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RESUMEN

Introduccion. El nicleo pedunculopontino (NPP) desempefia un papel esencial en el control
motor. La literatura sugiere que el NPP participa en el inicio y progresion de la enfermedad
de Parkinson, y que su degeneracion temprana precede a la muerte de las neuronas dopa-
minérgicas. Objetivos: determinar el efecto de la lesion neurotdxica del NPP sobre la funcion
motora, la homeostasis oxidante nigroestriatal y la expresion génica de proteinas responsa-
bles de la homeostasis dopaminérgica. Métodos. La ejecucion motora se evalué mediante
las pruebas de la barra transversal, del cilindro y de la huella. Se estudiaron la actividad en-
zimatica catalasa (CAT), colinesterasa (AChE AE) y las concentraciones de malondialdehido
(MDA) y glutation (GSH). Los estudios moleculares contemplaron la expresion del ARNm de
la tirosina hidroxilasa (TH), transportador vesicular de dopamina (VMAT), factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y transportador de dopamina (DAT). Resultados. Los estudios
conductuales revelaron leves trastornos de la coordinacién y cambios sutiles de la deambu-
lacién de las ratas con lesion pontina. Los estudios bioquimicos mostraron un incremento de
la actividad CAT y de las concentraciones de MDA y GSH. Los estudios moleculares demos-
traron un incremento transitorio de la expresion nigral de BDNF y TH junto a una disminucion
de la expresion génica de VMAT y DAT.




Unilateral neurotoxic lesion of the pedunculopontine nucle-
us: a good approach to the pre-symptomatic experimental
model of Parkinson disease in rats
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Introduction. The pedunculopontine nucleus (NPP) plays an essential role in motor control. Litera-
ture on the topic suggests that PPN participates in the onset and progression of Parkinson’s disea-
se (PD) and that its early degeneration precedes the death of nigral dopaminergic neurons. Objec-
tives: to determine the effect of neurotoxic injury of PPN on motor function, nigrostriatal oxidative
homeostasis and gene expression of proteins responsible for dopaminergic homeostasis. Me-
thods. Motor performance was evaluated by beam, cylinder and footprint tests. Biochemical stu-
dies focused on catalase enzymatic activity (CAT), cholinesterase (AChE AE) and concentrations
of malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH). The molecular studies included the expression
of tyrosine hydroxylase (TH) mRNA; vesicular dopamine transporter (VMAT), brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF) and dopamine transporter (DAT). Results. Behavioral studies revealed slight
coordination disorders and subtle changes in the walking pattern of rats with pontine injury. Bio-
chemical studies showed an early increase in CAT activity as well as concentrations of MDA and
GSH. Molecular studies demonstrated a transient increase in nigral expression of BDNF and TH

together with a marked decrease in gene expression of VMAT and DAT.

INTRODUCCION

El ndcleo pedunculopontino (NPP) ha sido considerado de
importancia clave en la regulacion de las funciones motoras
que fallan en el curso de la enfermedad de Parkinson (EP). (12
El conocimiento de que la degeneracion pontina antecede a la
degeneracion nigral ha abierto las perspectivas al desarrollo
de modelos experimentales de EP en etapa pre-sintomatica a
través de la lesion neurotoxica del NPP. ¢4

Diferentes estudios han evaluado el efecto de lesiones
uni- y bilaterales del NPP en la actividad motora de las ratas,
demostrandose que la lesion pontina produce disfunciones
motoras sutiles, mas evidentes cuando se incrementa la de-
manda de la tarea motora. 9

Por otra parte, las células dopaminérgicas nigrales exhi-
ben una actividad marcapaso que mantiene abiertos canales
de Ca™ C,, , que sustentan una entrada ininterrumpida de
Ca? al interior celular. © Adicionalmente, la dopamina (DA)
puede oxidarse y autooxidarse formando compuestos alta-
mente citotoxicos. Estas condiciones biofisicas y neuroqui-
micas imponen un reto metabdlico y energético a las neuro-
nas nigrales que fluctian entre la vulnerabilidad a eventos de
estrés oxidativo que pueden conducir a la degeneracion vy el
mantenimiento de la homeostasis dopaminérgica junto a su
integridad morfo funcional. ©

La literatura sefiala que la actividad nigral es modulada
por sefales colinérgicas pontino-nigrales mediadas por re-
ceptores colinérgicos. (9 Se plantea que la modificacion de
las sinapsis colinérgicas incrementa la vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas a eventos de tipo oxidativo que ac-
tivan programas de muerte celular. ")

Algunos estudios apoyan que la existencia de bajas con-
centraciones de glutation (GSH), el aumento de la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROS) y el estrés oxidativo
pueden ser parte de los mecanismos que subyacen a la muer-
te celular nigral en la EP. (> |a condicidn de estrés oxidativo
impone cambios en la transcripcion y la sefializacion celular.
(1 Algunos de estos cambios pudieran ser adaptativos al
nuevo escenario molecular y otros pudieran ser perjudiciales
poniendo en riesgo la supervivencia celular. %) En este con-
texto, el estudio del efecto de la lesién del NPP en la expresion
génica nigral de proteinas responsables del metabolismo y la
homeostasis dopaminérgica como la tirosina hidroxilasa, el
transportador vesicular y el transportador de dopamina, asi
como del factor neurotrofico derivado del cerebro, resulta
muy interesante.

El objetivo general del presente trabajo fue determinar el
efecto de la lesion neurotéxica del NPP sobre la funcién mo-
tora y el patron de deambulacién de las ratas, la homeostasis
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oxidante nigral y la expresion génica de proteinas responsa-
bles de la supervivencia y mantenimiento del fenotipo dopa-
minérgico.

METODOS

La ejecucion motora se evalué mediante las pruebas de
la barra transversal, del cilindro y de la huella. Se estudiaron la
actividad enzimatica catalasa (CAT), colinesterasa (AChE AE)
y las concentraciones de malondialdehido (MDA) y glutation
(GSH). Los estudios moleculares contemplaron la expresién
del ARNm de la tirosina hidroxilasa (TH), transportador vesi-
cular de dopamina (VMAT), factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) y transportador de dopamina (DAT).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios conductuales revelaron que las ratas con
lesiéon NPP mostraban un incremento en la distancia y el
tiempo de ejecucién junto a una mayor desviacion de la
trayectoria en las barras de mayor dificultad. Asimismo, las
ratas lesionadas mostraron una mayor asimetria en el uso
de las extremidades anteriores en una tarea de exploracion
vertical y aunque la extremidad izquierda contralateral a la
lesiéon no revela desuso, su utilizaciéon se subordina perma-
nentemente al apoyo esencial que se realiza con la extremi-
dad anterior derecha.

En lo que respecta al patron de deambulacion, la prueba
de la huella revel6 que las ratas lesionadas exhibian una dis-
minucion de la longitud de la zancada, la base de soporte y
la distancia entre pasos. (®1% De conjunto estos resultados
sugieren alteraciones motoras sutiles, que se hacen notorias
cuando se incrementa la complejidad de la tarea motora, lo
que coincide con lo sefialado por otros autores (19, Ligeros
trastornos del patron de deambulacion y de la coordinacion
motora son compatibles con las etapas pre motoras de la
EP (20-22)

Desde el punto de vista bioquimico, nuestros resultados
revelaron una actividad significativamente mayor de la enzi-
ma catalasa (CAT) en el tejido nigral de ratas con lesion NPP
desde las 48 h posteriores a la lesion (p <0,05), incremento
que se hace muy significativo siete dias posteriores a la le-
sién pontina (p <0,001). Este ultimo resultado, se acompafia
de un incremento significativo de las concentraciones de
malondialdehido (MDA) en el tejido nigral de las ratas con le-
sién NPP (p <0,001). 1® El incremento de la actividad CAT su-
giere un incremento en las concentraciones de peroxido de
hidrogeno (H,0,) quien representa el sustrato de la enzima.
@3 Mientras tanto el aumento posterior de las concentracio-

nes de MDA indica la ocurrencia de eventos de peroxidacion
lipidica con el consiguiente dafio a las membranas celulares.
@4 Lo interesante es que, aunque la literatura ha sugerido
menores concentraciones de glutation (GSH) en la SNpc, @9
nuestros resultados demuestran un incremento transitorio y
ligeramente significativo de este péptido antioxidante lo que
sugiere su participacion en los procesos iniciales detoxifica-
cion celular en condiciones agudas de estrés oxidativo. (19
Globalmente estos resultados apuntan a un compromiso de
la homeostasis oxidante nigral asociado a la lesion neuroto-
xica unilateral del NPP lo que sugiere una mayor vulnerabili-
dad nigral en condiciones de degeneracion pontina.

Los estudios moleculares revelaron un incremento tran-
sitorio (48h post lesion) y significativo (p <0.01) de la expre-
sion del ARNm del BDNF en el tejido nigral de ratas con lesion
NPP. (9 Este resultado implica una importante contencion
y sefial trofica que pudiera contribuir a retardar en alguna
medida los cambios en la expresion génica de proteinas y
enzimas responsables del homeostasis dopaminérgica, los
cuales solo fueron evidentes 7 dias posteriores a la lesion.
Las ratas lesionadas mostraron un incremento significativo
(p <0,05) en la expresion génica nigral de la enzima TH jun-
to a una disminucion significativa de la expresion génica de
VMAT?2 (p <0,01) y de DAT (p <0,001), este ultimo en tejido
estriatal. ®® La TH cataliza el paso limitante en la sintesis de
dopamina, el incremento de su expresion parece concordar
con una sefial compensatoria de ajuste al escenario de es-
trés oxidativo por cuanto se le considera un sensor del esta-
tus redox celular. #5272

Por su parte la menor expresion de VMAT?2 puede con-
siderarse una sefal de dafio temprana que incrementa el
riesgo de las neuronas dopaminérgicas a profundizar su
condicion de estrés oxidativo. ®® Este hallazgo puede suge-
rir un menor empaquetamiento vesicular de dopamina y por
ende mayores concentraciones de dopamina expuesta a los
procesos de oxidacién citosdlica. ?® Por dltimo, menor ex-
presion génica de DAT en tejido estriatal es compatible con
las etapas pre sintomaticas de la EP y revela los intentos de
la sinapsis nigroestriatal de mantener el estriado bajo con-
trol dopaminérgico. @ A largo plazo este cambio puede ser
deletéreo por estimular los procesos de oxidacion extracelu-
lar de la dopamina con la consiguiente activacién de la mi-
croglia circundante. @9 Desde el punto de vista morfolégico
estos cambios moleculares acontecen sin una traduccion
morfoldgica evidente pues al menos siete dias posteriores
a la lesion NPP, no se aprecian diferencias significativas en
la comparacion de la densidad de células TH* entre ratas le-
sionadas y controles.
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Conclusiones

La lesidn neurotdxica del NPP produce dafios sutiles de
la coordinacion motora, el balance estatico y dinamico vy el
patron de deambulacion, todos compatibles con las etapas
pre motoras de la EP. El compromiso de la proyeccion ponti-
no-nigral promueve cambios neuroquimicos que conllevan a
eventos de estrés oxidativo a nivel nigral junto a modificacio-
nes tempranas en la actividad antioxidante nigral y cambios
en las funciones enzimaticas de neuromodulacion. La lesion
neurotoxica unilateral del NPP se acompafa de cambios en
la expresion génica de proteinas y enzimas que sustentan la
homeostasis dopaminérgica y que representan ajustes com-
pensatorios o sefales de dafio temprano, todas factibles de
manifestarse en etapas pre-sintomaticas de la EP.

El modelo de lesion neurotéxica unilateral del NPP repre-
senta un buen acercamiento a un modelo experimental de EP
en etapa pre sintomatica ya que sin dafar directamente ni la
SNpc ni la proyeccion nigroestriatal, pone en marcha un grupo
de eventos que incrementan la vulnerabilidad nigral a la neu-
rodegeneracion.
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