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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta
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una incidencia creciente en Cuba y una de las primeras causas de atencion médica
en el CIREN. Debido a su caracter progresivo se hace necesaria la comprension de
los mecanismos moleculares involucrados en el dafio neuronal que en la actualidad no
estan bien dilucidados. Trabajos recientes han demostrado que el mantenimiento de la
concentracion de GSH es esencial para proteger a la SNpc de la neurodegeneracion.
Sin embargo, el efecto directo de la disminucion del GSH sobre la supervivencia de
la célula dopaminérgica y la conducta motora no ha sido esclarecido in vivo. De ahi
que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la disminucion transitoria
de la concentracion de glutation sobre el funcionamiento de la substantia nigra pars
compacta (SNpc) y la conducta motora de ratas. La administracion Unica por cirugia
estereotactica de L-butionina sulfoximina en la SNpc produjo disminucion transitoria
de la concentracion de glutation nigral y estriatal, lo que constituye un modelo valido
para estudiar el papel de esta molécula en el sistema nervioso central. La evaluacion
conductual demostro, por primera vez, que la disminucion transitoria de la concen-
tracion de glutation nigral produce alteraciones en la conducta motora de ratas, lo
que evidencio la importancia de este antioxidante para el funcionamiento del sistema
motor de ratas. Estos cambios conductuales se acompafiaron de muerte de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc y cambios en la expresion de genes relacionados con la




plasticidad del sistema nigro-estriatal. Por otra parte, la disminucién transitoria de la concentracion
de glutation resulta en una acumulacion de 6xido nitrico y alteracién de la sefializacion redox hacia
la activacion de los mecanismos de apoptosis, asi como un desbalance en los mecanismos de neu-
roinflamacién que pueden contribuir a perpetuar el dafio en esta estructura.

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad
neurodegenerativa que afecta aproximadamente 9,5/1000
personas mayores de 65 afios. Los sintomas cardinales de
la enfermedad incluyen bradicinesia, rigidez muscular, tem-
blor en reposo e inestabilidad postural [1]. Aunque mdltiples
sistemas neuronales estan implicados, las caracteristicas
neuropatologicas distintivas de la EP son la degeneracion
de las neuronas dopaminérgicas, la gliosis y la presencia
de inclusiones intracitoplasmaticas (cuerpos de Lewy) en
la substantia nigra pars compacta (SNpc) [2]. Esta drea es
el origen de las proyecciones dopaminérgicas al complejo
caudado/putamen y su degeneracion causa la disfuncion
del circuito motor de los nucleos basales [3].

Muchas evidencias sugieren que la disfuncion mitocon-
drial, el estrés oxidativo y la neuroinflamacién son algunos
de los mecanismos etiopatogénicos que contribuyen al desa-
rrollo de la EP [4].

Una de las alteraciones bioquimicas tempranas de-
tectadas en asociacion con la EP es la disminucion de
los niveles del tiol antioxidante de bajo peso molecular glu-
tation (GSH) [5, 6]. Se ha planteado que la disminucion del
GSH por si sola no conlleva la muerte de las células
dopaminérgicas [7]. No obstante, trabajos mds recientes han
demostrado que el mantenimiento del nivel de GSH es esen-
cial para proteger a la SNpc de la neurodegeneracion y que se
requiere una fina regulacion de los niveles de GSH para
la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas nigrales
[8]. El efecto de la disminucion del GSH puede ser complejo e
involucrar dafio inducido por estrés oxidativo y ruptura de la
sefializacion redox [9].

Sin embargo, el efecto directo de la disminucion del GSH
sobre la supervivencia de la célula dopaminérgica y la fun-
cién sensorimotora no esta esclarecido in vivo. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la dis-
minucion transitoria de la concentracion de glutation sobre
el funcionamiento de la SNpc y la conducta motora de ratas.

Resultados y discusion

En el resultado de los estudios de habilidades motoras
influyen entre otros aspectos, el grado de pérdida de do-
pamina estriatal, el numero de neuronas dopaminérgicas
remanentes en la SNpc y la capacidad de compensacion a
la pérdida celular o del neurotransmisor [10]. En este trabajo

se realizd la evaluacion conductual de ratas con inyeccion
unilateral de L-butionina sulfoximina (BSO) en la SNpc, a los
7 dias del procedimiento de cirugia estereotactica. La prue-
ba del open field mostré una pobre exploracion horizontal y
vertical por parte de las ratas del grupo BSO que recorrieron
menor distancia y tuvieron un mayor tiempo en reposo com-
parado con los grupos controles. Similar resultado se obtu-
vo en la prueba de la barra transversal donde las ratas BSO
describieron una trayectoria recta hacia la plataforma de
escape y recorrieron menor distancia comparada controles.
Estos resultados demostraron un deterioro de la actividad lo-
comotora en las ratas BSO [11]. Es importante destacar que
la prueba de exploracion de objetos, usualmente empleada
para evaluar la memoria en ratas, permitio descartar altera-
ciones de memoria a corto plazo en las ratas BSO [12].

En la SNpc, la administracion de BSO provoco una dismi-
nucion del 38 % en la expresion del ARNm que codifica para
el receptor dopaminérgico tipo D2 mientras que en el estria-
do (EST) la expresién del ARNm de este receptor aumento un
20% [13]. En el EST, se observé un aumento en la expresion
del ARNm que codifica para el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, de sus siglas en inglés) (30 %) y la proteina aso-
ciada al citoesqueleto de actividad regulada (Arc, de sus siglas
en inglés) (70 %) a las 24 h, y un aumento en la expresién de
Arc (50 %) a los 7 dias posteriores a la lesién en el EST [12] de-
bido al tratamiento con BSO. Estos resultados sugieren que las
alteraciones conductuales en las ratas BSO se acompafan de
cambios en la expresion de genes relacionados con la plastici-
dad del sistema nigro-estriatal, que pudieran traducirse como
hiperactividad de las neuronas estriato-palidales del estriado.

Por otra parte, la tincion con violeta de cresilo en la SNpc
revelé una pérdida de células neuronales asi como atrofia de
estas en las ratas lesionadas con BSO. El analisis inmunohis-
toguimico también mostréd una disminucién significativa de
células positivas a la tirosina hidroxilasa (TH) en las ratas BSO
comparadas con las controles. La tincion con yoduro de pro-
pidio mostré un predominio de marcaje nuclear en el grupo
lesionado con BSO y células positivas en el ensayo de TUNEL.
Estos resultados demostraron que la disminucion transitoria
que la concentracion de GSH nigral causa la muerte de neu-
ronas dopaminérgicas [13] en un grado comparable a una
pequefia lesion (4 pg) con 6-OHDA, como fue anteriormente
mostrado por Truong et al. (2006) [14].
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Los marcadores de estrés oxidativo se estudiaron en la
SNpc y el EST alos 7 dias posteriores a la lesion. La adminis-
tracion de BSO en la SNpc afecto la concentracion de GSH en
la SNpc y en el EST a las 24 posteriores a la cirugia, probable-
mente debido a la conexion anatémica entre ambas estructu-
ras y se restablecio a los 7 dias posteriores a la lesion. Esta
condicion puede generar un desbalance oxidativo a favor de
la acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ERO) y
especies reactivas del nitrogeno (ERN). La disminucion de
la concentracion de GSH no generd una respuesta compen-
satoria en las enzimas relacionadas con el metabolismo del
GSH, la glutation peroxidasa (GPx) y la glutatién reduc-
tasa (GRD), pero desencadend un aumento de la actividad
enzimatica de la CAT a las 24 h posteriores a la lesién en
la SNpc. La CAT es una enzima que responde a altas canti-
dades de H,0, y su aumento en la SNpc pudo estar relacio-
nado con la afectacion de la concentracién de GSH en esta
ultima estructura. El aumento en la actividad enzimatica de
la CAT representa un mecanismo compensatorio celular al
incremento de las ERQ, las cuales pueden ocasionar dafio a
las biomoléculas. El hecho de que no se observara una acu-
mulacién de malonildialdehido sugirid que el dafio oxidativo
puede no ser necesario para la ocurrencia de muerte celular y
alteraciones motoras en ratas [11].

Sin embargo, la disminucion transitoria en la concentra-
cion de GSH nigral produjo un aumento de la fosforilacion
de la c-Jun quinasa terminal (JNK) a las 24 h y 7 dias
posteriores a la lesion, indicador de activacion de esta via, lo
gue sugiere que la muerte celular observada en este modelo
experimental ocurrié por un mecanismo de apoptosis induci-
do por modificaciones en la sefializacion redox [13]. Las ERO/

Figura 1. Modelo de degeneracion ni-
gro-estriatal y disfuncién motora inducido
por la disminucion transitoria de GSH. El
tratamiento con L-butionina sulfoximina

-

ERN median, ademas, la activacién a través de la sefaliza-
cion redox, de factores de transcripcion que desencadenan
los procesos de neuroinflamacion [15]. En este estudio se ob-
servo un aumento en la expresion en los genes que codifican
para las citocinas proinflamatorias TNF-a (84 %), IL-1B (44 %)
e IL-6 (100 %) desde las 24 h posteriores al tratamiento con
BSO, con el respectivo incremento de las concentraciones
de estas citocinas a los 7 dias. Este resultado demostré que
la disminucion de GSH en la SNpc constituye un estimulo
proinflamatorio.

La respuesta inflamatoria en el SNC esta confinada
fundamentalmente a la microglia y los astrocitos, cuya
reactividad se incrementd con el tratamiento con BSO en
la SNpc. La activacion de la microglia pudo tener como con-
secuencia el aumento en expresion de la enzima oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) y el respectivo aumento en las con-
centraciones de NO a los 7 dias posteriores a la inyeccion
de BSO, que puede contribuir a la disfuncién proteica por
modificacion de los residuos de tirosina [16]. La ruptura de
la sefalizacién redox, exacerbada por los efectos deletéreos
de las citocinas pudo conducir a la muerte celular y la dis-
funcion de la SNpc en este modelo.

En conclusion, la disminucion transitoria de la concen-
tracién de GSH puede incrementar la susceptibilidad de la
SNpc a la degeneracion a través de modificaciones en la
sefalizacion redox, alteraciones en el metabolismo del éxido
nitrico y neuroinflamacion. La disfuncion nigral provocé en el
EST cambios plasticos que sugieren hiperactividad de la “via
indirecta” del circuito motor de los nucleos basales y que
justificaria la disminucion en la actividad locomotora ob-
servada en las ratas tratadas con BSO (figura 1).

Leyenda

TH.0; Receptor de citecinas
- ++ Activacion
Redutamlento FT Factores de
y activacidn de transcripcidn

provoca ruptura de la sefalizacion redox y
activacion glial, lo que a su vez desencade-
na los mecanismos de neuroinflamacion
que exacerba el dafio celular, La disfuncién
de la via nigro-estriatal provoca cambios
en la expresion de genes asociados a la
plasticidad en el estriado y compromiso
motor.
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Plasticidad estriatal

Deterioro motor
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