percibiendo todo tipo de detalles
que nos han sido de gran utilidad para estudiar después su postmortem. Ademds, cuando

estos sintomas parkinsonianos eran muy evidentes los monos se mantenian largo tiempo
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con estos sintomas estables antes de comenzar con el tratamiento con la levodopa. En
conjunto, esta pauta de administracion consigue distinguir con mayor nitidez entre
diferentes grados de alteracion motora evaluados con nuestra escala de discapacidad
motora. La posibilidad de evaluar los sintomas tras cada inyeccion individual es
fundamental para la elaboraciéon de un modelo progresivo (Przedborski y cols., 2001).
Asimismo, al igual que en los humanos (Borm y Van Vliet, 1988; Tetrud y cols.,
1989), la susceptibilidad individual de los sintomas es muy variable entre los diferentes
animales (primates no humanos), incluso usando el mismo protocolo de intoxicacién
(intervalo, cantidad, mismo nimero de dosis, etc.) (Eidelberg y cols., 1986; Elsworth y
cols., 2000; Taylor y cols., 1997). Ademds, existe una cierta recuperacion motora
espontdnea en alguno de los monos que son intoxicados con MPTP, también variable en
cuanto a intensidad y curso temporal con que evoluciona (Mounayar y cols., 2007;
Taylor y cols., 1997). En algunos protocolos de intoxicacién aguda se han inyectado
dosis de 0.4-0.5 mg/Kg durante 5 dias, produciéndose un amplio rango de gravedad de
los sintomas, desde la estabilizacién de los mismos a casi una recuperacion total
(Eidelberg y cols., 1986; Elsworth y cols., 2000; Taylor y cols., 1997) que puede estar
en relacion con la maxima gravedad alcanzada (Taylor y cols., 1997). También se ha
descrito que la edad y el sexo de los animales es un factor que puede influir en su
recuperacion (Degryse y Colpaert, 1986; Ovadia y cols., 1995) aunque existen otros
estudios que afirman que, aunque la edad influye en el nimero de dosis necesarias para
conseguir un parkinsonismo clinico estable, no influye en su posible recuperacién’. Sin
embargo, desde el punto de vista experimental, esta caracteristica del modelo abre
oportunidades muy interesantes para su estudio. En este trabajo de Tesis Doctoral se

inyectaron dosis bajas de MPTP (0.3 mg/Kg) a intervalos de 15 dias. Otros trabajos

1 ., .. . ., .
Por recuperacién nos estamos refiriendo a una cierta mejoria en las capacidades motoras del
animal después de estar un tiempo sin administrarle MPTP.
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previos han usado también la misma pauta de dosis que seguimos nosotros en la tesis
(Masilamoni y cols., 2011; Bezard y cols., 2001; Barcia y cols., 2004) durante un
periodo de tiempo de entre 1 ¢ 2 semanas entre cada inyeccion de MPTP. De esta

manera conseguimos un modelo progresivo de la EP en nuestros animales.

2.3.2. Evaluacion del parkinsonismo

Para evaluar el grado de parkinsonismo, se utilizd la escala de discapacidad
motora disefiada en la Universidad de Navarra (Herrero y cols., 1993) que valora los
principales sintomas del parkinsonismo inducido por MPTP. Ademds, todas las
observaciones coincidieron con una segunda evaluacion ciega realizada por 5 miembros
del grupo de investigacidén con amplia experiencia en primates no humanos, por lo que
se puede concluir que la clasificacion de los monos en los diferentes grupos de
afectacion motora fue fiable. No obstante, se disponen de videos de cada uno de los
animales en diferentes momentos y estadios que permite corroborar y analizar de nuevo

su estado motor si asi fuese preciso.

2.3.3. Distonias

Cabe destacar que de nueve monos que fueron intoxicados con MPTP por via
intravenosa, dos de ellos desarrollaron distonias transitorias en los miembros inferiores
después de la 7* dosis de MPTP. Este fendmeno ha sido muy poco descrito en la
literatura y siempre en un modelo de hemiparkinsonismo en babuinos y macacos
intoxicados con MPTP por la carétida interna (Perlmutter y cols., 1997; Tabbal y cols.,
2006) por lo que adquiere gran importancia nuestro hallazgo dado que es la primera vez

que se demuestra la existencia de estas distonias en un modelo bilateral, ya que no
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hemos encontrado en la literatura descripciones de esas distonias focales en este modelo

bilateral de parkinsonismo inducido por MPTP via sistémica.

24 PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DE LA LEVODOPA Y

EVALUACION DE LAS DISCINESIAS

Seis de los 12 monos fueron tratados de manera crénica con Madopar® durante
aproximadamente 4 + 0.6 meses. La pauta de tratamiento seguida en nuestro protocolo
fue similar a la descrita en la literatura en los trabajos del grupo de investigacion de
Teresa Di Paolo (Morin y cols., 2012; Riahi y cols., 2011; Grégoire y cols., 2011;
Ouattara y cols., 2010)*. Existen otros trabajos donde la pauta de administracién de la
levodopa es de 2 capsulas diarias pero con unas dosis del fairmaco menores (20-40
mg/kg de levodopa y 5-10 mg de benserazida) (Pearce y cols., 2001), o incluso
utilizando otros inhibidores de la levodopa descarboxilasa en vez de la benserazida
como puede ser la carbidopa o L-a-metil-DOPA (L-AMD) (Tayarani-Binazir y cols.,
2010).

La carbidopa o la benserazida se administran simultaneamente con cada dosis de
levodopa. Esto supone que, al inicio, la inhibicién de la actividad de la DOPA
descarboxilasa (DDC) se produce con la suficiente rapidez para evitar el metabolismo y
la inhibicién de la levodopa periférica que persiste durante un cierto tiempo en el medio
(Pinder y cols., 1976). La vida media plasmatica (t;,) de la carbidopa y la benserazida
es aproximadamente de 2,5 horas y esto se correlaciona con el grado de inhibicién de

actividad de la descarboxilasa (Lieberman y cols., 1975; Korten y cols., 1975).

* El protocolo de administracién fue de una tnica dosis diaria de una cépsula (via oral) que
contenfa 100 mg de levodopa y 25 mg de benserazida.
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En el tratamiento sintomdtico de la EP, tanto la carbidopa como la benserazida
se utilizan cominmente junto con la levodopa en la misma proporcion fija de 1:4
(Tayarani-Binazir y cols., 2010). Estudios clinicos realizados hace mas de 20 afios no
mostraron ninguna diferencia significativa global entre el beneficio clinico de los dos
inhibidores de la DDC (carbidopa o benserazida) (Marsden y cols., 1973.; Admani y
cols., 1985). Sin embargo, el aumento de los niveles plasmaticos de levodopa era mayor
cuando se administraba junto con benserazida compardndolo con su efecto al
coadministrarlo con carbidopa (aunque las dosis de los inhibidores de la DDC utilizados

pudieron no haber sido las mismas) (Hagan y cols., 1980).

2.4.1. Escalas de analisis de las discinesias

La escala para evaluar la severidad de las discinesias en los primates no
humanos que hemos utilizado en nuestro trabajo esta bien descrita en la literatura (Hadj
Tahar y cols., 2004)’. Existen evidencias de otras escalas para evaluar las discinesias en
macacos que son muy similares a la utilizada por nosotros, evaluando cada 30 min sobre
grabaciones hasta la finalizacion del experimento oscilando los valores de alteracion
discinética entre 0 y 4 (Hill y cols., 2003; Savola y cols., 2003). Nosotros llevamos a
cabo una doble evaluacidn, por una parte tras la administracion del fairmaco llevdbamos
a cabo una valoracién “in vivo” o directa, por personal entrenado de nuestro laboratorio,
que podia ser corroborada posteriormente por una valoracion indirecta fruto de la
grabacion diaria de todo este proceso, esta doble valoracion tuvo lugar durante todo el

periodo de tiempo que durd el tratamiento hasta el dia de su sacrificio.

? Se realizaba cada 30 minutos durante un periodo total de 200 minutos. Los valores oscilaban
desde 0 a 3. Abarcaba distintos segmentos del cuerpo: la cara, el cuello, el tronco, los miembros
superiores y los miembros inferiores.
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3 DISCUSION DE RESULTADOS
3.1 TESTS COMPORTAMENTALES EN LAS RATAS
3.1.1 Evaluacion del comportamiento rotatorio

Para determinar el éxito de la denervacidon parcial estriatal las ratas fueron
inyectadas con apomorfina 15 dias después de la lesién con 6-OHDA. Este protocolo
estd muy bien descrito en la literatura dando un intervalo de entre 7 y 21 dias para
cuantificar el nimero de rotaciones contralaterales (Padovan-Neto y cols., 2009; Moroz
y cols., 2004; Belforte y cols., 2001).

En nuestro trabajo solamente las ratas que exhibieron mds de 15 rotaciones
contralaterales a la lesiéon en 45 minutos fueron incluidas en el estudio histolégico
(Yuste y cols., 2012). En otros trabajos se ha descrito en la literatura diferentes limites
entre el nimero de rotaciones y el grado de la lesion producida por la toxina (Walker y
cols., 2012; Walker y cols., 2010).

Otro posible test farmacoldgico para evaluar el comportamiento rotatorio de las
ratas después de la lesion con 6-OHDA es el test de la anfetamina, en donde se miden
las rotaciones ipsilaterales a la lesién, no contralaterales como la apomorfina, y se
realiza a las 3 semanas después de realizar la lesion con cirugia estereotdxica (Walker y

cols., 2010).

3.1.2 Elevated Body Swing Test
Este test adicional lo hicimos 15 dias después del test rotatorio de la apomorfina.
Los resultados que obtuvimos fueron muy similares a los encontrados en la literatura

(Baluchnejadmojarad y Roghani, 2004).
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Las ratas realizaron mds giros hacia la izquierda (lado contralateral de la lesion)
en torno a un 25-30 % mds con respecto a las ratas controles. De estos resultados
podemos concluir varias cosas: 1) el EBST es un test valido y libre del efecto de drogas
para cuantificar la lesiéon de la 6-OHDA en el modelo de la rata y i1) de acuerdo con
anteriores estudios descritos en la literatura (Borlongan y Sanberg, 1995; Roghani y
cols., 2002) la direccién del comportamiento oscilante tomada por las ratas con lesiones
estriatales corresponde con la direccién contralateral inducida por apomorfina en el test

de comportamiento rotatorio.

3.2 TEST COMPORTAMENTALES EN LOS PRIMATES NO HUMANOS
3.2.1 Datos de la escala de discapacidad motora

En los primates no humanos y para evaluar el grado de incapacidad de cada
mono tratado con MPTP se utilizé la escala de Herrero y colaboradores (Herrero y cols.,
1993) que fue desarrollada en la Universidad de Navarra y en donde nuestro grupo tiene
una dilatada experiencia con ella. Existen otras escalas bien descritas también en la
literatura para evaluar el grado de afectacion motora como son la de Imbert, Kurlan,
Papa y la Canadiense (Imbert y cols., 2000). Todas ellas presentan diferentes items y
puntaciones para evaluar a los monos parkinsonianos.

A todos estos monos se les grabé continuamente durante todo el tratamiento con
MPTP tanto a las pocas horas de la inyeccién como semanas después para estudiar su
evolucion clinica a lo largo del tiempo (Chassain y cols., 2001). Se les pasaba la escala
de discapacidad motora 1 vez por semana (Herrero y cols., 1993), ademds de cuando
estaban en la jaula a las pocas horas de inyectar el MPTP. 9 monos fueron tratados con

MPTP y su comportamiento clinico fue muy similar a excepcién del mono 9 (M9) el
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cual a partir de la 3* inyeccién de MPTP se puso muy grave y decidimos interrumpir el
tratamiento para que no muriera (Figura 47).

Este fenémeno se debié a que cada mono tiene una diferente susceptibilidad al
MPTP, y el M9 expresé una susceptibilidad muy alta. Sin embargo, otros monos (M1 y
M?2) presentaron una susceptibilidad al MPTP fue mucho menor, necesitando unas 14 +
2,3 dosis de MPTP, pero al final todos ellos alcanzaron un umbral medio de
parkinsonismo similar.

Asi, tras 30 semanas de tratamiento con MPTP, el resto de monos alcanzé el
umbral de los 10 puntos (medio-severo) en la escala de discapacidad motora

observdndose un sindrome clinico parkinsoniano muy similar entre ellos.

20+
M1

M2
-+ M3

M4
-~ M5
M6
M7
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t

Escala de discapacidad motora
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Semanas después de las inyecciones con MPTP

Figura 47: Escala de discapacidad motora de los 9 monos tratados con MPTP durante las 30
semanas de tratamiento.

Todos los monos al finalizar el tratamiento con el MPTP, y antes de comenzar el

tratamiento con levodopa, presentaban bradicinesia muy marcada, inestabilidad
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postural, temblor de accién y disminucidn significativa de la actividad espontdnea muy

evidente ante el estimulo alimenticio.

3.2.2 [Escala de las discinesias en los monos

Tras estabilizar el sindrome parkinsoniano durante un minimo de 2 semanas se
comenzd el tratamiento cronico con Madopar® (100mg levodopa + 25 mg benserazida)
en 6 de los animales parkinsonizados hasta que desarrollaron discinesias estables en el
tiempo durante aproximadamente 4 + 0.6 meses. La escala que utilizamos para evaluar
las discinesias desarrolladas por los monos fue la del grupo de investigacién de Di
Paolo y colaboradores donde evaluaban por segmentos corporales (cara, cabeza, cuello,
miembros superiores y miembros inferiores) el efecto de la levodopa (Hadj Tahar y
cols., 2004). A los primeros dias del tratamiento los monos no desarrollaron discinesias
hasta que pasaron aproximadamente unas 2 semanas donde algunos de los monos (M1 y
M4) comenzaron a realizar algunos movimientos involuntarios en la primera hora de
efecto de la administracién de levodopa. Después de 2 meses de tratamiento el resto de
los monos desarrollaron discinesias estables y mantenidas a lo largo del tiempo después
de cada administracion de levodopa (Figura 48).

Hay que destacar también la presencia de distonias en los miembros inferiores
de 3 monos durante el periodo que fueron tratados con levodopa, ademds de trastornos
del suefo-vigilia que eran muy evidentes. Algunos de estos monos dormian por el dia y
estaban despiertos por la noche. Estos efectos no motores no han sido analizados en
este estudio aunque se han observado con el estudio comportamental. Este fendmeno

también se ha descrito en la clinica de la EP con los humanos (Verbaan y cols., 2008).
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Figura 48: Puntuacién de discinesias durante los dias de tratamiento con levodopa en los 6
monos parkinsonizados con MPTP.

3.3 EFECTO NEUROPROTECTOR SOBRE EL ESTRIADO MEDIANTE

LA ADMINISTRACION DE 7-NI

Nuestros resultados muestran como dos micro-inyecciones unilaterales
intraestriatales de 6-OHDA en ratas produjeron una pérdida significativa de fibras TH"
en el estriado y una disminucién del nimero de neuronas en la SNpc (Yuste y cols.,
2012). El grupo de Yuan y colaboradores analizan dos grupos experimentales con
lesiones en el haz prosencefdlico medial y en el estriado, obteniendo resultados
histolégicos con la TH en el estriado muy similares a los encontrados en nuestro trabajo
(Yuan y cols., 2005). Sin embargo, ellos no analizaron el descenso del nimero de
neuronas dopaminérgicas en la SN. Ademds, la concentracién de 6-OHDA que ellos
utilizaron fue sensiblemente mds elevada que en nuestro trabajo, el grupo de Yuan y
colaboradores utilizaron una concentracion de 6-OHDA de 4 pg/ul y nosotros de 2

pg/ul. En los grupos de ratas lesionadas con 6-OHDA y tratadas con el inhibidor de
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NOS, 7-N1, hay una menor pérdida de fibras neuronales y del nimero de neuronas en el
estriado y en la SNpc, sugiriéndonos un efecto neuroprotector del inhibidor de la NOS
neuronal.

Este efecto en el estriado ha sido observado por Padovan-Neto y colaboradores
(Padovan-Neto y cols., 2009) pero no correlacionado con la disminucién del nimero de
neuronas en la SN como hemos descrito nosotros en el presente trabajo. En nuestro
trabajo hemos observado que la administracion de 7-NI previene tanto de la pérdida de
fibras TH" en el estriado como de neuronas en la SNpc. Este fenémeno podria ser
explicado por el hecho de que la deplecién de la DA en el estriado aumenta el estrés
oxidativo influenciado por los peroxinitritos, los cuales son reconocidos como
importantes mediadores neuronales en la degeneracion del sistema dopaminérgico
(Smith y Cass, 2007). Ademas, los inhibidores de la NOS, como el 7-NI, pueden
proteger contra los procesos de oxidacién y nitracion, reduciendo los niveles de
peroxinitritos (Denicola y Radi, 2005) y atenuando la toxicidad de la 6-OHDA.
Adicionalmente es sabido que ademds de la inhibicién de la NOSn, el 7-NI es un buen
inhibidor de la MAO-B, y esta caracteristica ha podido contribuir al mecanismo
neuroprotector del efecto del 7-NI en ratones intoxicados con MPTP (Royland y cols.,
1999). El inhibidor selectivo 7-NI exhibe efectos neuroprotectores ya que evita el
descenso de ATP tras la administracion de MPTP pero este efecto no tiene lugar con el
tratamiento con L-NOARG (otro inhibidor de la NOSn) tras intoxicacién con MPTP
(Royland y cols., 1999). Asimismo, tras atravesar la barrera hematoencefédlica y en
presencia de la enzima MAO-B, el MPTP se convierte en su metabolito téxico MPP".
Este i6n entra de manera selectiva a las neuronas nigroestriatales donde inhibe la
fosforilacion oxidativa mitocondrial dando lugar a la muerte neuronal (Synger y cols.,

1987). La inhibicién de la enzima MAO-B mostré que atenda la neurotoxicidad del
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MPTP (Royland y cols., 1999). Sin embargo, la elevada actividad de la MAO-B en
ratones transgénicos no ha aumentado su sensibilidad al MPTP, sugiriéndonos que la
conversién de MPTP a MPP" no es el tnico factor limitante para la neurotoxicidad del
MPTP (Anderson y cols., 1996). Por otro lado, inhibidores de la MAO-B no mostraron
efecto inhibidor de la neurotoxicidad generada en ratas intoxicadas con 6-OHDA

(Heeringa y cols., 1997).

3.3.1. 7-Nitroindazol como neuroprotector

Otro punto interesante a discutir de nuestro estudio es que el 7-NI se lo
administramos a las ratas antes de la intoxicacién con la 6-OHDA vy por tanto su efecto
sobre la muerte neuronal estaria relacionado con su funcién neuroprotectora. Sin
embargo, en nuestro estudio en los monos, dicho inhibidor fue administrado después de
la intoxicaciéon con MPTP, cuando la pérdida neuronal ya es casi irreversible y por tanto
no pudiese tener un efecto neuroprotector. Dicho efecto neuroprotector del 7-NI fue
demostrado por el grupo de Hantraye y colaboradores en 1996 (Hantraye y cols., 1996)
quienes mostraron el efecto neuroprotector del 7-NI en babuinos administrado
previamente al tratamiento con MPTP, como nosotros hicimos en nuestra tesis con las
ratas y 6-OHDA.

Esta pauta de tratamiento con 7-NI en monos se derivaba de nuestro interés no
en saber si el 7-NI podia actuar como un buen neuroprotector, sino como un buen
antidiscinético, es por ello por lo que era de suma importancia que el grado de
parkinsonismo inducido en el mono fuese avanzado, cosa que a priori es imposible de
anticipar antes de la intoxicaciéon con MPTP, ya que cada mono, como se ha
mencionado anteriormente, tiene una diferente susceptibilidad al MPTP como ocurre

también en los humanos (Tetrud y cols., 1989; Morrow y cols., 2012).
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34 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE 7-NI SOBRE LAS

DISCINESIAS INDUCIDAS POR LEVODOPA

En el presente trabajo mostramos como la administraciéon de 7-NI simultanea
con levodopa disminuye la duracién e intensidad de las discinesias en un modelo de
parkinsonismo de primate no humano sin que esto afecte a la eficacia antiparkinsoniana
de la levodopa. Aunque previamente se habia descrito que la administracién del 7-NI
podia producir estados catalépticos en ratas (Padovan-Neto y cols., 2009), en nuestro
estudio no observamos ningtin efecto letargico o cataléptico en la evaluacién motora de
los monos parkinsonianos. De hecho, anteriores estudios llevados a cabo con babuinos
mostraron que la administracion del 7-NI en primates causaba hiperactividad (Hantraye
y cols., 1996). En nuestro estudio no vimos ninguna evidencia ni de estadios de
catalepsia ni de hiperactividad en los animales tratados con 7-NI. El anélisis del area
bajo al curva (AUC) que engloba la intensidad y duracién de la respuesta discinética
total de cada mono, demuestra la inhibicién de la NOS de manera constante y una
reduccién significativa del perfil discinético de cada mono. Estos resultados de los
perfiles discinéticos (intensidad y duracién de las discinesias) son muy similares a los
encontrados en humanos (Cenci y cols., 2009). En nuestro estudio administramos una
dosis de levodopa de inicio elevada (100 mg/Kg) como en los estudios del grupo de Di
Paolo y colaboradores (Ouattara y cols., 2010). Con ello, determinamos si los animales
respondian bien a la levodopa al igual que ocurre en la clinica. Posteriormente se
observé que todos los monos parkinsonizados tratados crénicamente con levodopa
desarrollaron discinesias que era la finalidad de nuestro estudio para poder después

ensayar el inhibidor de la NOS, el 7-NI.
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3.4.1. Tipos de discinesias tras la administracion con 7-NI

Al administrar el inhibidor del NO (7-N1), el efecto se repetia en los 3 animales
que fueron analizados, consiguiendo efectos positivos y mejora en la escala discinética
en los 3 monos tratados, tanto en duracion como intensidad. Sin embargo, los perfiles
discinéticos permanecian similares (pico de dosis donde se alcanza la méxima
puntuacién en la escala discinética, observandose después como va disminuyendo esa
intensidad con el tiempo al igual que ocurre con nuestros monos, el llamado fenémeno
deterioro fin de dosis o “wearing off”). Con respecto al tipo de discinesias exhibidas en
los 3 monos tratados cronicamente con levodopa y 7-NI estas no eran iguales en todos

los animales, pero eran similares a las que exhibian sin la co-administracion con 7-NI.

3.4.2. Mecanismos de accion estriatal del 7-NI

Para poder explicar el fendmeno anti-discinético del inhibidor de las NOS, 7-NI,
un posible mecanismo podria ser el papel que juegan las interneuronas nitrérgicas en el
estriado. Las interneuronas nitrérgicas son activadas por trasmision sindptica
corticoestriatal (via directa) o por terminales dopaminérgicos (receptores D1/D5) dentro
de la red neuronal estriatal (West y cols., 2002). Varias lineas de investigacion muestran
la evidencia de que tratamientos prolongados con levodopa alteran el funcionamiento de
las neuronas espinosas de tamafio medio localizadas en el estriado. Una de estas
alteraciones son cambios en la sefializaciéon del AMPc asociado a las LIDs tanto en el
modelo de la 6-OHDA en los roedores (Breese y cols., 1987; Joyce, 1991; Marshall y
cols., 1989) como el del MPTP en los monos (Aubert y cols., 2005). Todas estas
evidencias sugieren que las discinesias puedan producirse por hiperactivacion

persistente de la sefializacion del AMPc en las MSNs de la via directa GABAérgica
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estriatonigral. Un importante mediador del AMPc es la proteina DARPP-32 (Hara y
cols., 2010). La PKA cataliza la fosforilacion en la Thr-34 de la DARPP-32 inhibiendo
a la PP-1, la cual es muy abundante en las MSNs (Yuste y cols., 2012; Santini y cols.,
2008) (Figura 49). Por tanto, cuando administramos nuestro inhibidor, 7-NI, actuaria
inhibiendo la NOS, produciendo una menor cantidad de NO, que a su vez da lugar a una
menor activacion de la sGC/sAC y de la PKG/PKA, produciendo una menor cantidad
de proteina DARPP-32 fosforilada en la Thr-34 y una mayor concentracién de la
DARPP-32 total. E1 NO juega un papel muy importante y critico en el estriado: 1) activa
el GMPc en las neuronas espinosas de tamafio medio (MSNs) activando el AMPc (Lin y
cols., 2010) e inhibiendo la liberacién de glutamato en las vias corticoestriatales
(Calabressi y cols., 1999) y ii) provoca una depresién a largo plazo (LTP) de las MSNs
(West y Tseng, 2011) (Figura 49), por tanto el 7-NI actuaria provocando un descenso de
la DARPP-32 fosforilada en la Thr-34 y un aumento de la DARPP-32 total.

Asi, una posible explicacion para la reduccion de las discinesias inducidas por
levodopa en modelos animales de parkinsonismo experimental es la via donde estd
implicado el AMPc/GMPc. Un desequilibrio de los segundos mensajeros esta implicado
en la alteracion de la sefial de traduccién con DA y levodopa. En animales discinéticos
tratados cronicamente con levodopa los niveles de AMPc y de GMPc en las regiones
cortico-estriatal-palidal de ambos hemisferios cerebrales disminuyen (Giorgi y cols.,
2008), lo que conlleva la hiper-sensibilizacion de las MSNs estriatales a la levodopa.

El aumento de sensibilizacién podriamos atribuirlo a la sobreexpresion de
componentes especificos (por ejemplo Gaolf) de la maquinaria de transduccion de los

receptores DA tipo 1 (D1R) (Alcacer y cols., 2012).
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Figura 49: Diagrama esquematico mostrando el mecanismo del NO en las MSNs del estriado y
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en las interneuronas nitrérgicas en respuesta a la transmision dopaminérgica en condiciones
normales y con la EP (Yuste y cols., 2012).

3.5 ESTUDIO DE LA PROGRESION DEL DEFICIT MOTOR
3.5.1 Recuento celular en el mesencéfalo
3.5.1.1 Ratas

Nosotros hemos descrito en un estudio con el modelo de la rata lesionada en el
estriado con 6-OHDA que existe un ligero ascenso, no significativo, en los recuentos de
neuronas DA en la SNpc provocado por el efecto del inhibidor 7-NI (Yuste y cols.,
2012). El resto de areas estudiadas en el mesencéfalo (SNy y la SNj,) no se observaron
aumentos significativos. Este hallazgo es novedoso ya que en otros trabajos similares en
la literatura no se habian contado las neuronas DA de la SN tras el tratamiento con el
inhibidor 7-NI (Padovan-Neto y cols., 2009). Cabe destacar que la lesién con la toxina
fue de un 80% en el grupo de ratas tratados con la 6-OHDA/Veh. En cambio en el grupo
tratado con el inhibidor 6-OHDA/7-NI el grado de lesion solo fue de aproximadamente

un 60% (Yuste y cols., 2012).
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3.5.1.2 Primates no humanos

El estudio estereoldgico realizado ha demostrado una sensibilidad al MPTP
diferente en las 2 regiones mesencefélicas analizadas (SNpc y VTA) que corresponden a
diferentes poblaciones dopaminérgicas (Parent y Lavoie, 1993). Los cerebros de
pacientes parkinsonianos muestran un patrén muy especifico de perdida dopaminérgica
en el mesencéfalo (Shih y cols., 2007) muy similar y proporcional al hallado en nuestros
monos. Esto nos sugiere de nuevo la idoneidad del modelo MPTP en el primate no
humano para el estudio de la EP (Jenner, 2009).

El grado de pérdida neuronal es muy alto en la SNpc (A9) pero la pérdida es
menor en la VTA (A10). La regién A9, que constituye el principal origen de la via
nigroestriada, mostré una pérdida progresiva en el recuento celular, encontrandose una
correlacion muy significativa entre el estado motor de cada mono y el grado de lesion,
imitando en gran manera lo que ocurre en la EP. En cambio hay que tener en cuenta que
cada mono tiene su propia susceptibilidad genética al MPTP y por tanto no siempre se
observa lo descrito anteriormente (estado motor y grado de lesién). Teniendo en cuenta
que estudiamos 9 monos tratados con MPTP, y que el tamafio de la muestra no es muy
grande para poder concluir esa hipétesis, no podemos afirmar que haya una relacion
directa entre el grado de discapacidad motora de cada mono y el grado de lesion
histoldgica en otros estudios de este tipo. Otros autores han descrito la correlacién entre
el nivel de discapacidad motora y las lesiones histologicas observadas (TH y DAT) con
resultados muy similares a los nuestros (Blesa y cols., 2012). Sin embargo, las pautas de
administracion de MPTP no fueron las mismas en ambos estudios, y tampoco trataron a

los animales con levodopa como en el presente trabajo.
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Este andlisis del nimero de neuronas del mesencéfalo permite establecer un
valor umbral para el nimero de células TH" en la SNpc, que define el paso del estado
motor normal al parkinsoniano.

En el presente estudio el valor umbral se situd alrededor del 65% de la pérdida
neuronal. Esta cifra umbral se acerca a la de estudios realizados en el cerebro de
pacientes con EP, en los que se ha calculado que el inicio de los signos motores
cardinales se asocia con aproximadamente un 55-60% de perdida neuronal en la SNpc
(Damier y cols., 1999; Fearnley y Lees, 1991). En estudios en el modelo de mono
intoxicado por MPTP existe una mayor variabilidad en los resultados encontrados
(Bezard y cols., 2001b; Ding y cols., 2008; Mounayar y cols., 2007) aunque la mayoria
de los estudios sitdan este umbral en torno al 60-70%, si bien los protocolos de
intoxicacion y parkinsonizacion son también diferentes. Asimismo, esta moderada
discrepancia descrita debe ponerse en perspectiva en el modelo aqui utilizado y de la
técnica de recuento que hemos empleado. (Barcia y cols., 2004).

La pérdida neuronal en el VTA (A10) fue la misma también en todos los monos
tratados con MPTP, con MPTP y levodopa, o con MPTP, levodopa y 7-NI. El patrén de
pérdida es similar al hallado en la EP (Damier y cols., 1999; Gibb y Lees, 1991) en la
que caracteristicamente el VTA muestra un porcentaje de pérdida neuronal
significativamente menor que en el de la SNpc (Herrero y cols., 1993; Cruz-Muros y
cols., 2009). La menor vulnerabilidad de las neuronas de A10 a téxicos como el MPTP
(Hererro y cols., 1993) o a la 6-OHDA es bien conocida, siendo similar en otros
modelos animales (Rodriguez y cols., 2001). Este hallazgo de la disminucién de
neuronas observado en la VTA también ha sido descrito en células en cultivo de ratones
y humanos exponiéndolas al toxico MPTP y a distintas concentraciones de levodopa

(Mosharov y cols., 2009). También se ha correlacionado el grado de pérdida
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dopaminérgica en las neuronas de A10 con la apatia y el grado de afectacion de la via
VTA-Accumbens con la perdida dopaminérgica en la SNpc (Brown y cols., 2012). Este
aspecto apdatico es muy comun a las personas que tienen la EP y el estudio de Brown y
colegas lo pone de manifiesto “in vivo”, sugiriéndonos que un dafio en el sistema
dopaminérgico puede producir comportamientos apaticos.

En este sentido, es resefiable que las neuronas de A10 tienen una expresion
menor de DAT que las de A9, lo cual podria resultar un factor significativo en su menor
vulnerabilidad al proceso neurodegenerativo (Alfonso-Oramas y cols., 2009; Gonzalez-
Hernandez y cols., 2004; Stephenson y cols., 2007). Adicionalmente, las neuronas
dopaminérgicas del VTA tienen un patrén fenotipico diferente a las de la SNpc que las
hace mds resistentes y menos vulnerables a diferentes agresiones (Reyes y cols., 2012;
Harvey y cols., 2000; Herrero y cols., 1993). Estas diferentes agresiones pueden hacer
que estas neuronas DA se comporten de diferente manera a: i) la EP y la toxina
parkinsonizante MPTP (Dickson y cols., 2009; Garrido-Gil y cols., 2009), ii) los
diferentes factores tréficos (DDC) que son claves para el desarrollo fenotipico de las
células DA (Reyes y cols., 2012), y iii) los diferentes patrones de los factores de
transcripcion génica y molecular (Otx2, Pitx3 y Nurrl) (Chung y cols., 2005; Greene y
cols., 2005).

El DAT tiene un papel fundamental en el grado de diferente vulnerabilidad de
las neuronas, ya que es la via de entrada del MPTP. Un resultado interesante en el
presente estudio ha sido la pérdida de neuronas DA en la regién A10 en los grupos
tratados con MPTP + levodopa. No se observa un efecto neurorescatador o neurotoxico
de la levodopa, ya que el nimero de neuronas dopaminérgicas es el mismo con o sin
tratamiento con levodopa posterior a la lesiéon con MPTP, siendo significativamente

menor que el que se observa en el grupo de animales control.
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El recuento estereolégico tras la administracion de levodopa mostré una
disminucién de la expresién de las células TH' encontrada en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc después de un periodo de degeneracién crénica en el
sistema mesoestriatal. Este fenémeno demuestra que el tratamiento crénico con
levodopa no tiene ningiin efecto sobre la degeneracion de las células DA encontrada en
estos grupos de tratamiento. Este fendmeno también ha sido descrito en la literatura
(Guigoni y cols., 2005) pero con pequeiias diferencias en el tratamiento con MPTP y las
pautas de tratamiento de la levodopa.

Ademads, cudndo le administrdbamos nuestro inhibidor al grupo de tratamiento
con levodopa se inducia una leve recuperacion en el nimero de células DA pero no era
lo suficientemente grande para ser significativa. Algo similar observamos también en la
SNpc del estudio de las ratas lesionadas con 6-OHDA (Yuste y cols., 2012).

Todos estos resultados sugieren que el patrén de pérdida neuronal descrito en
este modelo cronico de parkinsonismo inducido por MPTP imita en gran medida al
propio de las neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas en el enfermo de Parkinson y
que los tratamientos con levodopa no modifican el patron de pérdida neuronal con

respecto al grupo de monos tratados con la neurotoxina parkinsonizante tinicamente.

3.5.2 Inervacion dopaminérgica estriatal
3.5.2.1 Ratas

En el modelo de rata lesionada con 6-OHDA observamos una pérdida
significativa de la inervacion estriatal (medida con inmunocitoquimica cuantitativa de
TH), efecto que corrobora lo descrito en la literatura (Lee y cols., 2012; Kobylecki y
cols., 2010) y valida el sindrome hemiparkinsoniano. El descenso significativo del

numero de fibras dopaminérgicas estaba situado en la zona dorso-lateral del estriado en
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las ratas lesionadas sin tratar, pero se evidencié un aumento significativo de las fibras
dopaminérgicas con respecto al grupo de los controles en aquellas ratas tratadas con 7-
NI (Yuste y cols., 2012). Este hallazgo no habia sido descrito previamente, en la
literatura previa solo se habia descrito el efecto antidiscinético del 7-NI con tests
comportamentales (Padovan-Neto y cols., 2009) sin evidencias histolégicas ni del
estriado ni de la SN (Novaretti y cols., 2010; Padovan-Neto y cols., 2009).
Considerando que el 7-NI se administré 30 minutos antes de la cirugia estereotdxica de
inyeccion de 6-OHDA, con este protocolo se ha demostrado el efecto neuroprotector de

7-NIL

3.5.2.2 Primates no humanos

Los valores de los resultados de la densidad 6ptica para TH y DAT obtenidos en
el estriado fueron muy similares a lo que el grupo de Erwan Bezard y colaboradores
describieron ya en la literatura (Fernagut y cols., 2010). Ambos marcadores siguieron
un patrén de recuento estereoldgico muy similar (Banckiewicz, 1991) en los animales
tratados con MPTP y con levodopa. Esta gran semejanza en el patrén sugiere que la
reduccion tanto de TH como de DAT en el estriado no es debida a un descenso de la
sintesis de ambos marcadores sino a la degeneraciéon de terminales dopaminérgicas
estriatales, que ambos marcadores reflejarian de igual manera. Si se observan mas
detenidamente los resultados de la densidad 6ptica en el putamen, encontramos que en
el grupo de monos tratados con 7-NI existe una tendencia no de recuperacion
dopaminérgica no significativa con respecto de los otros grupos de monos tratados con
MPTP. Este resultado es muy similar al encontrado en el experimento de las ratas con el
grupo del inhibidor, no llegando a ser significativo en ninguno de los 2 casos. Debe

reconocerse que los dos marcadores aqui utilizados (TH y DAT) mostraron una
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disminucién del cuerpo del estriado (en todas sus areas), siendo el nicleo accumbens el
menos afectado con respecto a los animales controles. Los estudios patoldgicos en
pacientes con EP han demostrado que el putamen esta mas afectado que el caudado
(Brooks y cols., 1990; Kish y cols., 1988). En el modelo de mono intoxicado con
MPTP existen resultados contradictorios: mientras algunos autores sostienen este
mismo patrén de pérdida (Hantraye y cols., 1993; Moratalla y cols., 1992) otros afirman
que la pérdida en el caudado es mayor que en el putamen (Elsworth y cols., 1989;
Iravani y cols., 2005; Perez-Otano y cols., 1992).

El andlisis por regiones de este trabajo mostrd un gradiente rostro-caudal en el
putamen anterior (ac +2mm) con los dos marcadores estudiados (TH y DAT) con
respecto al putamen posterior estando este mds afectado que el anterior. Con respecto al
ntcleo caudado también se encontré un gradiente rostro-caudal con respecto al caudado
posterior (ac -4mm) pero mds pronunciado que en el nicleo putamen.

El déficit dopaminérgico del caudado podria relacionarse con alteraciones
cognitivas actualmente reconocidas en estadios iniciales de la EP (Rodriguez-Oroz y
cols., 2009) y que supone otra posible aplicacion de este modelo para estudios futuros.
Es posible que la forma lenta de administracion y el uso de dosis de MPTP mas bajas de
las habituales utilizadas en la literatura, pueda ocasionar una lesiéon mads selectiva en la
proyecciéon nigro-estriada. En este estudio no se han encontrado diferencias
significativas entre los diferentes grupos de monos tratados con MPTP, tanto con
levodopa como con el 7-NI. Al comparar estos resultados con lo descrito previamente
observamos cierto paralelismo con respecto a otros estudios con primates no humanos
tratados con MPTP y con MPTP junto con levodopa (Ahmed y cols., 2010; Samadi y
cols., 2008). Sin embargo, es la primera vez que se utiliza el tratamiento con 7-NI y se

realizan estudios en el estriado de monos parkinsonizados.
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En los monos no se ha demostrado el efecto neuroprotector de 7-NI ya que este
fue administrado meses después de la intoxicacion con MPTP cuando la pérdida

neuronal ya era irreversible.

3.6 ESTUDIO DE ALTERACIONES CARDIACAS EN LOS MONOS

PARKINSONIANOS Y TRATADOS CON LEVODOPA

La disfuncion del sistema nervioso auténomo es un aspecto importante, aunque
poco conocido, de las manifestaciones clinicas y etioldgicas de las disautonomias
primarias degenerativas. En la EP la denervacién simpdtica cardiaca es provocada por
degeneracion de las neuronas post-ganglionares, y se cree que puede iniciarse en etapas
presintomaticas de la enfermedad (Goldstein, 2010). La consecuente disfuncion
simpdtica cardiaca, generalmente asintomadtica en las primeras etapas, puede poder
diagnosticarse de forma no invasiva mediante pruebas autondmicas cardiovasculares y
de imagen funcional (Jain y Goldstein, 2012). La presencia y grado de disautonomia
cardiaca se evaluda en el diagndstico diferencial de los sindromes parkinsonianos y tiene
correspondencias pronosticas y de respuesta al tratamiento. Asimismo, estudios
postmortem con inmunocitoquimica para TH han demostrado que existe una importante
denervacién simpdtica cardiaca en la EP, confirmada en andlisis in vivo con agentes
marcados radiactivamente como con 123I—metaiodobenc:ilguanidina (123I—MIBG) 0 con
E_fluorodopa (Orimo, 2012). El patrén de denervacién simpética cardiaca en la EP es
extenso, asimétrico y segmentario ya que estd mds afectada la pared proximal lateral del
ventriculo izquierdo, con preservacion relativa de las paredes septales anterior y
proximal, como se demostré en un estudio por emision de positrones (PET) con (”C)—

Meta-Hidroxiefedrina (HED) (Wong y cols., 2012). Por ello, es de gran interés que en la
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EP incipiente se realicen tests funcionales (y se apliquen técnicas de imagen) que
permitan identificar disautonomias con el fin de emitir diagndsticos diferenciales de los
sindromes parkinsonianos (Chaudhuri, 2001). En nuestro trabajo, mediante técnicas de
WB y HPLC, se ha visto reflejada una disminucién de los niveles de TH esencialmente
en el ventriculo izquierdo. También se ha observado el aumento de la TH fosforilada y
de la Hsp-27 fosforilada en ambos ventriculos de los monos parkinsonizados
cronicamente con MPTP (tanto los tratados con levodopa como sin tratamiento
sintomadtico) siendo de mayor significacion en el ventriculo izquierdo. De igual manera,
las medidas de la COMT estuvieron aumentadas en ambos ventriculos cardiacos.
Estudios post-mortem de corazén de pacientes que habian padecido EP muestran
una disminucién de las terminaciones de los axones simpaticos pero un aumento de la
presencia de agregados de a-sinucleina en los axones simpdticos remanentes, e incluso
agregados de a-sinucleina mas abundantes en los ganglios paravertebrales simpaticos
(Orimo y cols., 2008). Estos agregados proteicos se correlacionan con la disminucién de
la denervacion dopaminérgica, e indicarian que la degeneracién es un proceso
cronoldégico y dindmico que comienza distalmente en el epicardio antes que en los
ganglios simpaticos (prevertebrales o paravertebrales) (Orimo y cols., 2008). Mediante
estudios bioquimicos (HPLC y WB) del tejido cardiaco postmortem de los monos
parkinsonizados analizamos una serie de proteinas relacionadas con la muerte neuronal
(TH), con el estrés celular causado por el parkinsonismo experimental (Hsp-27 y su
version fosforilada), asi como la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) que
controla la reaccion limitante de la formacion de la normetanefrina (NMN). También se
han estudiado los metabolitos NA, NMN vy sus ratio en ambos ventriculos cardiacos.
Todos estos andlisis no se habian realizado previamente en tejido cardiaco de primates

no humano intoxicados con MPTP.
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3.6.1 HSP-27

Las proteinas de choque térmico (HSP) son una familia altamente conservada de
proteinas que se inducen en respuesta a diversos factores de estrés ambiental,
incluyendo las especies reactivas del oxigeno derivadas de la neurotoxina MPTP (Lee y
cols., 2012). La proteina Hsp-27 es una proteina chaperona con la capacidad de
aumentar la supervivencia celular en respuesta al estrés oxidativo. En nuestra tesis
doctoral esta proteina y su version fosforilada han sido analizadas en los diferentes
grupos de monos tratados con MPTP y con MPTP + levodopa evidenciando que tras la
induccién del parkinsonismo existe un aumento significativo de las proteinas
fosforiladas en los dos ventriculos cardiacos (con valores muy similares en ambos).
Estos resultados indican que existe una condicidén de estrés en el animal después de
inducir el parkinsonismo con MPTP (Di Domenico y cols., 2010) y posteriormente,
administrarle tratamientos dopaminérgicos, en este caso con levodopa. Este mismo
fenémeno ha sido descrito recientemente en el modelo de parkinsonismo en ratones
C57BL/6 tratados con MPTP (Lee y cols., 2012) pero sin tratamiento con agonistas
dopaminérgicos. Asimismo, en pacientes con EA se han descrito niveles elevados de las
HSP cerebrales como respuesta al estrés celular (Di Domenico y cols., 2010). Sin
embargo, no existe ninglin dato de la proteina Hsp-27 (fosforilada o sin fosforilar) en

tejido cardiaco de monos parkinsonizados y discinéticos.

3.6.2 TH total y TH fosforilada en SER-40
Otro de los aspectos novedosos de nuestra tesis doctoral son los resultados del
andlisis de la TH fosforilada en la Ser-40 en ambos ventriculos cardiacos. La TH

fosforilada en la Ser-40 estd intimamente ligada a los niveles de AMPc (Kumer y
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Vrana, 1996). Cuando estos niveles se incrementan en el tejido cardiaco se produce un
aumento de la TH fosforilada en la Ser-40 (Haycock y Haycock, 1991). En el presente
estudio hemos comprobado la TH fosforilada en la Ser-40 aumenta de manera
significativa en ambos ventriculos cardiacos en los monos tratados con MPTP con
respecto a los animales controles. Adicionalmente, en el ventriculo izquierdo de los
monos tratados con MPTP y levodopa también se produce un aumento significativo con
respecto a los controles, pero en el ventriculo derecho revierte y los niveles de TH
fosforilada no alcanzan el umbral de significacién (este hallazgo es novedoso y no
existe ninguna referencia similar). La interpretacion de esta respuesta diferencial entre
el ventriculo derecho e izquierdo pudiera ser debida a que la inervacion adrenérgica del
ventriculo izquierdo es mas abundante (su volumen también lo es) y la diferencia solo
se evidencia en respuesta al tratamiento con levodopa. La dualidad de respuesta de
ambos ventriculos desde el punto de vista anatdmico y hemodindmico ha sido descrita
previamente en el humano (Cadete y cols., 2012) aunque no existen datos referentes al
tratamiento de la levodopa. Asimismo, los datos obtenidos de TH total son semejantes a
los comentados para la TH fosforilada: los datos de TH total del ventriculo izquierdo
descienden significativamente tanto en los monos tratados con MPTP como en los
discinéticos respecto a los controles, pero los datos del ventriculo derecho no alcanzan
la disminucion significativa de la TH total ni en los monos parkinsonianos ni en los
animales discinéticos. A la vista de estos resultados podemos decir que un aumento de
la fosforilacion de la TH en la Ser-40 podria estar asociado a un aumento de la
resistencia de las neuronas DA y a los tratamientos farmacol6gicos como la levodopa
(Salvatore y Pruett, 2012). Este fendmeno no estd muy descrito en la literatura en la EP,
pero si en células tumorales o en el sindrome de abstinencia a distintas drogas (Aita y

cols., 2012; Garcia-Carmona y cols., 2012).
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3.6.3 La COMT

Los andlisis de la enzima COMT en los dos ventriculos cardiacos en monos
parkinsonizados pueden resumirse en base a los resultados de sus dos posibles
isoformas:

1) la COMT soluble en el citosol (S-COMT) mantenia unos niveles muy estables en
todos los grupos experimentales: controles, parkinsonizados y discinéticos.

i) la COMT unida a la membrana (MB-COMT) estaba significativamente aumentada
en el ventriculo derecho de los monos tratados con levodopa con respecto al grupo
control, pero no en los MPTP.

En cambio en el ventriculo izquierdo la COMT estaba aumentada muy
significativamente en los animales parkinsonizados (tanto tratados como no tratados con
levodopa)4. Este resultado abre una nueva ventana terapéutica para coadministrar
levodopa junto con inhibidores de la COMT a los pacientes con EP (que ya se utiliza en

la clinica para alargar la vida de accion de levodopa: entacapone).

3.6.4 NA, NMN y sus ratios por cromatografia liquida

Los analisis por HPLC evidenciaron la disminucién significativa de los niveles
de NA y un aumento de los niveles de NMN en ambos ventriculos cardiacos en los
animales parkinsonizados comparados con los monos controles. Estos resultados
concuerdan con los descritos a nivel plasmatico en monos parkinsonizados (Goldstein y
cols., 2003) y sugieren que la afectacién del sistema nervioso auténomo en la EP es mas
frecuente de lo esperado y en los primeros estadios es asintomdtica o de escasa

trascendencia clinica (Jain y Goldstein, 2012; Goldstein, 2007). A pesar de ello su valor

* De nuevo se evidencian diferencias entre ambos ventriculos cardiacos debido a su diferente
morfologia y fisiologia.
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estd matizado por la dificultad de establecer un diagndstico de probabilidad en estos
trastornos en los que no existen marcadores clinicos y la evolucion de la enfermedad
resulta un dato fundamental (Goldstein y cols., 2011). Estos hechos podrian facilitar en
algunos casos mas complejos una adecuada orientacion diagndstica, especialmente en
pacientes presintomdticos que no presentan adn la clinica tipica de la enfermedad, y en
aquellos otros en los que se planteen dudas en el diagndstico diferencial con otros

parkinsonismos (Jain y Goldstein, 2012).

4. RESUMEN Y PERSPECTIVAS

Esta Tesis Doctoral describe los siguientes aspectos:

a) la accion de un farmaco antidiscinetico para reducir las discinesias y que no se
pierda el efecto antiparkinsoniano de la levodopa.

b) la definicién de los posibles mecanismos implicados en la acciéon del NO sobre las
discinesias en la EP.

c) el efecto neuroprotector del 7-NI sobre las neuronas dopaminérgicas en el estriado.
d) el papel que tiene el NO en los patrones de actividad neuronal en el estriado, GPe y
GPi principalmente y el efecto de su bloqueo reversible con més antagonistas de la
NOSh.

e) La funcién de las proteinas DARPP-32 (Total y fosforilada) sobre el posible papel
del eje Estriado-SN en la EP.

f) El rol de las proteinas implicadas (Hsp-27, TH y COMT) en las alteraciones del

tejido cardiaco de monos parkinsonianos y tratados con levodopa.
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En resumen, los resultados aqui presentados avalan la idea de que las discinesias
inducidas por levodopa en un modelo de parkinsonismo experimental, se reducen
administrando un inhibidor de la oxido nitrico sintasa neuronal, el 7-NI. Ademas, se
pone de manifiesto el efecto neuroprotector de este inhibidor en las neuronas
dopaminergicas del eje estriato-nigral. De esta forma, seria posible analizar la hipétesis
aqui planteada de las proteinas DARPP-32 (Total y fosforilada) sobre el posible papel
del eje Estriado-SN en la EP. Para estudios futuros se podria coadministrar otros
agonistas dopaminérgicos junto al 7-NIL.

Por ejemplo agonistas receptores del tipo D3/D2/D1 podrian ser dados de forma
continua por via transdermal (Stockwell y cols., 2009) o agonistas parciales de la
dopamina también se podrian ensayar como el SLV308 (Tayarani-Binazir y cols.,
2010).

Finalmente, los resultados relativos a las proteinas implicadas (Hsp-27, TH y
COMT) en las alteraciones del tejido cardiaco de monos parkinsonianos y tratados con
levodopa pueden conllevar la ampliacion de este modelo al estudio de funciones
electrofisiologicas y al andlisis de imagen “in vivo”, hecho de gran actualidad en el
panorama de los sintomas no motores de la EP.

Sin embargo, son necesarios mas estudios con series numerosas de pacientes que
confirmen todos estos resultados y que incluyeran andlisis comparativos entre entidades
en las que la existencia de a-sinucleina constituya un dato patogénico fundamental con
parkinsonismos de otro origen (taupatias, vasculares, etc.) para encontrar la verdadera

especificidad de las exploraciones.
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RATAS: ESTUDIO DE NEUROPROTECCION

1) El 7-NI, inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, protege la via nigroestriatal y revierte
el comportamiento hemiparkinsoniano en ratas lesionadas con 6-OHDA en el estriado

dorsal.

2) El 7-NI reduce la fosforilacion de DARPP-32, aumentando la concentracién de

DARPP-32 total en ratas lesionadas con 6-OHDA en el estriado.

3) El NO y sus vias de activacion e inhibiciéon desempefian un papel crucial en el

restablecimiento de las funciones de los ganglios basales en la EP.

MONOS: ESTUDIO DE LA EVALUACION DEL PARKINSONISMO Y DE LAS

DISCINESIAS

4) La pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars
compacta (A9) correlaciond significativamente con el grado de discapacidad motora,

pero fue similar en los monos parkinsonizados mediante su intoxicacién con MPTP.

5) En el caudado y en el putamen, las expresiones de TH y DAT mostraron una

similar pauta de expresion en todos los grupos de monos parkinsonizados.

6) Enla VTA (A10) se observo un descenso no significativo de la pérdida de neuronas

dopaminérgicas en los distintos grupos de monos tratados con MPTP, no existiendo

diferencias entre los distintos tratamientos con levodopa con o sin el inhibidor.
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7) Existen unos patrones de degeneracion muy similares en el estriado anterior y
posterior de los monos parkinsonizados con MPTP, presentando un gradiente

rostrocaudal, siendo este mas evidente en el caudado que en el putamen.

8) El tratamiento con 7-NI disminuye la severidad de las discinesias en los monos
tratados con levodopa, ademds de tener un efecto antidiscinético, sin restarle

funcionalidad a la disminucién de la sintomatologia clinica inducida por levodopa.

MONOS: ESTUDIO DE LA DENERVACION SIMPATICA CARDIACA

9) En el tejido cardiaco, el tratamiento con MPTP disminuye los niveles de
catecolaminas de NA, NMN y dopamina y aumenta la expresion de la proteina TH-40
fosforilada lo cual indica un posible efecto toxico del MPTP sobre las células cardiacas

implicadas en las vias de las catecolaminas.

10) El tratamiento crénico con levodopa revierte la sintomatologia parkinsoniana y
aumenta la expresion de Hsp-27 fosforilada, la COMT, y la TH-40 fosforilada ademas
del ratio NMN/NA. El efecto cardioprotector en los monos parkinsonizados estaria

mediado por el aumento a nivel cardiaco en la fosforilaciéon de Hsp-27.

11) A pesar de los efectos secundarios derivados del tratamiento con levodopa, esta no
presenta ningin efecto sobre la denervacién simpdtica cardiaca por lo que su
tratamiento deberia de extenderse hasta que clinicamente no suponga ningun efecto para
el paciente parkinsoniano, sugiriendo que dicho tratamiento tenga como farmacos

coadyuvantes algin inhibidor de la COMT.
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1. INTRODUCTION

Idiopathic Parkinson's disease (PD) is a common age-related movement disorder
characterized by bradykinesia, rigidity, resting tremor and postural instability. The
neuropathological hallmarks of PD are the progressive loss of dopaminergic neurons in
the Substantia Nigra pars compacta (SNpc) and the presence of intraneuronal
cytoplasmic inclusions Lewy bodies (LB) in some surviving nigral dopaminergic (DA)
neurons. The clinical manifestations of PD occur when about 50% of nigral
dopaminergic neurons and about 70% of the striatal dopamine are lost (Hornykiewicz
and Kish, 1987; von Bohlen Und Halbach, 2004). This loss of DA fibers in the striatum
causes disorganization of the activity of the striatal neurons, accompanied by a
subsequent alteration of the basal ganglia circuitry with detrimental effects for the
patients concerned. Therefore, PD neuropathology suggests neurodegenerative changes
that involve neurons in autonomic pathways affecting multiple organ systems (Beach et
al., 2010). This in turn may lead to widespread changes in autonomic physiology which
if quantified may serve as non-motor markers of PD. Such markers could allow earlier
diagnosis and better treatment of PD as non-motor features of PD occur earlier and
contribute more to the burden of disease than do motor features (Chaudhuri et al.,
2005). We explore cardiovascular autonomic dysfunction measure as physiological
manifestations of PD neurodegeneration.

Animal models of PD have proved highly effective in the discovery of novel
treatments for motor symptoms of PD and in the search for clues to the underlying
cause of the illness. Models based on specific pathogenic mechanisms may

subsequently lead to the development of neuroprotective agents for PD that could stop
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or slow disease progression. The array of available rodent models is large and ranges
from acute pharmacological models exhibiting destruction of the dopaminergic nigro-
striatal pathway, such as the classical 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in the rodents.
Rats with unilateral dopaminergic denervation of the striatum, induced by the lesion of
the median forebrain bundle with 6-OHDA, are often used for in vivo screening of
potential dopamine (DA) agonists or antagonists. The 6-OHDA model can be utilized
for the evaluation of either D1 or D2 receptor-driven contralateral turning behaviour
that can be induced by directly- acting nonselective or selective dopamine receptor
agonists, after the development of a supersensitive response in the dopamine
differentiated striatum of the lesioned side (Ungerstedt, 1971a; Robertson and
Robertson, 1986; Sonsalla et al., 1988). Furthermore, stimulation by partial DA agonists
can also induce contralateral turning in 6-OHDA-lesioned rats (Gerber et al., 1988).
Major limitations to the pharmacotherapy of PD are the motor complications resulting
from levodopa treatment. Levodopa chronic administration leads to motor
complications expressed as fluctuations in clinical responses and the appearance of
abnormal involuntary movements, known as levodopa-induced dyskinesias (LIDs)
(Jankovic and Stacy, 2007). Effective treatment for LIDs is limited because, although
molecular based research has suggested a potential role for several neurotransmitters
and receptors (Gottwald and Aminoff, 2011), the mechanisms underlying this
phenomenon are still unclear (Jenner, 2008). Dopaminergic stimulation of the
denervated striatum is a key mechanism underlying LIDs (Olanow et al., 2008),
exacerbating the sensitization process (Nadjar et al., 2009) and inducing activation
pathways, which leads to the development of post-synaptic plastic changes in basal

ganglia circuits, thus facilitating abnormal involuntary movements (Cenci and Lindgren,
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2007). This is probably due to excessive glutamatergic excitation (Chase, 2004) and
corticostriatal dendritic spine alterations (Scholz et al., 2008).

Three relatively recent developments have incited thought about whether
involvement of the autonomic nervous system provides a window for the early detection
of PD. The first is the increased recognition that non-motor manifestations such as
dementia, loss of sense of smell (anosmia), REM behavior disorder, orthostatic
hypotension and clinical evidence of autonomic dysfunction manifest years before onset
of motor signs and sometimes can dominate the clinical picture (Takahashi, 1991). The
second is the concept promulgated by Braak (Braak et al., 2003) for a particular
pathogenetic sequence based on deposition of a-synuclein in Lewy bodies and neurites.
The third is the discovery of cardiac sympathetic denervation in PD (Jain and Goldstein,
2012). Recently, the observed decrease in cardiac uptake of ["*Nmeta-
iodobenzylguanidine (MIBG), a physiological analogue of norepinephrine
(noradrenaline, NA) on scintigraphy in PD patients, is attracting increasing attention,
because this decreased uptake is detectable even before other autonomic disturbances
are evident (Yoshita, 1998 and Orimo et al., 1999), thus being potentially useful in early
diagnosis of PD. Because this decrease is usually not observed in other degenerative
conditions with Parkinsonian syndromes such as multiple system atrophy (MSA),
progressive supranuclear palsy (PSP) or corticobasal degeneration (CBD) (Yoshita,
1998; Orimo et al., 2003), it is also useful in the differential diagnosis of PD. Profound
depletion of cardiac sympathetic nerve fibers in PD, as demonstrated in previous studies
from biopsy specimens (Amino et al., 2005), may account for the decreased cardiac
uptake of MIBG.

The neurotoxic chemical agent 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydroxypyridine

(MPTP) has been used by several groups to produce animal models of PD (Burns et al.,
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1983; Heikkila and Sonsalla, 1992). The extent and severity of MPTP neurotoxicity are
well known to vary substantially across species and strains (Luthman and Sundstrom,
1990). Although MPTP exposure unquestionably provokes Parkinsonism in humans and
other primates (Langston et al., 1983; Langston and Ballard, 1983; Ballard et al., 1985;
Bankiewicz et al., 1986; Skirboll et al., 1990; Eberling et al., 1997), it is still unknown
whether it produces cardioselective sympathetic denervation. In our work we used
western blot and HPLC analysis for measuring cardiac levels of catecholamine and their
deaminated metabolites in order to assess cardiac and sympathetic innervation in severe
parkinsonized macaque monkeys chronically treated with levodopa.

Substantial evidence demonstrates the involvement of NO in the degeneration of
dopaminergic neurons of the nigrostriatal pathway (Duncan and Heales, 2005; Zhang et
al., 2006). However, the exact contribution of NO-dependent mechanisms to
neurodegeneration is still not completely understood. Nitric oxide (NO) has emerged as
a key endogenous modulator of the neuronal function, but its role in the regulation of
the activity of striatal neurons and its implication for PD are still unclear. NO is an
intracellular and short-lasting reterograde second messenger that is synthesized from L-
arginine in several brain regions by a reaction catalyzed by NO synthase (NOS)
(Ignarro, 1990; Dawson et al., 1991). NOS is located in neurons, perivascular nerves,
glial cells and the endothelium (Bredt and Snyder, 1990; Murphy et al., 1993). The
family of NOS, the enzymes that induce NO, consists of two different classes: the
inducible and constitutive forms (Dawson and Snyder, 1994; Marletta, 1994).
Additionally, among the constitutive forms, there are two calcium-dependent NOS
(cNOS) isoforms: the neuronal NOS (nNOS) present in neurons, and the endothelial
NOS (eNOS) present in both pyramidal cells and endothelial cells (Moncada et al.,

1991). Nitrergic mechanisms could contribute to the pathogenesis of LIDs because
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nitric oxide (NO), which is synthesized in striatal interneurons by NO synthase (NOS)
(Vicent and Kimura, 1992; Kiss and Vizi, 2001; Hara and Snyder, 2007), modulates the
striatal function, changing its input-output relationship and producing a functionally
significant impact on target neurons (West and Grace, 2004). It has been suggested that:
NO synthesis is increased in the basal ganglia following experimental parkinsonism
and chronic treatment with levodopa, (Gomes and Del Bel, 2003; Pavon et al., 2006;
Chalimoniuk and Langfort, 2007), concomitant with the obsereveable elevation in
nitrate and nitrite levels found in the cerebrospinal fluid of PD patients treated with
dopaminergic drugs (Molina et al., 1996).

In neuronal cells, striatal NO is synthesized primarily in nNOS-containing
interneurons, as revealed with NADPH-diaphorase histochemical staining or nNOS
immunohistochemical labelling (Kawaguchi, 1993; Gracy and Pickel, 1997). However
despite recent advances in our knowledge, the role of NOS in striatal interneurons is
still unclear. Current knowledge seems to point to two postulated roles of striatal
interneurons: They may serve to control local blood flow in the striatum by releasing
NO, which acts directly on sGC in the vascular smooth muscle to cause vasodilatation.
Additionaly, they may produce NO, which can modulate striatal discharge and plasticity
either through direct interactions with ligand-gated channels or by influencing
surrounding striatal medium spiny neurons (MSNs) via the stimulation of second
messenger systems (West et al., 2002). In non-neuronal cells, high levels of NO induce
cell death by two different means: (i) energy depletion mediated necrosis, or (ii)
oxidative/nitrosative stress mediated apoptosis (Brown and Borutaite, 2002).
Importantly, a potent NOS inhibitor, 7-NI, has been successfully tested in dyskinetic
rats showing reduced abnormal involuntary movements (AIMs) (Padovan-Neto et al.,

2009). In our study we had demonstrated a neuroprotective effect after subchronic
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treatment with a specific inhibitor of the NOS, 7-NI in a rat model unilaterally infused
with 6-OHDA in the dorsal CPu (Yuste et al., 2012).

7-NI is not a selective nNOS inhibitor since it inhibits eNOS with a similar
potency. 7-NI may also inhibit endothelial NOS, and thus limit the availability of
levodopa to the brain. Another interesting point is that 7-NI inhibits Monoamine Oxide
B (MAO-B) and is able to extend the duration of dopamine produced following
levodopa (Di Monte et al., 1997). However, even if dyskinesias developed in rodents
are relevant, (Cenci et al., 2002) those developed in non-human primates are remarkably
similar to those seen in humans.

Therefore, our aim was to determine whether the administration of 7-NI could be
an efficient and safe treatment for reducing LIDs in non-human primates without

affecting the therapeutic effect of levodopa.

200



EUROPEAN MENTION

2.

2.1.

OBJECTIVES AND HYPOTHESIS

OBJECTIVES

The main objectives of this study are summarized below:

. To detect the protective effects of a subchronic treatment (five days after the lesion)

with 7-NI, a specific inhibitor of nNOS, following the neurotoxicity induced by 6-

OHDA microinjection in the dorsal CPu of rats.

To evaluate the antidyskinetic effect of 7-NI in chronically treated levodopa
parkinsonian monkeys (Macaca fascicularis) which developed different grades of

parkinsonism.

To measure the degree of dopaminergic striatal innervation in post-mortem brains of
lesioned macaques in the nigrostriatal pathway after chronic administration of
MPTP and to further study the neuroprotective effects of drug therapy with

levodopa and 7-NI.

To analyze a possible role for nitric oxide in the neurotransmitter balance within the

basal ganglia in the pathophysiology of experimental parkinsonism.

To analyze changes in biochemical cardiac levels in the heart tissue of MPTP-

treated monkeys that were chronically treated with levodopa.
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2.2,

HYPOTHESIS

. Treatment with 7-NI will have a possible neuroprotective effect in 6-OHDA

lesioned rats. (to explain why).

. 7-NI administration could be efficient in reducing LID in non-human primates

without interfering with  anti-parkinsonian  effect.(to  explain  why

mechanistically)

. NO has a crucial role in the neurotransmitter balance within the basal ganglia in

the pathophysiology of experimental parkinsonism.

. To test whether chronic treatment with levodopa may cause temporary

autonomic disturbances in MPTP-treated monkeys affecting noradrenergic

cardiac innervation.

. To test whether chronic levodopa treatment could produce a cardioprotective

effect in the parkinsonian monkeys.
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3. EXPERIMENTAL PROCEDURES

3.1 RATS

Sixty-four adult male Sprague-Dawley rats weighing 250-300 g (purchased
from Harlan) were housed in groups of four animals per cage in a temperature-
controlled room (21 = 1 °C), under a 12-h light—dark cycle, with free access to food and
water. All experiments with animals were carried out in accordance with the U.K.
Animals (Scientific procedures) Act, 2010, and associated guidelines, and the European
Communities Council Directive of November 2010 (2010/63/ECC) for the care and use
of laboratory animals. All efforts were made to minimise animal suffering and to reduce

the number of animals used in these experiments.

3.1.1 6-OHDA microinjections

Rats were anesthetized with a mixture of ketamine/xylazine (50 mg/kg; 10
mg/kg i.p.) and placed on a stereotaxic frame (Kopf ,Texas Instruments U.S.A).
Unilateral striatal lesions were performed by microinjecting 6-OHDA with 0.02%
ascorbic acid (4pg/ul, RBI-Sigma) in 0.9% saline into the right striatum (2
microinjections of 2 il each) with a 10 pul Hamilton syringe, at a rate of 1 pl/min using a
syringe pump model. The concentration of 6-OHDA was selected on the basis of its
successful use for inducing lesions restricted to the dorsolateral striatum in the rat,
which rotated, in response to treatment with apomorphine (Schwarting and Huston,
1996). To prevent noradrenergic (NA) failure, ten minutes before the 6-OHDA

injection, the animals were treated with desmethylimipramine (inhibitor of the high
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affinity noradrenaline transport system; 25 mg/kg i.p., Sigma) and pargyline (inhibitor
of the monoamine oxidase enzyme; 40 mg/kg i.p., Sigma). The stereotaxic coordinates
of the two injections, according to The Rat Brain Atlas of Paxinos and Watson (1998),
locating the tooth bar at -2.4 mm, were: (First injection) anterior: 1.20 mm; lateral: 2.5
mm; ventral: -4.5 mm; and (second injection) anterior: 0.48 mm; lateral: 3.4 mm;
ventral: -5.0 mm from bregma. Sham-operated control animals (n = 9) were injected
with saline (vehicle) instead of the neurotoxin using the same procedure. After the

injection, the syringe was left in place for an additional two minutes before removal.

3.1.2 Pharmacological treatment

The 7-NI (RBI-Sigma) administrations started thirty minutes before the
stereotaxic surgery. The inhibitor was dissolved in peanut oil and administered for 5
days (one per day) at a therapeutic dose, previously tested in preliminary experiments,
thus preventing cataleptic behavior in the animals (15 mg/kg, i.p., x5) (Guevara et al.,
2002; Padovan-Neto et al., 2009). Every group, Sham or lesioned, was divided into two
subgroups, treated with vehicle (peanut oil) or treated with 7-NI: i) Sham + vehicle
(n=9), ii) Sham + 7-NI (n=9), iii) 6-OHDA + vehicle (n=11) and iv) 6-OHDA + 7-NI
(n=11). The rats were placed in clean cages on warming pads to recover from the

surgery, after which they were returned to group housing (two or three rats per cage).

3.1.3 Behavioural tests

To determine the success of unilateral striatal denervation, rats were injected
with apomorphine hydrochloride (0.5 mg/kg s.c., RBI-Sigma) 15 days after the 6-

OHDA lesion. The total number of (contralateral) rotations was recorded every 5 min
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for 45 min (Padovan-Neto et al., 2009). Turns were counted by a rotometer (Ungerstedt
and Arbuthnott, 1970) [built in the CAID (Centro de Apoyo a la Investigacion y al
Desarrollo) of our university]. The behavioral evaluation was performed blindly by the
observers. Given that after 6-OHDA lesion small depletions of striatal DA were
associated with a lower intensity of rotations with apomorphine (Costall et al., 1976),
only animals in the 6-OHDA/Veh group, which exhibited more than 15 total turns
contralateral to the side of the 6-OHDA lesion, in 45 min, were included in this study.
An additional evaluation with EBST was made to verify the partial striatal lesion
(Blandini et al., 2007) and to avoid the behavioral sensitization effects of repeated
apomorphine injections. The EBST was performed to evaluate 6-OHDA-treated animals
35 days after the lesion as previously described (Borlongan and Sanberg, 1995). The
animals were placed in a Plexiglas box (40 X 40 X 35.5 cm) for 2 min for habituation.
Then, each rat was held 3 cm from the base of its tail and suspended approximately 3
cm above the table. In this position the animals start swinging to the right or left side
and the number of events counted. Animals must return to the outstretched position for
the next swing to be counted. At the beginning, a gentle pinch in the tail may stimulate
the behavior. The number of left-biased (L) swings and right-biased (R) swings were
counted during a period of 1 minute. Biased swinging behavior was calculated as
follows: L (% of total BS for left-biased swings) and R (% of total BS for right-biased
swings), Total BS = L+R. All experimental tests were performed at the same time of

day.
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3.1.4 Tissue preparation

To study the histological effects of the lesion, forty days after the last behavioral
screening, 40 animals were deeply anesthetized with a mixture of ketamine/xylazine (50
mg/kg; 10 mg/kg 1.p.) and transcardially perfused with PBS 0.01 M (300 ml; pH 7.4)
followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M cold phosphate buffer (250 ml; pH 7.4).

The brains were rapidly removed and postfixed in the same fixative for 24 h (4
°C) and then cryoprotected in 30% sucrose/phosphate buffer. Brains were quickly
frozen in cold isopentane (-40 °C; Sigma) and stored at -80 °C until further
histochemical and immunocytochemical procedures to be carried out.

Drugs and Chemicals

3.1.5 Immunohistochemistry and Histochemistry

Thirty pm-thick serial coronal sections were cut with a cryostat (Leica). After a
period of time, adjacent brain sections containing the Caudate-Putamen complex (CPu)
nucleus or SNpc were immunostained for Tyrosine Hydroxilase (TH), 32 kDa
dopamine and cyclic AMP-regulated protein (DARPP-32) and neuronal Nitric Oxide
synthase (nNOS). TH immunohistochemistry was performed as previously described
(Barcia et al., 2004), and the same procedure was carried out for nNOS, total DARPP-
32 and its phosphorylated Thr-34 analogue. Briefly, tissue sections were rehydrated in
PBS pH 7.4 (3 washes) and incubated for 18-24 h with the primary antibody (TH,
1:1000, Calbiochem; NOSI1, 1:1000, Santa Cruz; total DARPP-32 and DARPP-32
phospho T34, 1:400, Abcam ab51139 and ab51076, respectively). Sections were

processed by the avidin-biotin immunoperoxidase method (Vectastain ABC kit, Vector
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Lab) and immunopositive cells were visualized by addition of the chromogen 3,3'-
diaminobenzidine (DAB; Sigma, 1 mg/ml) and hydrogen peroxide (0.2%v/v). For both
DARPP-32, 1% Nickel was added to visualize the cells with enhanced contrast.
Sections were mounted on gelatin-coated glass slides (LinealLAB), dehydrated in
ethanol, cleared in xylene and cover-slipped for microscopic observations. Cytoplasmic
DARPP-32 positive cells were visualized as a blue or dark blue reaction product,
respectively, and nNOS and TH as a brown precipitate. In all experiments, tissues from

sham and from all lesioned groups were always processed in the same assay.

3.1.6 Western blot analysis

Ten non-lesioned rats groups (Sham/Veh and Sham/7NI) and fourteen 6-OHDA
rats groups were killed by decapitation 30 min after the last 7-NI injection. The brains
were removed, and the striatum dissected out on an ice-cold surface. The structure was
immediately immersed in liquid nitrogen. Samples were placed in homogenization
buffer [phosphate buffered saline, 2% sodium dodecylsulfate (SDS) plus protease
inhibitors (Boehringer Mannhein, Germany) and phosphatase inhibitors Cocktail Set
(Calbiochem, Germany)] and homogenized for 50 s prior to centrifugation at 6000 g for
20 min at 4 °C. Total protein concentrations were determined spectrophotometrically
using the bicinchoninic acid assay (Wiechelman et al., 1988). The optimum amount of
protein to be loaded was determined in preliminary experiments by loading gels with
increasing protein contents (25 to 100 pg) from samples of each experimental group.
Equal amounts of protein (50 pg/lane) from each sample were loaded on a 10% SDS—
polyacrylamide gel (SDS-PAGE), electrophoresed, and transferred onto a poly

vinylidene difluoride (PVDF) membrane using a Mini Trans-Blot Electrophoresis
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Transfer Cell (Bio-Rad Lab., California, USA). Non-specific binding of antibodies was
mitigated by incubating membranes with 1% bovine serum albumin (BSA) in Tris
buffer saline Tween (TBST: 10 mM Tris—HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, and 0.05%
Tween 20). Membranes were immunoblotted overnight using selective antibodies
against Phospho-Thr34-DARPP-32 (1:1000; Cell Signaling Technology) and Total
DARPP-32 (1:1000; Cell Signaling Technology). After extensive washings with TBST,
the membranes were incubated for 1 h, at room temperature, with peroxidase-labeled
secondary antibodies (anti-rabbit sc-2004 for DARPP-32 phosphorylated at Thr-34 and
Total DARPP-32, at 1:2000 dilutions). After washing, immunoreactivity was detected
with an enhanced chemiluminescent/chemifluorescent western blot detection system
(ECL Plus, GE Healthcare, U.K) and visualized by a Typhoon 9410 variable mode
Imager (GE,Healthcare U.K). Antibodies were stripped from the blots by incubation
with stripping buffer (glycine 25mM and SDS 1%, pH 2.0), for 1 h at 37 °C. Anti -
actin was used as a running control (Cell Signaling, 45 kDa). The ratio of total DARPP-

32/ B-actin, phospho-DARPP-32/B-actin concentration was plotted and further analyzed.

3.1.7 Quantitative methods

3.1.7.1 Immunohistochemistry and Histochemistry

The whole histological quantification was performed blindly. Neuroanatomical
sites (Dorso-lateral striatum and SNpc) were identified using the Paxinos and Watson
(1998) Rat atlas. The antero-posterior (AP) localization of the analyzed dorsolateral
striatum area was AP: 1.20 mm from bregma.

Images of immunostained neurons were captured from slices using a computer-

assisted image analysis system (ImageJ 1.43 Analysis software; rsb.info.nih.gov/ij/) that
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was connected with a Zeiss microscope mounted to a digital camera (CoolSnap) using a
10 x objective with a 0.1 x adapter (Barcia et al., 2004). The loss of dopaminergic fibers
in the dorso-lateral striatum was analyzed by measuring the optical density of the TH
immunoreactivity with ImageJ software. The optical density of a tissue area devoid of
staining (corpus callosum) was measured, adjusting the light intensity to give a
background density value. For background correction, the background was subtracted
from all subsequent measurements. A mean value for staining intensity was calculated
and expressed on arbitrary gray scale as relative optical density units (ROD units)
(Echeverry et al., 2004). The boundary of SNpc was outlined under magnification of a
4X objective (Zeiss). Cells were counted with a 40X oil-immersion objective using a
Nikon 80i microscope.

Serial sections through the whole SNpc were placed 6 per slide ((30 um-thick)
for systematic analysis of randomly placed counting frames (size 50 x 50 um) on a
counting grid (size of 190 x130 um) and sampled using an 18 um optical dissector with
2 um upper and lower guard zones. The nNOS labeled neurons were quantified in the
dorsolateral region of the striatum. For quantification of labeled neurons and
cytoplasmic DARPP-32, an average number from a fixed size/area of the dorsolateral
part of caudate nucleus was observed. For each treatment, three sections from each
animal were evaluated. A mean value for the number of cells in the three regions of the

animal was then calculated.

3.2 MONKEYS

All studies were carried out in accordance with the guidelines promulgated by

the European Convention for the protection of Vertebrate Animals used for
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Experimental and other scientific purposes of the Council of Europe (n° 123, September
22th, 2010) and the European Communities Council Directive 2010/63/ECC. Monkeys
were supervised by veterinarians and technicians skilled in the health care and
maintenance of non-human primates. The animals were housed in primate cages under
controlled conditions of humidity, light and temperature, and food (Masuri primate diet;
Scientific Dietary Services, UK); fresh fruit and water were available ad [libitum.
Experiments were performed with 9 adult males cynomolgus monkeys (Macaca
fascicularis, 3.8 — 4.5 kg) (purchased from R.C. Hartelust BV, The Netherlands) which
were rendered parkinsonian with MPTP-hydrochloride (Sigma, 0.3-0-4 mg/kg i.v. for 7
months; 1 injection every 2 weeks) as previously described (Barcia et al., 2004). None
of the animals had been previously used in other studies. After reaching stable
Parkinsonism, the monkeys were daily treated with Madopar® (Riahi et al., 2011;
Ouattara et al., 2010) (100 mg levodopa and 25 mg benserazide (Roche); v.o; ratio 4:1)
(termed levodopa hereafter) for 4 months until they developed stable and moderate—
severe LIDs. 25 mg/kg of the NOS inhibitor (7-NI; Sigma-Aldrich) was dissolved in
peanut oil solution, and subcutaneously administered to three monkeys every day 45
min prior to each levodopa injection during 5 days. This working dose (25 mg/Kg) was
chosen based on previous work by Hantraye and co-workers (Hantraye et al., 1996)

who treated monkeys with this inhibitor.

3.2.1 Drugs and chemicals

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine  (MPTP) hydrochloride was
purchased from Sigma-Aldrich. Madopar® was purchased from Roche,

(levodopa/benserazide, ratio 4:1(v/v)). NOS inhibitor (7-NI; purchased from RBI-
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Sigma) was dissolved in peanut oil solution (from RBI-Sigma)). All solutions and drugs

were prepared immediately before use and given at a volume of 2 mL/kg body weight.

3.2.2 Behavioural assessments and clinical study

The level of Parkinsonism was assessed with a previously described (Herrero et
al., 1993) motor scale which evaluates the following symptoms: akinesia/bradykinesia,
freezing, tremor, self-feeding, posture and spontaneous activity (maximum disability
score of 25). Parkinsonian disability was assessed at the end of each session in order not
to interfere with the assessment of general activity levels. All 3 monkeys reached
similar stable parkinsonism levels. The intensity of dyskinesia was rated for each body
segment (face, neck, trunk, arms and legs) every 30 min using a Dyskinesia Disability
Scale (maximal score of 21 points) (Hadj Tahar et al., 2004). The dyskinetic score
obtained was the sum of the scores for all body segments. Each monkey was evaluated
several times with the Dyskinesia Disability Scale after levodopa injection, and
averaged for the intensity of LIDs, Dyskinesia duration as the area under curve.
Dyskinesias were charecteristically choreic but dystonia was also observed. Stereotypes
or licking were not considered as dyskinesias. The animals were placed in special
observation cages for video recording and the dyskinetic score was blindly evaluated

with or without 7-NI co-administration.

3.2.3 Monkey tissue processing

After a lethal overdose of anaesthetic (pentobarbital sodium, 150 mg/Kg), the
brains of the monkeys were removed quickly from the skull and the hemispheres were

separated. The right hemisphere of each brain was divided into blocks that were post-

211



EUROPEAN MENTION

fixed for 3 days [4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS)] and

then cut on a freezing microtome in serial, free-floating 40 pum-thick transverse sections.

3.2.3.1 TH immunohistochemistry in the Substantia Nigra (SN)

Fresh-frozen, cryostat-cut, 40-um-thick slide-mounted mesencephalic sections
were processed for TH immunohistochemistry and then counterstained with cresyl
violet (Nissl staining) as previously described (Bezard et al., 2003a; Bezard et al.,
2001). Cell counts were performed using a computer-based image analyzer (Biocom,
Visioscan v4.12, Les Ulis, France). The boundaries of the SNpc were chosen on three
consecutive sections corresponding to a representative median plane of the SNpc for
examination of the size and shape of the different TH-ir neuronal groups as well as the
cellular relationships to axonal projections and nearby fiber bundles.

The number of both TH-ir and Nissl-stained neurons in the SNpc representative
plane was calculated three times by one blind examiner with regard to the experimental
condition. Mean and SEM cell number per plane were calculated for each group of

monkeys.

3.2.3.2 TH and DAT immunohistochemistry in the Striatum

Forty micrometer coronal sections, cut on a freezing microtome, were collected
in 0.1M PB, containing 30% sucrose and 30% ethylene glycol, and stored at —80°C.
Sections through the striatum were thoroughly washed in 0.1 M PB to remove the
cryoprotectant and incubated in 10% normal horse serum with 0.04% Triton X-100 in
PB for 30 min. They were then incubated for 72 hr in the same solution containing

primary antibody against either TH (1:500, rabbit polyclonal antibody, Pel-Freeze
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Biologicals; 1:1000, rabbit polyclonal antibody, Eugene Tech; 1:2000, mouse
monoclonal antibody, Chemicon) or the dopamine transporter (DAT; 1:125, rat
monoclonal antibody) (Miller et al., 1997). The sections were then rinsed in 0.1M PB
and incubated for 2 h in a combination of secondary antibodies. Finally, the sections
were rinsed in 0.1 M PB, mounted on gelatin-coated slides, and coverslipped using
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). The immunoreactivity for TH" and
DAT" was visualized using a Vector Avidin—Biotin complex (ABC) kit (Vector
Laboratories, Burlington, CA, USA) with diaminobenzidine (DAB; Sigma) as a

chromogenand counterstained with cresyl violet.

3.2.4 Data analysis

DA depletion was evaluated by measuring the optical density of TH-ir fibres in
the striatum with a computer-based system (ImageJ Verl.41). Statistical analysis was
performed using a one-factor or two-factor ANOVA (analysis of variance) (clinical
state factor: control or MPTP-treated; striatal region factor: caudate nucleus, putamen or
accumbens nucleus) followed by Newman-Keuls post hoc analysis. A P value of <0.05

was considered statistically significant.

3.3 SYMPATHETIC CARDIAC DENERVATION

Six monkeys were rendered parkinsonian by treatment with MPTP
hydrochloride (Sigma, 0.3-0-4 mg/kg i.v. for 7 months, 1 injection every 2 weeks) as
previously described (Barcia et al., 2004). The rest of the monkeys (n=3) were treated
with saline. Animals were sacrificed by sodium pentobarbital overdose (150 mg/kg, i.v.)

90 min after the last levodopa dose and the hearts were quickly removed after death.
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Each heart was bisected along the coronal axis, and half of each heart containing right

and left structures respectively was immediately frozen with dry ice and then stored at -

80° C.

3.3.1 Western Blot analysis

Samples from both ventricles were extracted and analysed separately. Western
blot analysis was performed in order to measure total and phosphorylated Hsp-27, total
and phosphorylated TH and COMT protein levels. Samples were placed in
homogenization buffer [phosphate buffered saline, 2% sodium dodecylsulfate (SDS)
plus protease inhibitors (Roche, Germany) and phosphatase inhibitors Cocktail Set
(Calbiochem, Germany)] and homogenized for 50s prior to centrifugation at 6000 g for
20 min at 4 °C.

Total protein concentrations were determined spectrophotometrically using the
bicinchoninic acid method (Wiechelman et al., 1988). The optimum amount of protein
to be loaded was determined in preliminary experiments by loading gels with increasing
protein contents (25 t- 100 pg) from samples of each experimental group. Equal
amounts of protein (50 pg/lane) from each sample were loaded on a 10% SDS-
polyacrylamide gel (SDS-PAGE), electrophoresed, and transferred onto a poly
vinylidene difluoride (PVDF) membrane using a Mini Trans-Blot Electrophoresis
Transfer Cell (Bio-Rad Lab., California, USA). Non-specific binding of antibodies was
mitigated by incubating membranes with 1% bovine serum albumin (BSA) in Tris
buffer saline tween (TBST: 10 mM Tris—HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, and 0.05% Tween
20). The blots were incubated at 4 °C (for total Hsp-27 and Hsp-27 phosphorylated at

Ser82) or phosphorylated TH in Ser 40 and COMT, with the following primary
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antibodies: polyclonal anti-total Hsp27 antibody (1:500; sc-1048, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); polyclonal antiphospho Ser82 Hsp27 (1:400
dilution; ab39399, Abcam, USA), or monoclonal anti-COMT (1:5000; ABS5873,
Chemicon International, MA, USA) in TBST with 1% BSA. After extensive washings
with TBST, the membranes were incubated for 1 h, at room temperature, with
peroxidase-labeled secondary antibodies (anti-goat sc-2350 for total Hsp27; anti-rabbit
sc-2004 for Hsp27 phosphorylated at Ser82; for COMT, Chemicon; antimouse sc-2005
at 1: 5000 dilutions). After washing, immunoreactivity was detected with an enhanced
chemiluminescent/chemifluorescent western blot detection system (ECL Plus, GE
Healthcare, UK) and visualized by a Typhoon 9410 variable mode Imager (GE
Healthcare). Antibodies were stripped from the blots by incubation with stripping buffer
(glycine 25mM and SDS 1%, pH=2), for 1 h at 37 °C. Anti- actin (Cell Signaling, 45
kDa) was used as a running control.

The ratio of concentration of total Hsp27/ B-actin, phospho-Hsp27/B- actin,
phospho-TH/ B-actin and total TH/ B-actin was plotted and analysed. Quantifications of
immunoreactivity corresponding to total Hsp27 (27 kDa), Hsp27 phosphorylated at
Ser82 (28 kDa), (Soluble-COMT) S-COMT and (Membrane-COMT) MB-COMT (25
and 30 kDa) bands were carried out by laser densitometry (Alphalmager, Nucliber,
Madrid). In each instance, a measure of the the integrated optical density of bands was
quantified and evaluated. The values were expressed in units of pixel gray levels are
proportional to the light intensity on a particular pixel during image exposure . The
optical density was then normalized to the background values. Relative variations
between bands of experimental samples and control samples were calculated for the

same image.
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3.3.2 HPLC analysis

Noradrenaline and its metabolite normetanephrine were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical detection. Each
tissue was weighed, placed in a dry-cooled propylene vial and homogenized with a
Polytron-type homogenizer (setting 4 for 50 s) in 1.5 ml of perchloric acid (0.1 M). The
homogenates were centrifuged (8000 g, 4° C, 15 min), the supernatant layer was
removed into a 1-ml syringe, filtered through a 0.45 mm filter (Millipore, Bedford,
USA) and centrifuged (6000 g, 4° C, 20 min) again using Ultrafree MC 0.2 (Millipore).
From each sample, 10 ul was injected into a 5 mm C18 reverse phase column (Waters,
Milford, MA, USA) through a Rheodyne (Rheodyne, Cotati, CA, USA) syringe loading
injector attached to a 200 pl loop. Electrochemical detection was accomplished with a
glass carbon electrode set at a potential of +0.65mV with respect to the Ag/AgCl
reference electrode (Waters). The mobile phase consisted of a 95:5 (v/v) mixture of
water and methanol with sodium acetate (50 mM), citric acid (20 mM), I-octyl-sodium
sulfonate (3.75 mM), di-n-butylamine (1 mM) and EDTA (0.135 mM), adjusted to pH
4.3. The flow rate was 0.9 ml/min, and chromatographic data were analysed with
Millenium 2010 Chromatography Manager Equipment (Millipore). Noradrenaline,
normetanephrine, and DA were simultaneously detected by the described HPLC method
at an elution time of 4.25 and 7.32 min, respectively. Noradrenaline and
normetanephrine were quantified and referenced to calibration curves that were run at
the beginning and the end of each series of assays. The content of noradrenaline and
normetanephrine in the right and left ventricle were expressed as ng/mg wet weight

tissue.
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4. RESULTS

4.1 RESULTS IN RATS

4.1.1 7-NI reverts to parkinsonian behavior in 6-OHDA-lesioned rats

The treatment with apomorphine induced contralateral rotations in 6-OHDA-
lesioned animals but not in control animals. However, a significant decrease in the
number of rotations was observed in the animals treated with 7-NI with respect to those
treated with the vehicle alone (control animals did not show any rotations
(Sham/Vehicle, n = 4; Sham/7-NI, n = 5) (ANOVA, F3,19) = 20.70, P < 0.001) (Fig. 1,
panel A). Although stereotyped behavior may be observed as a typical response to the
lesion in the striatum of the rat (Iversen and Koob, 1977; Olds et al., 1999), in our
animals no significant differences were observed between the experimental groups (data
not shown). The percentage of left-biased swings measured by EBST five weeks after
the striatal-lesion was significantly higher than in Sham rats (Duncan, P<0.05). 6-
OHDA/Vehicle animals showed more than a 70% increase in the number of left-biased
swings compared with Sham animals. A not significant decrease was observed in 6-

OHDA/7-NI animals (Duncan, P > 0.05) (Fig. 1, panel B).
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Figure 1: (A) Number of apomorphine-induced turns, 15 days after lesion, were
significantly lower in the 6-OHDA/7-NI group than in the 6-OHDA/Veh group. (B)
Left-biased swings measured by EBST 35 days after lesion in the 6-OHDA/Veh group
were increased by 70% compared with Sham animals. * P<0.05 lesioned animals vs.
Sham groups (ANOVA followed by the Duncan test).

4.1.2 7-NI reduces nNOS striatal expression in 6-OHDA-lesioned rats

There was a significant effect of 7-NI treatment on nNOS striatal expression in
lesioned rats (ANOVA Repeated Measures, F3,15) = 3.52, P = 0.041). The density of
nNOS-immunoreactive positive neurons in the 6-OHDA/Vehicle group increased in the
lesioned-dorsolateral striatum compared with Sham groups but it was partially reverted

in the 6-OHDA/7-NI group (ANOVA, F3 16) = 6.63, P < 0.005) (Fig. 2, panel B).
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Figure 2: Increase of striatal nNOS was reverted by 7-NI. (A) Photomicrographs
show nNOS labeling in the dorsolateral striatum. (B) An increase of nNOS™ cells was
observed in the 6-OHDA/Veh group with respect to Sham animals and was slightly

lower in the 7-NI treatment (6-OHDA/7-NI). * P<0.05 6-OHDA vs. Sham groups, and
# P<0.05 6-OHDA/7-NI vs. Sham/Veh (ANOVA followed by the Duncan test).

4.1.3 7-NI protects the nigrostriatal pathway in 6-OHDA -lesioned rats

Histological analyses were carried out in the lesioned dorsolateral striatum and
in the ipsilateral SNpc area. Previously, an analysis of both sides was performed. In the
dorsolateral striatum region, an interaction (ANOVA Repeated Measures, F 16) = 3.31,
P = 0.047), and effect in treatment factor was observed (ANOVA Repeated Measures,
Fg.16) = 5.08, P = 0.012). Densitometry analysis revealed a significant reduction of TH"
fibers in the lesioned-dorsolateral striatum of 6-OHDA rats. However, a significant
effect was observed in the 6-OHDA/7-NI group (ANOVA, Fg319) = 23.42, P< 0.001)

(Fig. 3, panel A-B).
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Figure 3: (A) Photomicrographs showing the distribution of TH' fibers in the
dorsolateral striatum in the different experimental groups 45 days post-lesion.
Schematics illustrations of the analyzed coronal section are shown on the right. (B) The
treatment with 7-NI moderately attenuated the loss of TH" fibers in 6-OHDA-lesioned
animals. Results are expressed as the mean + SEM of TH optical density.

Using the ImageJ software we measured the lesioned striatal area (DA terminal
loss) on the lesioned side, and data were expressed as the percentage of each area
(lesioned or intact) with respect to the total dorsolateral area. The percentages obtained
were Sham/Veh: No lesion: 100%, Sham/7-NI: No lesion: 100%, 6-OHDA/Veh: No
lesion: 15.5%; Lesion: 84.5% and 6-OHDA/7-NI: No lesion: 37.2%; Lesion: 62.8%.
Besides, there was a significant negative correlation between the expression of striatal
TH" fibers and rotational behavior (r = —0.869, P < 0.01) (data not shown). We
designed an analysis of the SN, but only significant differences in TH* neurons staining

were detected in SNpc, and no significance in the other (SNj, and SNy) groups analyzed
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(ANOVA, Fg3,15 =3.24, P > 0.05) (Fig. 4, panel A). In the SNpc region (but not in SNj,
and SNy), a decrease in TH" neurons was seen in 6-OHDA/Vehicle animals compared
with Sham/vehicle and 6-OHDA/7-NI groups (ANOVA, Fg3i5 = 3.24, P< 0.05;
Duncan, P< 0.05) (Fig. 4, panel B). These changes were observed in the SNpc, which

projects towards the dorsolateral striatum.
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Figure 4: TH" neurons in the ventral mesencephalon in a section containing the
intra-axial portion of the third cranial-nerve. (A) Graph showing the count of TH-
immunoreactive positive neurons in the 3 areas of the SN (SNpc, SNy and SNy,). The
three different regions, analyzed of the SN are indicated in the scheme localized on the
right of the panel (SN localized at AP -5.80 mm from bregma). (B) We found only a
significant difference in the SNpc with respect to other areas (ANOVA, Fg 15 = 3.24,
post-hoc Newman-Keuls). *P<0.05, 6-OHDA/Veh vs. Sham/Veh and 6-OHDA/7-NI.
OD: Optical Density, ROD units: Relative Optical Density units.
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4.1.4 7-NI reduces DARPP-32 phosphorylation in 6-OHDA-lesioned rats

To accurately determine the increase in DARPP-32" cell numbers in
pathophysiological stages in postmortem brain, it was important to establish a positive
control for its quantification in a non-involved brain area. In all the sections we
analyzed the motor cortex immediately above the striatum, (Fig. 5-6, panel A) (Ouimet
et al., 1984; Ouimet et al., 1998), for both total DARPP-32 and phosphoThr-34-
DARPP-32. Analysis with pospho-Thr34-DARPP-32 showed an interaction between
both factors (ANOVA Repeated Measures, F316= 5.15, P = 0.011). In lesioned-
dorsolateral striatum, the number of pospho-Thr34-DARPP-32 cells revealed an
increase in the 6-OHDA/Vehicle group, which was significantly diminished in the 6-
OHDA - lesioned group treated with the nNOS inhibitor (ANOVA, Fg 16 = 4.62, P<
0.01) (Fig. 6, panel C). An opposite effect was observed in the total DARPP-32" cell
number. Previously, an interaction between both factors was observed (ANOVA
Repeated Measures, F3 16) = 21.53, P< 0.001), and also an effect on the treatment factor
(ANOVA Repeated Measures, F316) = 19.89, P< 0.001). In lesioned-dorsolateral
striatum, DARPP-32" cells decreased in the 6-OHDA/Vehicle group, whereas a
significant increase was also found in the 6-OHDA/7-NI group (ANOVA, F3,17) =274,
P< 0.001; Duncan, P< 0.05) (Fig. 5, panel C). Furthermore, a significant correlation
was seen between the levels of phospho-Thr34-DARPP-32 and total DARPP-32 which
suggests consumption of the total DARPP-32 phosphorylated by NO-mediated
mechanisms (data not shown). This means that PKG (via NO) phosphorylated total
DARPP-32 with an increase phospho-Thr34-DARPP-32. Thus, these results

demonstrate a correlation between the state of phosphorylation of DARPP-32 and the
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nNOS —expressing cell numbers in the lesioned striatum based on the previous results

shown.

05mm)
08§§§

Density of Total DARPP32 cells
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Figure 5: Total DARPP-32 in the dorsolateral striatum is reduced by intrastriatal 6-
OHDA injections and up-regulated by the ulterior 7-NI treatment. (A)
Photomicrographs showing cytosolic DARPP-32 labeling in Motor Cortex
(arrowheads), and Caudate-Putamen. (B) Photomicrographs showing an overall
expression of total DARPP-32" cells in 6-OHDA/7-NI group compared with the other
experimental groups. The quantification in the dorsolateral striatum showed a decrease
in 6-OHDA/Veh and a striking increase in the 6-OHDA/7-NI group (C) * P<0.05 with
respect to Sham groups (ANOVA followed by the Duncan test).
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Figure 6: (A) Photomicrograph showing cytosolic Phospo-Thr34-DARPP-32 labeling
(arrowhead) in Motor Cortex, and Caudate-Putamen. (B) Photomicrographs showing an
increased expression in 6-OHDA/Veh group compared with the other experimental
groups. Quantifications of the Phospho-Thr34-DARPP-32 revealed a significant
increase in 6-OHDA/Veh group that is prevented by 7-NI treatment (C) * P<0.05 6-
OHDA vs. the other groups (ANOVA followed by the Duncan test).

4.1.5 7-NI reduces values of phospho-DARPP-32 and increases total

DARPP-32 in 6-OHDA-lesioned rats by Western Blot analysis

Striatal Phospho-Thr43-DARPP-32 and total DARPP-32 immunoblots were
examined by Western blot analysis in control treated with 6-OHDA/Vehicle and treated
with 6-OHDA+ 7-NI in all the groups. As regards DARPP-32, this was detected in a
band located at ~ 32 kDa. The protein quantifications showed that in rats treated with 6-
OHDA/7-NI, the total DARPP-32 protein increased significantly with respect to and 6-

OHDA treated groups (ANOVA, post-hoc Newman-Keuls, P<0.01, Fig. 7).
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Similar results were obtained by immunohistochemistry showing an overall
expression of total DARPP-32" cells in 6-OHDA/7-NI group compared with the other
experimental groups ) (Fig. 5). The opposite effect was observed in the phospho-Thr34-
DARPP-32, which increased in the 6-OHDA/Vehicle group with respect to controls
animals (One Way ANOVA, post-hoc Newman-Keuls, P<0.01, Fig. 8). These data are
consistent with those obtained by immunohistochemistry, giving more accurate

estimates to support our results.
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Figure 7: Normalized values with B-actin were compared with those of Sham or 6-
OHDA treatment groups. ** P<0.01, 6-OHDA/Veh vs. Sham groups and *** P<0.001,

6-OHDA/Veh vs. 6-OHDA/7-NI (One way ANOVA followed by Newman-Keuls post
hoc test).
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Figure 8: Normalized values with B-actin were compared with those of Sham or 6-
OHDA treatment groups. ** P<0.05 6-OHDA/Veh vs. Sham groups and 6-OHDA/Veh
vs. 6-OHDA/7-NI (One way ANOVA followed by the Newman-Keuls post-hoc test).
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4.2 RESULTS IN MONKEYS

4.2.1 CLINICAL EFFECT OF 7-NI TREATMENT IN DISKYNETIC

MONKEYS

The anti-parkinsonian effect of levodopa was similar in all three monkeys whose
disability motor scores compared with their stable parkinsonian state improved very
significantly (Fig. 9). Levodopa administration resulted in the rapid development of LID
in MPTP-treated monkeys, which showed its highest peak about 90 min after treatment
and then gradually declined over the 220 min period. 7NI co-treatment decreased

dyskinesias after initial drug administration.
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Figure 9: Disability motor score values of the 3 animals (M1, M2 and M3) and its
average in three different pharmacological states: i) Prior to levodopa treatment Stable
Parkinsonism (SP), ii) after levodopa treatment and iii) after levodopa + 7-NI co-
administration. A decrease in the motor score in both levodopa treated groups with
respect to SP (*** P<(0.001, One-way ANOVA, Friedman test) is observed.
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Figure 10: Daily time course of LID scores with 7NI co-treatment in moderately-
severe parkinsonian monkeys. LIDs were assessed every 30 min for the period of
observation (~ 220 min). LIDs performance was significantly decreased over the entire
2h time period when compared to levodopa (+) 7NI co-administration monkeys group
to (+)levodopa treated group from week 2 onwards. The reduced LID scores due to
levodopa + 7NI co-treatment was maintained for 45 days. The values represent the
mean + SEM of 3 monkeys. (*P< 0.05, **P< 0.01 and ***P< 0.001). Two-way
repeated ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test.

4.2.2 Individual dyskinetic profiles in the monkeys with levodopa and 7-

NI CO-treatment

Levodopa-treated animals showed a dyskinetic profile with a highest score
(peak-dose) at 80-100 min and finishing at 190-200 min (Fig 11, panel A). As
previously shown in this work, 7-NI co-administration preserved the beneficial anti-
parkinsonian effect of levodopa treatment without significant differences in the

disability motor score (P> 0.05) (Fig. 9). 7-NI, also dramatically decreased the
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intensity (Fig. 11, panel B) and duration (Fig. 11, panel C) of the dyskinesias, reducing
the profile by more than 50%. Analyses of the time course and overall dyskinetic

response (AUC) showed that 7-NI significantly reduced LIDs (P< 0.001) (Fig. 11, panel
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Figure 11: Each column represents the data of each monkey (M1, M2 and M3). (A)

Dyskinetic profile of each monkey with and without 7-NI treatment showing the
intensity (dyskinesias score) and duration (min) in the 3 monkeys (M1, M2, and M3)
with levodopa with and without 7-NI co-administration. (B) Average intensity of
LIDs. For each monkey and for each treatment (only levodopa or levodopa + 7-NI) we
performed five different measures which were similar and consistent for each monkey
as well as for all the monkeys. 7-NI significantly reduced the average intensity of LIDs
over the time course: M1 without (9/21) and with (4/21) 7-NI co-treatment, M2 without
(7/21) and with (1/21) co-treatment and M3 without (6/21) and with (3/21) 7-NI co-
treatment, (t-test M1 and M3 **P<(.01, levodopa vs. levodopa + 7-NI and M2
*#%P<0.001, levodopa vs. levodopa + 7-NI) and (C) Dyskinesia duration in minutes.

For each monkey and for each levodopa treatment (with or without 7-NI) we performed
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five different measures that showed consistent results in each monkey as well as

between all monkeys in each group.

The duration of dyskinesias in MPTP-treated monkeys with/without 7-NI treatment
were: M1 without (200 min) and with (130 min) 7-NI co-treatment, M2 without (200
min) and with (135 min) 7-NI co-treatment and M3 without (200 min) and with (140
min) 7-NI co-treatment (t-test M1, M2 and M3 ***P<0.001, levodopa vs. levodopa + 7-
NI). (D) Area under curve (AUC). For each monkey and for each treatment (only
levodopa or levodopa + 7-NI) we performed five different measures that were similar
and consistent in each monkey as well as between monkeys in each group. The AUC, a
measure that encompasses both intensity and duration of the LIDs, was significantly
reduced with 7-NI co-administration for each monkey (Paired t-test, M1 **P<0.01,
levodopa vs. levodopa + 7-NI, M2 *P<0.05, levodopa vs. levodopa + 7-NI and M3
*#*%P<(0.001, levodopa + 7-NI vs. levodopa without 7-NI). These data are expressed as
the mean AUC = SEM between 0 and 200 min in each monkey.

Monkey 1 which received 9 injections of MPTP over a period of 4.5 months, developed
significant bradykinesia, rigidity and freezing after the third MPTP injection. After the
fifth MPTP injection resting tremor in the upper limbs also appeared, and it showed a
transient dystonia in the inferior limbs and in the oro-mandibular area, which
disappeared after the eighth MPTP injection. After 4 months of levodopa treatment they
showed stable body trunk dyskinesias, hand stereotypies, jerking motions and dystonic
postures of lower limbs and tail. Fast choreic movements appeared 10 min after
levodopa administration, lasting 200 min, and reaching the peak-dose at 110-120 min
(intensity 17/21). From the first co-administration with 7-NI, the dyskinetic profile
changed, becoming significantly shorter (finishing at 145 min) (P<0.001) (Fig. 11,
panel A-C) and reaching the peak-dose at 60 min with a score of 6/21 (P<0.001) (Fig.

11, panel B-C).
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Monkey 2 also received 9 injections of MPTP over 4.5 months. It developed rigidity,
severe bradykinesia and slight tremor in upper limbs, and occasionally in the head. On
several occasions following MPTP injection abnormal movements of the mouth
(repeated chewing) were observed. After 4 months of levodopa treatment, stable choreic
movements of the whole body, but especially in the lower limbs appeared 10-15 min
after levodopa administration lasting 200 min, and reaching the highest peak-dose at
120 min (intensity 14/21) (Fig. 10, panel A). From the first co-administration with 7-NI,
the duration of dyskinesias was significantly shorter (finishing at 145 min) (P<0.001)
(Fig. 11, panel A), reaching the peak-dose at 60 min with a maximal score of 5/21

(P<0.001) (Fig. 11, panel B-C).

Monkey 3 received 15 injections of MPTP during a period of 6 months. Some
vegetative symptoms were observed immediately after each dose but the animal
returned to a normal state within 24 h. It showed rotational behaviour after the fourth
MPTP injection. Bradykinesia, rigidity, freezing, and tremor in the upper limbs, and
oromandibular dystonia appeared after the seventh dose of MPTP. After 4 months of
levodopa treatment stable choreic movements of all the body, especially evident in the
lower limbs which presented a toe twist, appeared 10-15 min after levodopa
administration, lasting 200 min, and reaching the highest peak-dose at 90 min (intensity
14/21, Fig. 11, panel A). From the first co-administration with 7-NI, the duration of
dyskinesias was significantly shorter (finishing at 150 min) (P<0.001) (Fig. 11, panel
A) reaching the peak-dose at 60 min with a maximal score of 8/21 (P<0.001) (Fig. 11,

panel B-C).
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4.2.3 POSTMORTEM ANALYSIS

4.2.3.1 Number of dopaminergic cells in SNpc and VTA

A marked and significant loss of dopaminergic neurons was observed in the
SNpc (A9 region) of all MPTP-monkeys (60% cell loss approximately). No significant
differences were observed between levodopa groups, indicating that levodopa does not
alter the survival of dopaminergic cells in the SNpc. In the VTA area (A10 region)
dopaminergic neurons showed a slight decrease in all groups treated with MPTP (both
with levodopa as with 7-NI) compared with the control group without reaching

statistical significance (Fig. 12).
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Figure 12: Neuronal loss in the mesencephalon. Number of TH+ neurons in midbrain
hemisections immunostained for TH at the level of the third cranial nerve in the
substantia nigra pars compacta (A9) in the different groups of monkeys: Control,
MPTP, MPTP + L-DOPA y MPTP + L-DOPA + 7-NI. All MPTP treated groups
showed a significant decrease compare with the vehicle treated groups. ***P<0.001).
One-way ANOVA, P<0.01, post-hoc Newman-Keuls.
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4.2.3.2 TH and DAT immunoreactivity in the striatum

A reduction in the immunoreactivity levels of two dopaminergic presynaptic
markers (TH and DAT) was observed in the striatum of all MPTP-treated monkeys
(Fig. 13, Fig. 15). Anterior (ac +2mm) and posterior (ac -4mm) striatal sections were
separately analyzed. In the anterior striatum (head of caudate and putamen) the density
of TH-ir (immunoreactive) neurons in levodopa-treated monkeys was decreased twofold
with respect to control animals (P = 0.034). Thus, in the control monkeys, optical
density (O.D) of TH-ir fibers in the anterior striatum was 86.6 + 2.8, while that in the

levodopa groups this decreased to 24.1 £ 8.6 units of O.D (Fig. 13-14)
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Figure 13: Optical density (O.D) of TH-ir for dopaminergic fibers at the head of
the anterior caudate nucleus. All groups (control, MPTP alone, MPTP + levodopa and
MPTP + levodopa + 7-NI) were analyzed. There were significant differences when we
compared all groups with control group (** P <0.01 and *** P <0.001). (One-way
ANOVA, P <0.01, post-hoc Newman-Keuls). hCd = head of caudate, ac = anterior
commissure.
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Figure 14: Optical density (O.D) of TH-ir for dopaminergic fibers at the head of
the anterior caudate nucleus. All groups (control, MPTP alone, MPTP + levodopa and
MPTP + levodopa + 7-NI) were analyzed. There were significant differences when we
compared all groups with control group (** P <0.01 and *** P <0.001). (One-way
ANOVA, P <0.01, post-hoc Newman-Keuls). Put = putamen, ac = anterior
commissure.

Although a similar pattern of reduction in both markers was observed, TH
showed a greater decline than DAT in the posterior striatum (Fig. 15). The O.D of
DAT"-ir was greater in the control group than in the MPTP-treated group (P = 0.021),
what was also correlated with a greater increase in the striatal TH-ir cell density of the
MPTP-treated group compared with intact animals (P = 0.034). On the other hand, the
quantification of O.D of TH-ir in the posterior striatum (body of the nucleus caudate
and putamen) was lower that in anterior striatum. In the control monkeys, the value of

O.D of TH-ir fibers in the posterior striatum was 80.6 + 3.1, while in the levodopa-

treated groups it decreased to 16.1 + 5.3 units of O.D (Fig. 15).
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Figure 15: Optical density (O.D) of TH-ir for dopaminergic fibers at the head of
the anterior caudate nucleus. All groups (control, MPTP alone, MPTP + levodopa and
MPTP + levodopa + 7-NI) were analyzed. There were some significant differences
when we compared all groups with control group (*** P <0.001). (One-way ANOVA, P
<0.01, post-hoc Newman-Keuls). BCd = body of the caudate.

Moreover, the optical density of DAT-ir fibers was greater in the control group
than in the levodopa-treated group (P<0.001), which correlates with a greater increase
of the striatal TH-ir fiber density levels in these animals compared with untreated
animals (P = 0.034). No significant differences were found between MPTP treated
groups, both with levodopa and with the nitric oxide inhibitor (7-NI). These results
indicate that in terms of intra-striatal changes, the anterior putamen was relatively less
affected than the posterior putamen and caudate (Fig. 14-15). Moreover, both markers

also showed a noticeable immunoreactivity gradient in the dorsoventral axis.
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4.2.4 HEART TISSUE ANALYSIS

4.2.4.1 Effects of MPTP and levodopa-treated monkeys on total

HSP-27 and phospho-HSP 27 expressions

Total Hsp 27 and phosphorylated Hsp27 at Ser-82 immunoreactivity in the right
and left ventricle were examined by Western blot analysis in control monkeys and in
MPTP and MPTP + levodopa treated animals. Total Hsp 27 total and pHsp27 were
detected in a band located at ~ 27 kDa (Fig. 16). In animals treated with MPTP and
MPTP + levodopa the total Hsp 27 levels were similar, in right (RV) and left ventricle
(LV), to that obtained in the control group. However, the levels of pHsp27 Ser82
protein were significantly affected by the treatment (Fig. 16, panel A-B). We observed a
significant increase in the levels of this protein in both ventricles when we compared

MPTP + levodopa-treated monkeys with the other groups (P<0.01).
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Figure 16: Effects of MPTP and levodopa-treated monkeys on total Hsp 27 and
phospho-Hsp 27 expressions in tissue heart. Total and Phospho-Hsp27 were detected
in a band located at 27 kDa. In animals treated with MPTP and MPTP + levodopa,
levels of total Hsp27 were similar in both ventricles. However, in phospho-Hsp27 at
Ser82 protein there are significant differences in the two ventricles (P<0.01) (Panels A-
B). (A) In the RV, MPTP + levodopa treated monkeys with respect to the other groups
(One Way ANOVA, P<0.01).
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4.2.4.2 EFFECTS OF MPTP AND LEVODOPA-TREATED
MONKEYS ON EXPRESSION OF TOTAL TH AND TH

PHOSPHORYLATED

We also studied the total TH (band located at ~ 62 kDa) and the phosphorylated
TH at Ser40 (band located at ~ 65 kDa) in the right and left ventricle for estimating the
severity of the Parkinsonism in MPTP and MPTP + levodopa treated monkeys. As
shown in Figure 17, we observed that MPTP + levodopa and levodopa-treated monkeys
had a slight decrease in the total TH of RV when compared to controls, but with no
statistical significance. In contrast, in the LV, we observed an important decrease in
MPTP + levodopa-treated monkeys with respect to control animals (P<0.001) and to
MPTP-treated monkey’s with respect to control and MPTP + levodopa-treated animals
(P<0.01). Secondly, we examined the phospho-TH, phosphorylated at Ser 40,
expression in the heart of control and treated monkeys. In the RV, we observed a
significant increase in phospho-TH levels in MPTP-treated monkeys compared with the
other groups (P<0.01). However, in the LV, we also found an important increase of
phopho-TH at Ser40 in the MPTP + levodopa-treated monkeys (P<0.001) and MPTP-

treated monkeys when compared to control animals (P<0.01).
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Figure 17: Effects of MPTP and levodopa treatments on expression of total TH
and phospho-TH in both cardiac ventricles. There was an importantl decrease of
Total TH in the heart of MPTP + levodopa-treated monkeys with respect to control
animals (P<0.001) and MPTP-treated monkey with respect to control and MPTP +
levodopa-treated animals (P<0.01). In the RV we found a significant increase in the p-
TH levels of heart of MPTP-treated monkeys with respect to the other groups (P<0.01).
However, in the LV, we also found an important increase of p-TH at Ser40 in the heart
of MPTP + levodopa-treated monkeys (P<0.001) and MPTP-treated monkeys
compared with control animals (P<0.01).

4.2.4.3 COMT ACTIVATION AFTER CHRONIC MPTP PLUS

LEVODOPA-TREATED MONKEYS

The COMT protein expression in extracts of the right and left monkey heart is
shown in Figure 17. Western blotting revealed the presence of two bands at

approximately 25 and 30 kDa, respectively. Based on the sizes and relevant abundance,
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the 25 kDa band is presumed to be the (soluble subunit) S-COMT in the heart with the
30 kDa band representing the (membrane subunit) MB-COMT (Fig. 18). Quantitative
analysis showed a non-significant increase in the expression of S-COMT subunit in
neither of the two ventricles. In contrast, we observed a significant increase in the
expression of MB-COMT in the RV of MPTP + levodopa-treated animals compared
with normal controls (P<0.05) (Fig. 18, panel A). Moreover, in the LV, we showed an
important and significant increase in the expression of MB-COMT in MPTP +
levodopa-treated animals (P<0.001) and in MPTP-intoxicated monkeys when compared

with controls. (P<0.05) (Fig. 18, panel B).
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Figure 18: COMT activation after chronic MPTP and levodopa treatment in both
cardiac ventricles of monkeys. Quantitative analysis showed a non-significant increase
in the expression of S-COMT subunit in the two ventricles of monkey’s heart. In
contrast, we observed a significant increase in the expression of MB-COMT in the RV
(A) of MPTP + levodopa-treated animals compare with normal controls (P<0.05). (B)
Moreover, in the LV, we showed a very significant increase in the expression of MB-
COMT of MPTP + levodopa-treated animals (P<0.001) and in MPTP-intoxicated
monkeys when compared with control animals (P<0.05).
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4.2.4.4 EFFECTS OF MPTP AND MPTP PLUS LEVODOPA ON

NORADRENALINE TURNOVER

Concentrations of noradrenaline, normetanephrine, as well as noradrenaline
turnover (as estimated by NMN/NA ratio) were measured in the RV and LV in
monkeys treated with MPTP or with MPTP + levodopa. The concentrations of the NA
(ng/g) in both ventricles showed non-significant decrease in MPTP and MPTP +
levodopa treated-monkeys with respect to controls (Fig. 19, panel A). We also observed
significant differences in the NMN concentrations (ng/g) in both ventricles. There was a
significant increased expression of NMN (ng/g) in the RV of MPTP + levodopa-treated
monkeys (P<0.01) compared to MPTP-treated animals. In contrast, we also observed a
significant decrease in NMN concentrations when compared MPTP-treated animals
with control animals (P<0.05) (Fig. 19, panel B). The NA turnover in both ventricles
was increased in MPTP + levodopa-treated monkeys with respect to both MPTP-

intoxicated monkeys (P<0.001) and to controls animals (P<0.01) (Fig. 20).
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Figure 19: (A) The analysis of NA (ng/g) concentrations in the RV showed a non-
significant decrease in the heart of MPTP and MPTP + levodopa-treated monkeys
compared to controls, which was only significantly decreased in the LV of MPTP +
levodopa treated monkeys compared to controls. (B) In the RV the concentrations of
NMN (ng/g) in the dyskinetic monkeys show a striking and very significant increase
compared with MPTP-treated animals (P<0.01). In contrast, we also observed a
significant decrease in NMN concentration betweenMPTP-treated animals as compared

to controls. (P<0.05).
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Figure 20: Effects of MPTP and MPTP + levodopa on noradrenaline turnover obtained
by HPLC analysis. The analysis of the noradrenaline turnover (as estimated by
NMN/NA ratio) was carried out in both RV and LV of control and treated monkeys this
shows a significant increase in the MPTP + levodopa-treated monkeys with respect to
both MPTP-intoxicated monkeys (P< 0.001) and controls animals (P<0.01).

240



EUROPEAN MENTION

S. DISCUSSION

The administration of 6-OHDA in the striatum of the rat induces static, rapid and
nearly complete DA degeneration of neurons in the SN (Zuch et al., 2000). In contrast
to other models, such as systemic administration of MPTP, 6-OHDA model has been
shown to be an excellent model because it has a large number of advantages. These
include i) drug-induced rotational test can accurately assess which animals are truly
injured, ii) shows compensatory plastic neuronal changes in the contralateral
nigrostriatal DA pathway to the lesioned side, and iii) enables to use the same animal
both as an injured (analyzing the denervated DA pathway) and a control subject (via
non-denervated DA pathway) and thus, a robust model for the potential assessment of
prospective neuroprotective drugs (Zheng et al., 2006; Aguiar et al., 2005). The
neuronal degeneration with 6-OHDA in rats also differs substantially from that which
occurs in PD (where neuronal loss is slow and progressive). Therefore, this paradigm is
also taken into account in this study with the use of a particular model which addresses
selective o neuronal 6-OHDA-induced striatal degeneration of DA neurons.Another
important application of 6-OHDA, is the possibility of behavioural assessments to
analyse the dopaminergic lesion as performed in this present study with the elevated
body swing test (EBST). This test was mainly applied in order to verify the partial
lesion in the striatum and to avoid any possible effects of behavioral sensitization to
repeated injections of apomorphine (Blandini et al., 2007). This test was performed 15
days after the apomorphine rotation test, as it has been previously validated as a
complementary drug-free test of the apomorphine test (Borlang and Sanberg, 1995).

Based on quantitative immunohistochemical and behavioral analyses, the present study
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provides in vivo evidence of the up-regulation of DARPP-32-signaling caused by a
moderate DA depletion in the striatum, controlled by nNOS mediated mechanisms.

Our results show that a unilateral intrastriatal injection of 6-OHDA in rats
induces a slight loss of TH" fibers in the striatum and TH" cells in the SNpc, associated
with a low intensive rotation secondary to apomorphine administration (Ungerstedt,
1971b; Costall and Naylor, 1975; Herrera-Marschitz and Ungerstedt 1984; Koob et al.,
1984). Although drug-induced rotational behavior is widely used to evaluate the level of
DA lesion, a more sensitive test (as is used in our present model) should be used due to
the sensitization effects of apomorphine (Mattingly et al., 1991). In our rats, the small
DA depletion in the SNpc and the striatum was reliably detected by rotational behavior
and by a significant contralateral biased-swing activity. Therefore, the EBST seems to
be a good drug-free measure for asymmetrical motor behavior (Borlongan and Sanberg,
1995). These asymmetries were detected in body swing behaviour revealing a small
imbalance of DA output that other methods may not be sensitive enough to uncover
(Yuan et al., 2005; Baluchnejadmojarad and Roghani, 2004). Similar to injections of 6-
OHDA in the medial forebrain bundle or the SNpc, the unilateral intrastriatal injection
of 6-OHDA in rats could also be considered a good model for describing progressive
loss of DA-containing structures in PD (Przedborski et al., 1995; Kirik et al., 1998;
Debeir et al., 2005), and hence as a good model to study nNOS regulation and its effects
in DA neurodegenerative processes (Gomes et al., 2008). Our results agree with
previous studies showing that a striatal 6-OHDA lesion causes an increase in nNOS
positive cells in the anterior and middle striatum, with a significant decrease of nNOS
density in cells of the SNpc, an effect that is modified by NOS inhibitors (Gomes et al.,
2008). This increase of nNOS may be responsible for the increase of NO that

contributes to DA neurodegeneration, and downstream to aberrant signaling of
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projecting neurons of the striatum. As previously reported, we observed that the
administration of 7-NI prevented the loss of TH" fibers in the striatum and neurons of
the SNpc.

This could be explained by the fact that DA depletion in the striatum increased
the oxidative stress exerted by peroxinitrite, which is recognized as an important
mediator of neuronal degeneration in the DA pathway (Smith and Cass, 2007).
Subsequently, NOS inhibitors, such as 7-NI, could protect against oxidation/nitration
processes by reducing the levels of peroxynitrite (Denicola and Radi, 2005), and
putatively attenuating 6-OHDA toxicity.

Another approximation that we have used in our work is the MPTP monkey
model which is probably the most relevant model currently that exists for the clinical
study of PD (Fox & Brotchie, 2010). This model not only replicates the death of
dopaminergic neurons and the consequent depletion of striatal DA, but also shows most
of the motor symptoms that are evident in PD. However, one major limitation of the
MPTP model, lies in the well documented difficulty to reproduce the gradual loss of
dopaminergic neurons in the SNpc and the corresponding progressive onset of motor
symptoms, such as those seen in PD (Jakowec and Petzinger, 2004; Selikhova et al.,
2009). In order to circumvent this problem we designed a chronic MPTP scheduled
treatment, which induced progressive dopaminergic neuronal death. One aim of our
study was to prove the effect of a 7-NI inhibitor in mitigating levodopa induced
dyskinesias. Similarly to PD patients, carbidopa or benserazide were simultaneously
administered with each dose of levodopa. This assumes that, initially, the inhibition of
the activity of DOPA decarboxylase (DDC) activity occurs sufficiently rapidl to
withstand being metabolised, with the effect of increased inhibition of peripheral

levodopa overtime (Pinder et al., 1976).
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Our work shows that 7-NI decreases LIDs in a non-human primate model of PD
without affecting the anti-parkinsonian efficacy of levodopa. It has been described that
7-NI administered to rats causes a cataleptic stage (Padovan-Neto et al., 2009).
However, the motor evaluation of monkeys did not show any cataleptic or lethargic
effects. Moreover, although previous studies performed in baboons showed that 7-NI
administration causes hyperactivity (Hantraye et al., 1996) we observed no evidence of
these activity alterations in our 7-NI-treatedanimals. Analysis of the AUC, which
encompasses both the intensity and duration of the total dyskinetic response (Fig. 11,
panel D), demonstrates that the inhibition of NOS constantly and significantly reduces
the dyskinetic profile (Fig. 11, panel B-C). A possible mechanism to explain this
phenomenon could be the role of striatal nitrergic interneurons, localized exclusively in
a subclass of spiny interneurons that colocalize with somatostatin, neuropeptide Y and
GABA (Kubota et al., 1993; Kharazia et al., 1994), which are activated by both
corticostriatal synaptic transmission (by direct synaptic contacts) and dopaminergic
terminals (by D1/5 receptors) within striatal neural networks (West et al., 2002).

In fact, striatal NO plays a critical role in PD through several proposed
mechanisms that include:

1) activation of cGMP in medium spiny neurons (MSNs)with the up-regulation of
cAMP (Lin et al., 2010) and inhibition of glutamate release from corticostriatal
pathways, (Calabresi et al., 1999) or ii) provoking long-term depression in MSNs (West
and Tseng, 2011). A possible explanation for the reduction of LID in parkinsonian
animal models is the cGMP pathway. In fact, the imbalance of the second messengers is
involved in the alterations of levodopa/dopamine signal transduction. In dyskinetic

animals chronic levodopa treatment led to a slight decrease in cAMP and cGMP levels
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(when compared with parkinsonian state) in cortico-striatal-pallidal regions of both
hemispheres (Giorgi et al., 2008).

Post-mortem studies of these monkeys compared with other dyskinetic and
parkinsonian monkeys in our laboratory should shed more light on the pathophysiology
of LIDs. Moreover, since 7-NI is able to reduce LIDs in parkinsonian monkeys and in
the light of other recent promising results with dopaminergic agonists, different
approaches could be evaluated using 7-NI co-administration. For example, D3/D2/D1-
receptor agonist could be continuously delivered by the transdermal route, (Stockwell et
al., 2009) or throughpartial dopamine agonist administration (Tayarani-Binazir et al.,
2010).

In post-mortem analysis of these monkeys, we also confirmed in our work and
extend previous studies that nigrostriatal degeneration induces a marked and significant
decrease in the number of striatal TH-ir, DAT-ir fibers (Blesa et al., 2012; Fernagut et
al., 2010) and dopaminergic cells in SNpc in non-human primates. We also demonstrate
that this decrease is further mantained by chronic levodopa exposure and 7-NI co-
treatment. In fact, we found that the striatum of parkinsonian monkeys chronically
treated with MPTP + levodopa exhibited a small decrease in optical density of TH-ir
and DAT-ir fibers compared to control animals, particularly in the posterior striatum (ac
-4 mm). These results corroborate previous studies that had shown an increased number
of striatal TH-ir fibers secondary to levodopa treatment that might be involved in the
development of aberrant striatal circuits and the appearance of LIDs (Dicaudo et al.,
2012).

Interestingly, this decrease was observed after a levodopa treatment period of 4
months. In contrast, chronic levodopa treatment does not alter the number of surviving

SNpc cells, confirming the lack of toxicity of levodopa in the primate nigral cell
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population (DiCaudo et al., 2012). One of the most interesting findings in this study is
the demonstration that chronic levodopa administration induced by chronic exposure to
MPTP in macaque primates seems to maintain already decreased number of TH-ir and
DAT-ir fibers in the anterior and posterior striatum. In contrast, in other similar studies
this was not observed (Huot and Parent, 2007; Huot et al., 2008; DiCaudo et al., 2012).
Huot and colleagues (2008) in this work demonstrated that the striatal TH-positive
neurons increase markedly in number in animal models of PD, where striatal DA
concentrations are low, but this increase is abolished by levodopa treatment. However,
in our study we did not observe this particular trend. DiCaudo and colleagues conclude
that the dose of levodopa given in this study (~30 mg/day) was able to reverse
parkinsonism in the majority of MPTP-monkeys without provoking dyskinesias
(DiCaudo et al., 2012). For this reason, we chose a higher dose of levodopa (100
mg/day) to induce and maintain severe dyskinesias and therefore investigate the
obsereveable antidyskinetic effect of 7NIL.

Moreover, from current literature search, the effective dose of levodopa for LID
(100mg/day) used in our study was the same order that was cited by by Di Paolo’s
group (Riahi et al., 2011; Grégoire et al., 2011; Ouattara et al., 2010).

Another finding was that, compared with values in untreated animals, monkeys
that received MPTP treatment had very low levels of catecholamines and their
deaminated metabolites (DA, NA, NMN and ratios) in heart tissue. Goldstein and
colleagues observed that plasma levels of norepinephrine, epinephrine,
dihydroxyphenylglycol, and dihydroxyphenylacetic acid were all much lower after
MPTP treatment than in untreated monkeys (Goldstein et al., 2003). In contrast, in our
study, after chronic treatment with levodopa, cardiac levels of these catecholamines

(NA and NMN) measured by HPLC s were higher than in untreated animals especially
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in the left ventricle. A quite similar pattern of high phopho-Hsp27 and phospho-TH
levels measure with western blot analysis (Fig. 16-17), show an imbalance in the
homestasis of animals. Moreover, in our work, unexpectedly, chronic levodopa
administration in MPTP-treated monkeys had a greater increase of measured cardiac
tissue levels of catecholamines compared with untreated monkeys, particularly in the
left ventricle (Fig. 19). After seven months, there was evidence of a very significant loss
of cardiac sympathetic innervation in the chronic MPTP-treated monkeys. These
findings therefore would mimic those found in PD patients, with high incidence of
cardiac sympathetic nerve loss (Goldstein et al., 2000).

The field of neurotoxin-induced Parkinsonism, as a model of the clinical
condition, would benefit from identification of a substance that destroys cardiac
sympathetic noradrenergic nerves and also penetrates the blood-brain barrier to destroy
nigrostriatal dopamine cells..

In conclusion, this study shows that:

In the rat model, a mild dorsolateral striatal 6-OHDA lesion, provokes a
significant increase of nNOS which is correlated with a positive balance of phospho-
Thr34-DARPP-32 expression in the neostriatum. Importantly, treatment with 7-NI,
apart from providing a neuroprotective effect, restores the striatal levels of
phosphorylation of DARPP-32 and increases the level of total DARPP-32.

In the non-human primates, 7-NI co-treatment is able to reduce the intensity and
duration of LIDs without affecting antiparkinsonian benefits, and could represent a
promising therapy to improve the quality of life of PD patients. Moreover, chronic
levodopa treatment could produce a cardioprotective effect in parkinsonian monkeys
due to an increase in the p-Hsp27 and COMT proteins. Both proteins are also

significantly increased in Parkinsonian monkeys chronically treated with levodopa.
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6. CONCLUSIONS

6.1 IN RATS

a) Unilateral dopamine denervation triggers increased expression of neuronal NOS
and DARPP-32 phosphorylated with a decreased expression of non-phosphorylated
DARPP-32.

b) Administration (i.p) with a specific inhibitor of neuronal NOS in the dorsal CPu
caused a small non-significant increase in the expression of TH, and total DARPP-32,
without modification of the phosphorylated protein.

c) 7-NI protects the nigrostriatal pathway in 6-OHDA-lesioned rats and reverses
parkinsonian behavior.

d) 7-NI reduces values of phospho-DARPP-32 and increases total DARPP-32 in 6-

OHDA -lesioned rats.

6.2 IN MONKEYS

a) Clinically, 7-NI decreases the severity (intensity and duration) of dyskinesias in
levodopa-treated monkeys. Besides have an antidyskinetic effect, it does not reduce
functionality in the anti-parkinsonian effect of levodopa.

b) As expected, the patterns of loss in dopaminergic neurons in the MPTP-treated
monkeys were very similar to that found in human PD brains.

c) In the SNpc (A9) we observed a very significant loss in dopaminergic neurons

similar to the parkinsonian monkeys treated with levodopa and 7-NL.
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d) In the VTA (A10) we show an insignificant decrease in the loss of dopaminergic
neurons in the parkinsonian monkeys treated with levodopa when compared to
untreated animals.

e) In the striatum (caudate nucleus and putamen), we observed that nigrostriatal
degeneration induces a marked and significant decrease in the number of striatal TH-ir
and DAT-ir fibers in parkinsonian primates co-treated with levodopa and 7-NI.

f) In cardiac tissue, MPTP treatment decreases catecholamine levels of NA, NMN
and dopamine and increases the expression of phospho-TH-40 resulting in possible
toxicity tocardiac cells

g) Chronic levodopa treatment reverts the parkinsonian effects and increases
protein levels of phospho-Hsp27, COMT, phospho-TH-40 and NMN/NA ratio. This
could possibly produce a cardioprotective effect in parkinsonian monkeys due to an

increase in the phosphorylated form of Hsp27.
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