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ABREVIATURAS

AADC, Decarboxilasa de aminoacidos aromaticos

ANOVA, Analisis of variance; Andlisis de varianza
AP, Anteroposterior

APO, Apomorfina

ATP, Adenosina trifosfato

COMT, Catecol-O-metil transferasa

DA, Dopamina

D-AMPH, D-Anfetamina

DAT, Proteina transportadora de dopamina
DBH, Dopamina B-hidroxilasa

DNA, Acido desoxirribonucleico

DOPAC, Acido 3,4-dihidroxifenilacético
DV, Dorsoventral

GSH-Px, Glutation peroxidasa

GSH, Glutation reducido

GSSG, Glutation oxidado

HPLC, High Performance Liquid Chromatography; Cromatografia Liquida de Alta
Precision

HVA, Acido Homovanillico

H,0, Peroxido de hidrogeno

I.c., Intracerebral

I.p., Intraperitoneal

L, Lateral

L-DOPA, Levo-dihidroxifenilalanina

MAO, Monoamino oxidasa

MFB, Medial Forebrain Bundle; Haz prosencefalico medial
MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

NA, Noradrenalina

OH’, Radical hidroxilo

O_’, Radical superdxido

ROS, Especies reactivas de Oxigeno

s.c., Subcutaneo



SEM, Standard Error of the Means; Error tipico
SERT, Proteina transportadora de serotonina
SNC, Sistema Nervioso Central

SOD, Superoxido dismutasa

TH, Tirosina hidroxilasa

t12, Vida media Plasmatica

VMT-2, Proteina vesicular transportadora de monoaminas

VTA, Area tegmental ventral

3-MT, 3-metoxitiramina=3-metoxidopamina
3-OMD, 3-O-metildopamina

5-HIAA, Acido 5-hidroxiindolacético

5-HT, Serotonina (5-hidroxitriptamina)
6-OHDA, 6-hidroxidopamina
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RESUMEN

La dopamina (DA) es el principal neurotransmisor catecolaminérgico del
Sistema Nervioso Central (SNC). Esta monoamina es sintetizada, concentrada y
liberada mayoritariamente en los ganglios basales. Los ganglios basales en el cerebro
corresponden a un conjunto de nucleos subcorticales de origen telencefalico que
modulan la funcion motora.

Se ha determinado que en la enfermedad de Parkinson existe una
neurodegeneracion de las vias dopaminérgicas presentes en los ganglios basales y una
reduccion de los niveles intracerebrales de DA, que se relacionan con la sintomatologia
que presentan los pacientes que padecen la enfermedad.

El metabolismo de la DA es realizado por las enzimas monoamino oxidasa
(MAO) vy la catecol O-metil transferasa (COMT). Ambas reacciones dan cuenta del
metabolismo canonico de la DA. Sin embargo, la DA es susceptible de sufrir reacciones
auto-oxidativas en el citosol neuronal, dando lugar a la formacion de un intermediario
Ilamado aminocromo. ElI aminocromo puede reducirse a través de mecanismos que le
pueden transferir uno o dos electrones, constituyendo asi un metabolismo no-canénico
de la DA.

Uno de estos procesos reductivos del aminocromo, catalizado por una NADPH-
citocromo P450 reductasa, traspasa un electron al aminocromo, generando una O-
semiquinona que por sus caracteristicas de radical libre reacciona en presencia de
oxigeno, generando un ciclo de reacciones redox, estrés oxidativo y un consecuente
dafio neuronal.

En condiciones normales se produce la reduccion de aminocromo con dos
electrones, reaccion catalizada por una enzima llamada indistintamente DT-diaforasa o
tambien NAD(P)H quinona-oxidoreductasa. Se ha propuesto que la reduccion
alternativa del aminocromo por la DT-diaforasa tendria una funcién neuroprotectora ya
que da paso a la formacién de O-hidroquinonas, moléculas inocuas gque se eliminan del
organismo a través de mecanismos fisiologicos.

En el presente estudio se inhibio la enzima DT-diaforasa con su inhibidor
especifico llamado dicumarol, con el objetivo de investigar el metabolismo no-canonico
de la DA. Ademéas se estudio el efecto de distintos farmacos que regulan la
biodisponibilidad de DA. De este modo se administré sistémicamente L-DOPA y/o L-

Deprenil para producir una sobrecarga de DA.



De esta forma, en esta memoria de titulo se estudio el efecto de L-DOPA, L-
Deprenil y dicumarol en los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos &cidos medidos in
vivo con microdialisis y Cromatografia Liquida de Alta Precision (High Performance
Liquid Chromatography; HPLC) en ratas con hemiparkinson experimental inducido por
la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

Los resultados obtenidos indican que el precursor exégeno L-DOPA vy el
inhibidor de MAOg L-Deprenil, aumentaron los niveles de DA. Estos hallazgos
experimentales sostienen la racionalidad del tratamiento de la enfermedad de Parkinson,
cuyo objetivo es re-establecer los menores niveles de DA de estos pacientes.

Por otro parte la inhibicién intracerebral de la enzima DT-diaforasa con
dicumarol no modifico la biodisponibilidad de DA en condiciones basales. Sin
embargo, dicumarol disminuy6 la biodisponibilidad de DA citosolica, niveles medidos
al estimular la liberacion de DA de sintesis reciente. Esto sugiere que al estar
interrumpida la via de la DT-diaforasa, la DA citosélica se auto-oxida siendo sustrato
para la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa que lleva a la formacion de

sustancias nocivas para el tejido neuronal.



ABSTRACT

Dopamine (DA) is a pivotal neurotransmitter in the CNS, mainly sinthetised,
accumulated and released in the basal ganglia, subcortical structures of telencephalic
origin implied in the modulation of motor behaviour, as a component of the
extrapyramidal system.

Parkinson’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by a loss of
DA cell bodies in the substantia nigra and a decrease of DA synthesis and release in the
nucleus caudate and putamen. The symptomatology depends upon the extent of DA
depletion.

The metabolism of DA is catalyzed by two enzymes, the monoamine oxidase
and the catechol-O-methyl-transferase, leading as final products to 3-4
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and the homovanillic acid (HVA).

At physiological pH, DA can also auto-oxidaze, cycling, yielding an
intermediate product called aminochrome. Aminochrome is the precursor of
neuromelanine, which accumulates in DA cell bodies, providing the characteristic
colour of the substantia nigra.

Aminochrome is reduced through different reactions, transferring either one or
two electrons, producing free radicals or innocuous molecules. These reactions are
considered to be a non canonic metabolism pathway for DA. The first step is a
reduction catalyzed by NADPH-cytochrome P450 reductase that gives one-electron to
the aminochrome generating dopamine-semiquinone, which reacts in the presence of
oxygen to generate a cycle of redox reactions, depleting NADH/NADPH, yielding free
radicals, which can lead to oxidative stress, cellular damage, apoptosis and/or neuronal
necrosis. This non canonic metabolic pathway has been used to explain the
patophysiology of the Parkinson’s disease. Under normal conditions, however, the
metabolism of aminochrome is catalyzed by the enzyme DT-diaphorase and/or
NAD(P)H quinone-oxidoreductase, a physiological pathway for eliminating potentially
reactive molecules from the body.

The intracerebral viability of DA can be increased by systemic administration of
either L-DOPA, a precursor of the synthesis of DA, and/or by inhibition of
monoaminoxidase, increasing the DA pools. In the citosol DA can suffer a spontaneous
auto-oxidizative reaction, which is, however, is buffered by DT-diaphorase. In the
present study, we interrupted this reaction by intracerebral administration of dicumarol,

to investigate the role of this non canonical pathway, when loading with L-DOPA,
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and/or monoamine inhibition, on extracellular levels of monoamines and their acid
metabolites with in vivo microdialysis, under normal and an experimentally-induced
hemiparkinson condition produced by intracerebral administration of the neurotoxin 6-
hydroxydopamine (6-OHDA).

The results indicate that the exogenous precursor L-DOPA and the inhibitor of
MAO L-Deprenyl increased the levels of DA. These experimental findings support the
rationality of the treatment of Parkinson’s disease with L-DOPA and L-Deprenyl,
reestablishing the levels of DA of these patients. Although by different mechanisms
both drugs, are effective to elevate the levels of DA. The intracerebral inhibition of DT-
Diaphorase with dicumarol did not modify the viability of DA, under conditions of
systemic administration of L-DOPA and/or L-Deprenyl. Nevertheless, dicumarol
decreased the D-AMPH effect suggesting that DT-diaphorase is implied in a non

canonical metabolism of cytosolic DA.



1. INTRODUCCION

El rasgo fisiopatologico de la enfermedad de Parkinson es una pérdida de neuronas
dopaminérgicas en el mesencéfalo y reduccién de los niveles de dopamina (DA) en los
ganglios basales del cerebro de estos pacientes (Olanow, 1993; Poewe y Wenning,
1996). Por lo tanto, su tratamiento intenta re-establecer dicho déficit a través de la
administracion de: (i) pro-farmacos que promueven la sintesis de DA (e.g. L-DOPA);
(if) farmacos que aumentan la biodisponibilidad del precursor exdgeno, inhibiendo la
decarboxilacion periférica de L-DOPA (e.g. benzerasida, metil-DOPA) (Yahr et al.,
1969; Schapira, 2005), inhibiendo la O-metilacion de L-DOPA (e.g. entacapone,
tolcapone); (iii) agonistas que estimulan selectivamente los receptores post-sinapticos
dopaminérgicos que han perdido su inervacion enddgena (e.g. bromocriptina,
pramipexol, cabergolina); (iv) inhibidores del metabolismo enzimatico de la DA,
prolongando la vida media (ty2) de los niveles intracerebrales remanentes (e.g. L-
Deprenil).

Existe evidencia que el desarrollo de esta enfermedad esta asociado a un fenémeno
de auto-oxidacion de la DA (Segura-Aguilar et al., 2001; Mayo et al., 2005). A pH
fisiologico la DA sintetizada en la terminal nerviosa puede auto-oxidarse en el
compartimiento citosolico, generando un intermediario llamado aminocromo, el cual
puede reducirse con un electron entregado por la enzima NADPH-citocromo P450
reductasa, o con dos electrones transferidos por la enzima DT-diaforasa o NAD(P)H
quinona-oxidoreductasa (Segura-Aguilar y Lind, 1989; Baez et al., 1995; Segura-
Aguilar et al., 2001; 2002). La primera de estas reacciones, catalizada por la enzima
NADPH-citocromo P450, genera radicales libres capaces de inducir un circuito redox
autoperpetuante; en cambio la segunda reaccidn, catalizada por la enzima DT-diaforasa,
al restarle sustrato a la primera reaccién implica un mecanismo neuroprotector. Por otra
parte la DA citosélica es trasportada junto a un H' a las vesiculas pre-sinapticas,
creando un ambiente de bajo pH que protege la auto-oxidacion de DA. La DA citosolica
es sustrato de la enzima monoamino oxidasa (MAOQ), para ser degradada a un acido
(&cido 3,4-dihidroxifenilacético; DOPAC) que difunde a través de la membrana.

En esta memoria para optar al titulo profesional de Médico Veterinario se investigd
el efecto de diversos farmacos que regulan la biodisponibilidad de la DA enddgena,
diferenciando entre procesos enzimaticos y de auto-oxidacién. Con este objetivo se
administr6 L-DOPA y/o L-Deprenil sisttmicamente para producir una sobrecarga de
DA.



Adicionalmente para evaluar la importancia de una de las vias no-canonicas del
metabolismo de la DA que involucra a la enzima DT-diaforasa, se administré dicumarol
una herramienta farmacoldgica de gran utilidad por ser un inhibidor especifico de esta

enzima.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Sistemas cerebrales monoaminérgicos

La transmision de la informacion desde una neurona a otra es posible gracias a la
sintesis, acumulacion y liberacion de mensajeros, mecanismo conocido como
neurotransmision quimica. Entre estos mensajeros se encuentran las catecolaminas (DA,
noradrenalina (NA), adrenalina); e indolamina (serotonina; 5-hidroxitriptamina
(5-HT)).

La demostracion y descripcion de las principales vias monoaminérgicas en el
cerebro de la rata tuvo un impacto fundamental en la comprension de la morfologia y
funcién de diversos nucleos neuronales. Por su localizacion, basada en técnicas de
histoquimica de fluorescencia de Falck y Hillarp (Andén et al., 1966) y técnicas de
lesion estereotaxica (Ungerstedt, 1971a), se distinguen cuatros sistemas
dopaminérgicos: sistema nigrostriatal, sistema mesolimbico, sistema mesocortical y
sistema tubero-infundibular.

En el sistema nigrostriatal, los cuerpos celulares se localizan en la substantia
nigra, (pars compacta, grupo celular A9) y sus axones proyectan a través del haz
prosencefalico medial (Medial Forebrain Bundle; MFB), al neostriado. Por otra parte,
en el sistema mesolimbico los cuerpos celulares localizados en el area tegmental ventral
(VTA, grupo celular A10) proyectan sus axones a las regiones limbicas de los ganglios
basales (principalmente el ndcleo accumbens y tubérculo olfatorio) y neocortex
(Dahlstrom y Fuxe, 1965; Ungerstedt 1971a) (ver figura 1).
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Figura 1: Corte sagital del cerebro de rata donde se muestra el origen del haz cerebral
medial en las zonas A9 y A10 (Ungerstedt, 1971a).



2.1.1. Aspectos funcionales del sistema dopaminérgico

La DA fue considerada inicialmente como un producto intermediario en la
biosintesis de NA, sin embargo, a fines de la década de los afios cincuenta, se descubrid
su rol de neurotransmisor central (Carlsson et al., 1957), concentrada mayoritariamente
en los ganglios basales (Carlsson, 1959).

Los ganglios basales corresponden a un conjunto de ndcleos subcorticales,
ubicados en ambos hemisferios cerebrales. Estos canalizan e integran la informacion
nerviosa desde y hacia la corteza cerebral via tdlamo. A pesar de no interactuar
directamente con las neuronas motoras de la médula espinal los ganglios basales
modulan la funcion motora expresada a traves del sistema piramidal, que comprende
neuronas del neocortex que proyectan a la médula espinal, inervando a las neuronas
motoras que proyectan a las fibras musculares. En su conjunto los sistemas de los
ganglios basales reciben el nombre de sistema extrapiramidal, ya que modulan la

funcién motora independientemente del sistema piramidal.

2.1.2. Bioguimica del sistema dopaminérgico y serotoninérgico

La DA es el principal neurotransmisor catecolaminérgico del SNC (Ungerstedt,
1971b), en su sintesis y degradacion participan vias enzimaticas comunes a la NA. Es
sintetizada a partir de L-tirosina que se incorpora al organismo a través de la dieta. Por
la accion de la enzima Tirosina-hidroxilasa (TH) se forma Levo-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) (ver figura 2). La TH es selectiva, a diferencia de otras enzimas involucradas
en el metabolismo de las catecolaminas, no acepta derivados de indoles como sustratos,
y por tanto, no esta involucrada en el metabolismo de la 5-HT. Este primer paso de
hidroxilacion que ocurre en el citosol neuronal es el paso limitante en la sintesis de las
catecolaminas (Nagatsu et al., 1964) siendo inhibida por el producto final de la via
sintética.

En el siguiente paso, la conversion de L-DOPA a DA, es catalizado por la
enzima decarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) (ver figura 2), localizada en
el citoplasma neuronal, y que participa en la decarboxilacion de otros aminoacidos
aromaticos, como 5-hidroxitriptéfano, precursor de la sintesis de 5-HT (Cooper et al.,
2003).

La DA sintetizada puede ser transformada a NA por accion de la enzima

dopamina RB-hidroxilasa (DBH), cuya distribucion esta limitada a las células



noradrenérgicas, localizdndose al interior de las vesiculas sinapticas, probablemente
ligada a la membrana. Por otra parte, NA puede ser N-metilada por la enzima
feniletanolamina-N-metiltransferasa para formar adrenalina, reaccion que ocurre casi
exclusivamente a nivel de las células de la médula adrenal, y algunas pocas neuronas en
el hipotalamo.

Una vez sintetizada en el citoplasma, DA es almacenada en vesiculas pre-
sinapticas a través de un “carrier” o proteina transportadora VMT-2, que utiliza ATP ya
que es un transporte contra corriente, y co-transporta un H* por molécula de DA, por lo
que se acumulan altas concentraciones de DA a un pH bajo. Las vesiculas se acumulan
en la terminal y liberan su contenido por exocitosis calcio-dependiente. Se libera un
“quantum” de DA cada vez que llega a la terminal un potencial de accion. Sin embargo,
existe un pool citosolico que es liberado sin la mediacion de calcio, dependiente solo de
la velocidad de sintesis. Una vez liberada al espacio sinaptico la DA se une a receptores
pre-sinapticos y post-sinépticos. El excedente es recaptado por la terminal mediante una
proteina transportadora de DA (DAT) para ser reutilizada e incorporada a las vesiculas
pre-sinapticas o deaminada intracelularmente (Torres et al., 2003). Este transportador
puede ser sitio de accion de diversos farmacos como la cocaina, que inhibe la
recaptacion de DA. La deaminacion intracelular de la DA para producir el metabolito
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), ocurre por accion de la enzima MAO. La
MAO es una flavoproteina asociada a la membrana mitocondrial externa de varios tipos
de células, sobre la cual se han realizado numerosos estudios, motivados en gran parte
por la aplicacion que han encontrado algunos de sus inhibidores en el tratamiento de
enfermedades como la depresion y la enfermedad de Parkinson. Esta enzima presenta
dos isoformas A y B, existiendo diferencias en su distribucion regional, su especificidad
de sustrato y su susceptibilidad para ser inhibidas por farmacos.

LA MAO, tiene como sustrato a todas las monoaminas (DA, NA, 5-HT
incluyendo la tiramina) y es inhibida por bajas concentraciones de clorgilina (Hall et al.,
1969). La MAOg tiene mayor afinidad por feniletilamina y benzilamina, y es inhibida
por bajas concentraciones de L-Deprenil (Knoll y Magyar, 1972). DA es sustrato tanto
para MAOA Y MAOg (Lamensdorf et al., 1996).

La DA liberada en la hendidura sinéptica es sustrato para la enzima catecol-O-
metil transferasa (COMT), produciendo 3-metoxitiramina (3-MT) o 3-metoxidopamina
que luego es deaminada para producir acido homovanillico (HVA). DOPAC es también

sustrato para la COMT, llevando a la formacion de HVA.
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DOPAC y HVA se encuentran en el liquido céfalo raquideo y orina, lo cual
proporciona un indice de la liberacion de DA, siendo fuente de informacion con utilidad

clinica.
CH2—CH—COOH
ACH2ZGRTCO%R  Tirosina |
NH2 hidroxilasa NH2
>  Ho
HO |
OH
Tirosina DOPA
AADC
CH2—COOH CH2—CH?2
MAO i
P NH2
HO | h Ho
OH ('!)H
DOPAC DA
COMT COMT
\ 4
CH2—COOH MAO CHZ—?HZ
: O %
HO HO |
OCH3 OCH3
HVA 3-MT

Figura 2: Biosintesis y catabolismo de la dopamina

DOPA: Levo- dihidroxifenilalanina; DOPAC: é&cido 3,4-dihidroxifenilacético; DA:
dopamina; HVA: &cido homovanillico; 3-MT: 3-metoxitiramina=3-metoxidopamina;
AADC: decarboxilasa de aminoacidos aromaticos; MAO: monoamino oxidasa; COMT:
catecol-O-metil transferasa. (Adaptado de: Florez, J.; Martinez-Lage, J.M. 1984.

Neurofarmacologia Fundamental y Clinica).
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La 5-HT se localiza tanto en células nerviosas, como también en plaquetas,
enterocitos cromafines del intestino, células mastoides y gldndula pineal donde es el
precursor de la melatonina. La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido triptéfano, el
cual por accion de la triptéfano-hidroxilasa es transformado a 5-hidroxitriptéfano. Esta
enzima esta presente en las células que contienen 5-HT, exceptuando a las plaquetas.
Posteriormente 5-hidroxitriptéfano es decarboxilado por accion de la enzima AADC
originando 5-HT (ver figura 3), que finalmente es almacenada en vesiculas pre-
sinapticas en la terminal, o se acumula en el citosol. Cabe mencionar que existe una
isoforma de la triptéfano-hidroxilasa que se expresa exclusivamente en el cerebro (Trip
H-2) (Walther y Bader, 2003).

Al igual que la DA, la 5-HT liberada al espacio sinaptico es recaptada por una
proteina transportadora especifica conocida como SERT, blanco de la accion de
diversos farmacos que se utilizan como antidepresivos. Por accion de la enzima MAOa,,
la 5-HT es metabolizada a 5-hidroxiindolacetaldehido (Kato et al., 1986), el que
posteriormente es oxidado por una enzima aldehido-deshidrogenasa dando origen al
principal metabolito de la 5-HT, el &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (ver figura 3).
El 5-HIAA se excreta por el liquido céfalo raquideo y/u orina, y sirve como un
indicador de la produccion de 5-HT en el organismo.
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Figura 3: Biosintesis y catabolismo de la serotonina

5-HT: serotonina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; AADC: decarboxilasa de

aminoéacidos aromaticos; MAQO: monoamino oxidasa. (Adaptado de: Rang, H.P.; Dale,

M.M. 1995. Farmacologia. Segunda Edicion).
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2.2. Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de
importancia clinica a nivel mundial, luego de la enfermedad de Alzheimer. Desde que
en 1817 James Parkinson publico la monografia “Ensayo sobre la paralisis agitante”,
hasta los primeros afios de la década de los afios 60 en que se establece el defecto
neurobioquimico de la enfermedad de Parkinson (Hornykiewicz, 1963), se produce un
cumulo de datos neuropatoldgicos que dan cuenta del grave déficit de DA observado en
pacientes que padecen la enfermedad.

Hoy en dia se sabe con certeza que el déficit dopaminérgico estriatal es producto
de la degeneracion o muerte neuronal que ocurre en la substantia nigra, donde se ubican
los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas que envian sus axones en forma
ascendentes, para inervar al neostriado. La neurodegeneracion de la via nigrostriatal,
corresponde al principal rasgo fisiopatolégico de la enfermedad de Parkinson
(Hornykiewicz, 2002).

En la enfermedad de Parkinson, las manifestaciones clinicas recién aparecen
cuando los niveles de DA en el neostriado disminuyen en un 80%. La disminucion de la
concentracion de DA en el area principal de proyeccion de estas neuronas, se relaciona
con los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad que incluyen bradikinesia,
akinesia, temblor y rigidez.

Entre los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad de Parkinson se han
propuestos: (i) déficit bioenergético; (ii) acumulacion de radicales libres; (iii)
excitotoxicidad; (iv) toxicidad mediada por calcio; y (v) fenémenos apoptdticos. Sin
embargo, la causa primaria que desencadena la muerte celular es ain desconocida. El
envejecimiento parece ser el Unico factor de riesgo ampliamente aceptado, y que
coincide con la mayoria de los procesos neurodegenerativos.

Se ha sugerido una conexion entre enfermedades neurodegenerativas y la
presencia de varios agentes quimicos, tales como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Gerlach et al., 1991), metales como el fierro (Gerlach et al.,
1994), manganeso (Barbeau, 1984; Archibald y Tyree, 1987; Lloyd, 1997) y cobre
(Paris et al., 2001).

Se ha propuesto que el estrés oxidativo estd implicado en la patogénesis de la
enfermedad de Parkinson (Adams y Odunze, 1991; Fahn y Cohen, 1992; Jenner y
Olanow, 1998), una teoria que ha sido verificada al analizar muestras histopatoldgicas

de pacientes que han padecido la enfermedad y donde se ha detectado dafio oxidativo en

14



lipidos de membrana (Dexter et al., 1989; Dexter et al., 1994), 4cido
desoxirribonucleico (DNA) y proteinas de células nerviosas (Alam et al., 1997). Sin
embargo, hasta el dia de hoy no se sabe exactamente la fuente de formacién de radicales

in vivo, ni tampoco el mecanismo molecular de este proceso degenerativo.

2.2.1. Radicales libres

A nivel celular debe existir un equilibrio entre la generacion de radicales libres y
los sistemas defensivos antioxidantes. Cuando el balance es alterado a favor de la
generacion de radicales libres, por un aumento de metabolismo, o por deplecion de los
sistemas de defensa antioxidantes, el estrés oxidativo se hace presente (Halliwell, 1992
a,b).

Los radicales libres son sustancias que poseen un electron desapareado en su
ultimo orbital. Cuando estos radicales reaccionan con otras sustancias, se forman otros
compuestos oxidantes, generando una reaccion en cadena. Esta reaccion en cadena
puede ser interrumpida por antioxidantes como el ascorbato (vitamina C) y tocoferol
(vitamina E). Una de las cadenas de reaccion mas estudiadas que involucra a radicales
libres es la peroxidacion lipidica, la cual se ha postulado como una de las causas del
dafo neuronal en las enfermedades neurodegenerativas (Halliwell y Gutteridge, 1984;
Olanow, 1993; Jenner, 1994).

2.2.2. Auto-oxidacion de catecolaminas en el SNC

Las catecolaminas deben su nombre a que contienen un grupo catecol (1,2-
dihidroxibenceno) como parte integral de su estructura quimica. Las catecolaminas son
muy susceptibles de sufrir reacciones de tipo oxidativo en presencia de oxigeno, metales
y enzimas, sobre todo a pH fisiologico (Graham, 1978; Segura-Aguilar, 1996).

La DA sintetizada en las neuronas dopaminérgicas es almacenada dentro de las
vesiculas pre-sinapticas y se protona en presencia de H*. Una cantidad de la DA
sintetizada de novo permanece en el citosol neuronal, siendo metabolizada por la
MAO,, anclada en las mitocondrias. Esta reaccion genera DOPAC y también perdxido
de hidrégeno (H,0;). La formacion de H,O, es muchas veces acompafiada de la
generacion de radicales libres superéxidos (O;) y de radicales hidroxilos (OHY)
(Graham, 1984). Existe la posibilidad de que una parte de la DA aun presente en el
citosol se auto-oxide formando O-quinona, (aminocromo). A su vez el aminocromo

puede dar paso a la formacion de neuromelanina (ver figura 4). La neuromelanina es
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abundante en células catecolaminérgicas de la substantia nigra, locus coeruleus, que

contienen DA y NA respectivamente. La funcion de la neuromelanina en el cerebro es

aun desconocida, pero se ha propuesto que puede unirse selectivamente a ciertos

compuestos quimicos (Hirsch et al., 1988).

CH, NH, CH, NH, P
B - T
|
_— _—
! - J A )

oo Oxidacion o7 T

H

Dopamina Dopamina O-quinona Aminocromo

Neuromelanina

Figura 4: Auto-oxidacion de DA: La oxidacion de DA es seguida de ciclizacion de la

cadena amidica formando aminocromo (O-quinona) (Adaptado de: Baez, S. 1999.

Thesis, Stockholm’s University).
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Aminocromo es reducido por un electron a una O-semiquinona por la enzima
NADPH-citocromo P450 reductasa (Baez et al., 1995; Segura-Aguilar et al., 1998) (ver
figura 5).

La O-semiquinona es extremadamente reactiva ya que se auto-oxida facilmente,
reduciendo oxigeno a un radical O,". Esta auto-oxidacion da paso a un ciclo redox, ya
que la O-semiquinona se auto-oxida a aminocromo, y esta se reduce a una O-
semiquinona. Gracias a este proceso cantidades insignificantes de aminocromo
producen enormes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS), que no alcanzan
a ser reducidas. La formacién de O, da paso a la generacion enzimaética o espontanea de
H,O,, que es un precursor para la formacion de radical OH™ capaz de reaccionar con
todas las biomoléculas.

Aunque, NADPH-citocromo P450 reductasa se encuentra localizada en neuronas
del sistema dopaminérgico de la substantia nigra (Haglund, 1984), no se puede
descartar la participacion de otras flavoproteinas en la reduccion del aminocromo. Es
interesante destacar también que las enzimas antioxidantes, superoxido dismutasa
(SOD) vy catalasa, que actuan frente a la formacién de radicales O, y H,0,
respectivamente, juegan un claro papel pro-oxidante al aumentar la velocidad de auto-

oxidacion de O-semiquinona.

17



NADPH NADP+

O,
oz/
H>0;
"‘OH

N

y

> > Neurodegeneracion

Figura 5: Reduccién de aminocromo por transferencia de un electrén y formacién de

O-semiquinona con la participacion de la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa

(Adaptado de: Baez, S. 1999. Thesis, Stockholm’s University).
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Estudios in vitro han demostrado que DA y L-DOPA producen neurotoxicidad y
apoptosis en diferentes lineas celulares como timocitos, células catecolaminérgicas y
neuronas (Lai y You, 1997; Walkinshaw y Waters, 1995). Se ha sugerido que luego del
tratamiento con L-DOPA, se produce en el citosol un exceso de DA que puede sufrir
una oxidacion tanto enzimatica como no enzimatica, llevando a la produccion de ROS,

que conducen a la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Sulzer y Zecca, 2000).

2.2.3. Enzimas antioxidantes neuroprotectivas

Se ha propuesto que existen enzimas que juegan un claro papel antioxidante y
neuroprotector frente al exceso de catecolaminas libres en el citosol (Asanuma et al.,
2003). Un ejemplo es DT-diaforasa 0 NAD(P)H quinona-oxidoreductasa que cataliza la
reduccion de aminocromo con dos electrones a una O-hidroquinona, sustancia inocua
que se elimina fisiol6gicamente (ver figura 6).

La DT-diaforasa, es un dimero de subunidades idénticas que contienen un grupo
prostético. Se encuentra en el citosol, al interior de la mitocondria y en el reticulo
endoplasmico. En el cerebro de rata, DT-diaforasa ha sido localizada en el sistema
dopaminérgico de la substantia nigra y del estriado, tanto en el cuerpo celular como en
los axones y dendritas, como también en astrocitos (Schultzberg et al., 1988). Es la
Unica enzima que cataliza la reduccion de quinonas con dos electrones, y constituye
entre un 80 a 90 % de la capacidad reductiva enzimatica total en diferentes regiones del
cerebro de rata (Segura-Aguilar et al., 1987). Estudios in vitro han demostrado que DT-
diaforasa es inhibida por un derivado cumarinico, llamado dicumarol (3,3’-metileno-bis
(4-hidroxicumarina)) (Lind et al., 1982; Schultzberg et al., 1988; Segura-Aguilar y
Lind, 1989; Paris et al., 2001).
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Figura 6: Reduccion de aminocromo por transferencia de 2 electrones, con la
participacion de la enzima DT-diaforasa o NAD(P)H quinona-oxidoreductasa
(Adaptado de: Baez, S. 1999. Thesis, Stockholm’s University).
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La reduccion de aminocromo con DT-diaforasa a una O-hidroquinona también
resulta en un ciclo redox ya que este producto se auto-oxida en la presencia de oxigeno.
Sin embargo, su velocidad de auto-oxidacion es marcadamente inferior a la de
aminocromo O-semiquinona y es, ademas, inhibida por la enzima SOD vy catalasa. El
papel de estas enzimas antioxidantes durante la reduccién de aminocromo por DT-
diaforasa es totalmente opuesto al que juegan durante la reduccion de aminocromo con
un electrén catalizada por NADPH-citocromo P450 reductasa (Segura-Aguilar y Lind,
1989; Baez et al., 1995). SOD vy catalasa inhiben la auto-oxidacion de aminocromo O-
hidroquinona actuando directamente sobre el i6n O, y H,0,. Es también importante
mencionar de que aminocromo O-hidroguinona puede ser conjugada con
sulfotransferasas que impiden su participacién en reacciones redox, facilitindose de esta
manera su excrecion celular (Ernster, 1987).

En resumen la presencia de DT-diaforasa puede ser particularmente importante
en el cerebro cuando el metabolismo de las catecolaminas es exagerado. Por esto se ha
propuesto que el metabolismo del aminocromo a través de la DT-diaforasa tendria
efectos detoxificadores y una accién neuroprotectora, evitando la reduccion del
aminocromo por un solo electron, la produccion de ROS vy el consecuente dafio celular
(Segura-Aguilar y Lind, 1989; Baez et al., 1995; Segura-Aguilar et al., 2001; 2002).

Por otra parte existen otras enzimas que juegan un rol importante en el sistema
defensivo contra los radicales libres. La SOD, constituye la primera linea defensiva

contra los Oy’ para formar H,O,:

SOD
. H0,+ 0Oy

02 + 02 +2H"
Se ha demostrado que SOD constituye un mecanismo de defensa contra la

toxicidad mediada por la formacion de quinonas, previniendo la formacion de ROS
(Cadenas et al., 1988).
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La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) también juega un rol en la proteccion
celular contra el dafio provocado por la formacion de H,O, al interior de la mitocondria
o en el citoplasma celular. EI H,O, es removido a bajas concentraciones, al reaccionar
con glutation reducido (GSH) para formar glutation oxidado (GSSG) y H,0:

GSH-Px
H,0, + 2 GSH » GSSG + 2H,0

El GSH-Px previene la propagacion de las reacciones en cadena en que se ven
involucrados los radicales libres, y que son responsables en gran medida de la
peroxidacion lipidica y de la desestabilizacion de la membrana celular.

El glutation reducido (GSH) es regenerado por accion de glutatién reductasa
(GSH-Reductasa) mediante la siguiente reaccion:

GSH-Reductasa
GSSG + NADPH+H"* » 2GSH + NADP"*

»

GSH es importante ya que protege contra el estrés oxidativo, removiendo H,0,,
y previniendo de esta forma, la formacion de mas radicales de oxigeno como los

radicales OH™ que provocan severo dafio celular (Sulzer y Zecca, 2000).

2.3. Tratamiento de la Enfermedad de Parkinson

La determinacion del déficit dopaminérgico, como producto de la
neurodegeneracion de via nigrostriatal (Hornykiewicz, 1963; Bernheimer, 1963), dio
paso a un sinnimero de esfuerzos, con el objetivo de suplir el déficit de DA. Desde
entonces el abordaje terapéutico ha sido s6lo sintomatico, y orientado a la
administracion de: (i) precursores de DA (e.g. Levo-dihidroxifenilalanina (L-DOPA);
(i) farmacos que aumentan la biodisponibilidad del precursor exogeno (e.g.
benzerasida, metil-DOPA, entacapone, tolcapone); (iii) agonistas dopaminérgicos (e.g.
bromocriptina, pergolida, lisurida, cabergolina, pramipexol); (iv) inhibidores del

catabolismo de la DA (e.g. L-Deprenil).
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2.3.1. L-DOPA:

Considerando que la DA por sus caracteristicas quimicas no atraviesa la barrera

hematoencefélica, y que en la enfermedad de Parkinson los niveles de la enzima TH
estan disminuidos, varios investigadores ensayaron la administracion de precursores de
DA. En este &mbito, se destacan los trabajos de Cotzias (USA) y Barbeau (Canada)
quienes iniciaron la administracion oral de L-DOPA a fines de la década de los afios
sesenta, que permitio hacer un “by-pass” a la enzima limitante TH, lo que respalda su
aplicacion en la farmacoterapia. Este hecho marco el inicio de una nueva etapa en el
tratamiento de esta enfermedad.
Los buenos resultados obtenidos en primera instancia permitieron administrar L-DOPA,
restituyendo los niveles de DA necesarios para activar receptores dopaminérgicos
supersensitivos a consecuencia de su de-aferentacion. El tratamiento con L-DOPA
revierte los sintomas de la enfermedad, principalmente la bradikinesia y la rigidez. Sin
embargo, otros sintomas como el temblor sélo se reducen levemente (Yahr et al., 1969;
Fahn, 1999). Su accion terapéutica, si bien racional y asentada sobre bases
fisiopatologicas, demuestra no detener el curso natural de la enfermedad de Parkinson.

Los resultados terapéuticos con L-DOPA demuestran que un buen numero de
pacientes después de haberse vistos beneficiados por algunos afios en el manejo de la
sintomatologia clinica, comienzan a perder de manera gradual y progresiva su respuesta
al tratamiento, por ello al cabo de 4-5 afios la terapia es menos eficiente. El cuadro
clinico clasico puede ser modificado por la aparicion de nuevas manifestaciones
motoras y complejos efectos adversos producto de la levoterapia cronica, fendmeno
conocido como “long-term syndrome”. Es posible observar fluctuaciones motoras,
fendémenos denominados “on-off”, caracterizados por la aparicion y desaparicion brusca
e impredecible de periodos de akinesia y/o inmovilidad a lo largo del dia. También
aparecen otros fendmenos conocidos como “wearing-off”, llamado también deterioro de
fin de dosis. Estas manifestaciones motoras, que aparecen en general luego de afios de
tratamiento y que se instalan luego de un periodo de estabilizacion de la enfermedad,
producen un dificil manejo del paciente.

La DA formada en el cerebro estimula todos los receptores dopaminérgicos,
particularmente los supersensitivos localizados en el neostriado y substantia nigra,
dando cuenta de una adecuada compensacion en los circuitos de los ganglios basales.

Las neuronas nigrales sobrevivientes a la neurodegeneracion poseen un elevado
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metabolismo, lo que explica que en las etapas iniciales de la enfermedad la capacidad de
sintetizar DA a partir del precursor L-DOPA esté aumentada. Con el avance de la
degeneracion nigral y la consiguiente disminucion de terminales dopaminérgicas en el
neostriado, el efecto terapéutico de L-DOPA depende cada vez mas de su
decarboxilacion a DA en las terminaciones serotoninérgicas y noradrenérgicas
estriatales que provienen del raphe dorsal, y el nlcleo coeruleus, respectivamente.

Se ha propuesto por otra parte que la sobrecarga de DA producida por la
administracion crénica de L-DOPA acelera la progresion de la enfermedad, debido a
mecanismos auto-oxidativos (Fahn, 1997; Kostrzewa et al., 2002; Asanuma et al.,
2003) que llevan a la formacion de ROS y/o especies de nitrogeno. Ademas la cantidad
excesiva de DA en el citosol es rapidamente oxidada produciendo radicales libres que
pueden provocar la muerte de neuronas dopaminérgicas que han sobrevivido (Sulzer y
Zecca, 2000).

Para reducir la presentacion de posibles complicaciones, se ha intentado la
administracion de L-DOPA a dosis bajas y retrasando su uso lo mas posible (Yahr et al.,
1969; Chouza et al., 1975; Rinne, 1983).

Por otra parte L-DOPA sufre un amplio metabolismo periférico a través de
decarboxilaciéon y O-metilacion. La consecuencia inmediata es una corta ty, de L-DOPA.
Ademas, se produce un exceso de DA en el compartimiento periférico que trae consigo
gran cantidad de efectos colaterales (e.g. nauseas, vomitos, taquicardias, arritmias). En
la practica habitual la biodisponibilidad y t,, puede aumentar con la administracion de
un inhibidor de AADC periférica (e.g. benserazida, carbidopa).

La O-metilaciébn de L-DOPA que efectta COMT, una enzima ampliamente
distribuida en el organismo, da como producto 3-O-metildopa (3-OMD), que no puede
ser trasformada a DA. Desde el punto de vista terapéutico, L-DOPA metabolizada por
esta via es desperdiciada. Entacapone y tolcapone son drogas que inhiben en forma
potente, selectiva y reversible la COMT periférica, reduciendo significativamente la O-
metilacién de L-DOPA. Por ello, son administradas junto con L-DOPA, consiguiendo
un incremento de su concentracion en plasma (Méanninstd y Kaakkola, 1990),
traduciéndose en una disminucion de su dosis. Entacapone, de t, corta y baja
penetracion a traves de la barrera hematoencefalica aumenta la biodisponibilidad de L-
DOPA en el compartimiento cerebral. Tolcapone atraviesa la barrera hematoencefalica

y tiene efecto prolongado, por lo que aumenta la t, de la DA cerebral.
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2.3.2. Agonistas dopaminérgicos:

Los agonistas dopaminérgicos son de gran utilidad en el manejo farmacoldgico de
pacientes parkinsonianos en estados avanzados, especialmente cuando aparecen fuertes
fluctuaciones motoras. Entre los diversos agonistas dopaminérgicos existen diferencias
en cuanto a los mecanismos de accion, selectividad y eficacia que ejercen sobre
distintos tipos de receptores dopaminérgicos, como también en sus caracteristicas
farmacocinéticas.

Algunos alcaloides derivados del ergot han demostrado ser potentes agonistas
dopaminérgicos, estimulando directamente receptores post-sinapticos. Sin embargo, la
estructura quimica del ergot puede originar efectos secundarios indeseables, como
edema refractario en extremidades inferiores, fibrosis pleuropulmonar o retroperitoneal,
etc. No obstante, aquellos con reducida toxicidad sistémica poseen un gran valor como
antiparkinsonianos. Un farmaco que ha sido utilizado por largo tiempo y que posee
comprobada eficacia como antiparkinsoniano es la bromocriptina (2-bromo-a-
ergocriptina metanosulfonato), que ademas ha sido utilizado como prototipo para otros
derivados ergolinicos, como pergolida, lisurida y cabergolina. En contraste con los
agonistas dopaminérgicos ergolinicos, existe otro grupo de farmacos que no provocan
los efectos secundarios derivados de la molécula del ergot. Entre estos se encuentran:

apomorfina, ropinirol y pramipexol (Herrera-Marschitz et al., 2007).

2.3.3. Inhibidores del catabolismo de la DA:

L-Deprenil (L-isomero de N-propinil-metanfetamina) también llamado
selegilina fue desarrollado en la década de los afios 60 (Knoll et al., 1965). En bajas
concentraciones posee un efecto selectivo sobre la isoforma B de la MAO a la cual
inhibe de forma irreversible (Knoll y Mayar, 1972; Knoll, 1979), sin embargo también
inhibe la isoforma MAOA. Estudios en ratas han demostrado que la administracion de
L-Deprenil produce un aumento de los niveles de DA y 5-HT (Cesura y Pletscher,
1992). Por ello, se ha propuesto a L-Deprenil como coadyuvante del tratamiento con L-
DOPA en la enfermedad de Parkinson de curso temprano (Mann y Gershon, 1980).

En el neostriado la MAOg se encuentra localizada en astrocitos, y participa en la
degradacion de la DA extracelular. La capacidad de L-Deprenil de inhibir MAO
conduce a una disminucion del metabolismo de DA y otras catecolaminas y a una

reduccion de la produccion de H,0,. Se ha sugerido sobre la base de estudios
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experimentales (Cohen et al., 1984) y clinicos (Birkmayer et al., 1985; Tetrud y
Langston, 1989) que L-Deprenil tiene efectos neuroprotectivos. Por ello, el uso de L-
Deprenil se ha extendido, tanto por el efecto sintomatico que ejerce en el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson, como por su potencial accion neuroprotectora (Knoll,
2000). Se ha propuesto que L-Deprenil aumenta la propagacion del impulso nervioso al
prolongar la biodisponibilidad de catecolaminas enddgenas (Knoll et al., 1996).

2.4. Modelos experimentales para el estudio de la Enfermedad de Parkinson

Para estudiar la eficacia de diversos compuestos terapéuticos (Hoehn y Yahr,
1967; Gerlach et al., 2003), es necesario contar con modelos animales experimentales
de la enfermedad de Parkinson. Una herramienta ampliamente usada es la denervacion
inducida por la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas (Urgerstedt, 1971c),
o0 la administracion sistémica de MPTP en primates (Schultz, 1988; Jenner et al., 1987).

La 6-OHDA es selectivamente toxica para las células catecolaminérgicas in vivo
y por lo tanto se utiliza extensamente para producir modelos animales que imitan la
condicion de la enfermedad de Parkinson (Ungerstedt, 1968; Ungerstedt 1971c,d;
Ungerstedt y Arburthnott, 1970; Kostrzewa y Jacobowitz, 1974; Cadet et al., 1989;
Kumar et al., 1995; Hirsch et al., 2003; Herrera-Marschitz et al., 2007).

La administracion estereotdxica de 6-OHDA en el sistema dopaminérgico
nigrostriatal produce una lesién, dosis-dependiente (Ungerstedt, 1968, 1971c,d). 6-
OHDA puede entrar al interior de la neurona dopaminérgica via proteinas
transportadoras de catecolaminas (Jonson y Sachs, 1970), que incluyen a la proteina
DAT. Este transportador incorpora 6-OHDA al interior de la terminal y desencadena un
proceso auto-oxidativo en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas, y finalmente
su destruccién (Ungerstedt, 1968, 1971c,d).

La inyeccion bilateral de 6-OHDA en la substantia nigra, o en el paquete de
axones que asciende monosinapticamente desde la substantia nigra al telencéfalo
(MFB), produce en la rata una deplecién dopaminérgica bilateral, manifestandose un
sindrome conductual caracterizado por severa akinesia, pérdida de capacidad
exploratoria, afagia y adipsia, que conduce a la muerte del animal si no se le alimenta
artificialmente (Ungerstedt, 1971c,d). El desarrollo de los sintomas se correlaciona con
la extensidn de la degeneracién del sistema dopaminérgico nigrostriatal, y es revertido

con la administracion de agonistas dopaminérgicos (Ljungberg y Ungerstedt, 1976 a, b).
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Dado que la via nigrostriatal dopaminérgica es lateralizada, una inyeccion
unilateral de 6-OHDA puede producir una desviacién postural (ipsilateral) que refleja la
dominancia del sistema nigrostriatal intacto (Herrera-Marschitz y Ungerstedt 1984a;
1984b), lo que se transforma en un intenso movimiento rotatorio toda vez que el animal
es tratado con farmacos que: (i) aumentan la liberacion de DA (e.g. anfetamina (D-
AMPH)); (ii) inhiban su recaptacion (e.g. nomifensina); (iii) inhiban su metabolizacion
una vez que la DA es liberada desde el sistema nigrostriatal intacto (e.g. pargilina)
(Herrera-Marschitz et al., 2007). Esta conducta se revierte, y se transforma en intensa
rotacion contralateral, toda vez que el mismo animal es tratado con agonistas
dopaminérgicos directos (e.g. apomorfina, bromocriptina, pergolida). En este caso, la
droga actla directamente en receptores dopaminérgicos post-sindpticos que han
desarrollado supersensibilidad a consecuencia de su de-aferentacion (Ungerstedt, 1971c,
e). Estas observaciones llevaron a establecer el modelo de rotacién, que cuantifica los
giros del animal hacia la derecha y/o izquierda, rotacion ipsi y/o contralateral inducida
por farmacos (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Herrera-Marschitz y Ungerstedt 1984a,b;
Herrera-Marschitz et al., 2007). Para la evaluacién de la conducta rotacional se utiliza
un instrumento que se conoce con el nombre de rotdmetro o sensor de rotacion (ver
Figura 7). Este instrumento, conectado a un sistema de integracion, registra los giros
que realiza la rata en un determinado periodo de tiempo. EI modelo de rotacidn puede
proporcionar excelente informacion cuantitativa acerca de la potencia y la cinética de

los efectos de drogas que actan en los sistemas dopaminérgicos.
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Sensor de rotacion (3,3 pulsos/giro)

s

Sistema de

integracion
Multicounter®

Figura 7: Esquema del equipamiento para evaluar conducta rotacional en ratas.
(Adaptado de: Romero, C. 2005.Tesis, Universidad de Chile).
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3. PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion estuvo dirigida a evaluar la importancia de las vias no-
canodnicas del metabolismo de la DA en el SNC de la rata, in vivo.

Para ello, se optd investigarlo en un modelo experimental establecido de la
enfermedad de Parkinson (Ungerstedt, 1971c,d; Herrera-Marschitz, 1986), de gran
utilidad para estudiar las vias nerviosas y metabolismo de neurotransmisores de los
ganglios basales. EI modelo de hemiparkinson experimental permite evaluar en una
misma preparacion el hemisferio cerebral intacto y el lesionado, luego de una inyeccion
estereotaxica de 6-OHDA en una via nigrostriatal.

Con esta preparacion se evaluo el efecto de dicumarol, un farmaco inhibidor del
metabolismo no-candnico de la DA. La biodisponibilidad de la DA se estudi6 luego de
pre-tratamiento sistémico con L-DOPA (Hornykiewicz, 2002) y/o el inhibidor de la
MAO, L-Deprenil (Knoll et al., 1996).
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4. HIPOTESIS

El bloqueo de la DT-diaforasa modifica la biodisponibilidad y metabolismo de la DA en

el cerebro de ratas pre-tratadas con L-DOPA y/o L-Deprenil.

General

5. OBJETIVOS

Estudiar la liberacion y metabolismo de monoaminas en el neostriado de rata luego de

una de-aferentacion dopaminérgica experimental con 6-OHDA, e inhibicion de la

enzima DT- diaforasa y/o MAO, con o sin precarga con L-DOPA.

Especificos

>

Evaluar niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en ratas no lesionadas y de-
aferentadas.

Evaluar los niveles de DA y 5-HT y sus metabolitos en ratas no lesionadas y
de-aferentadas luego de pre-tratamiento sistémico con L-DOPA y/o L-
Deprenil.

Evaluar el efecto de la inhibicion selectiva de la enzima DT-diaforasa con
dicumarol en los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en ratas no
lesionadas y de-aferentadas.

Evaluar el efecto de la inhibicion selectiva de la enzima DT-diaforasa con
dicumarol en los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en ratas no
lesionadas y de-aferentadas, luego de pre-tratamiento sistémico con L-
DOPA y/o L-Deprenil.

Comparar los efectos de la perfusion intracerebral de una solucion de D-
AMPH, en animales controles y pre-tratados sisttmicamente con L-DOPA
y/o L-Deprenil, o perfundidos con dicumarol y pre-tratados sistémicamente
con L-DOPA y/o L-Deprenil.

Comparar los efectos de la perfusion intracerebral de una solucion
depolarizante de KCI, en animales controles y pre-tratados sistémicamente
con L-DOPA y/o L-Deprenil, o perfundidos con dicumarol y pre-tratados

sisttmicamente con L-DOPA y/o L-Deprenil.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) albinas de la linea UChA, derivada de una
cepa Wistar, todas de sexo masculino y pesos entre 150-170 g al momento de la cirugia
estereotéxica que permitio la lesion quimica con 6-OHDA. Los animales permanecieron
con libre acceso a comida y agua, con un ciclo de luz:oscuridad (12:12h) y temperatura
regulada a 21°C.

Los animales lesionados con 6-OHDA fueron utilizados posteriormente para los
estudios de microdiélisis in vivo.

6.2. Modelo de hemiparkinson experimental: cirugia estereotaxica y lesion quimica
de la via nigrostriatal

Se utilizd cirugia estereotaxica para realizar la lesion unilateral (izquierda) de la
via dopaminérgica nigrostriatal. Esta técnica permite un acercamiento preciso a
estructuras profundas del cerebro.

La cirugia estereotaxica requiere del montaje de la rata en un equipo
estereotaxico, dispositivo mecanico que inmoviliza totalmente la cabeza del animal (ver
figura 8). Previamente a este manejo, se administrd a cada rata 0.8 ml de una solucion
de hidrato de cloral al 7% por via i.p. facilitando de este modo su montaje. Luego se fijo
a la rata una méascara nasal de anestesia mantenida con isofluorano. Para fijar el craneo
del animal se insert6 una barra en cada conducto auditivo externo (barras interaurales),
adicionalmente los incisivos superiores se fijaron en un dispositivo horizontal (barra de
incisivos) para lograr la absoluta inmovilizacion de la cabeza. Una vez realizado el
montaje de la rata en el equipo estereotaxico, se procedio a la aplicacion de anestésico
local (lidocaina) sobre la cabeza (&rea de incision).

Bajo la administracion de isofluorano y luego de la aplicacion de lidocaina, se
realizd con un bisturi, una incision en piel en direccién anteroposterior. Se retird
lateralmente el periostio para una correcta exposicion del craneo. Se identific6 como
punto de referencia el Bregma (ver figura 9), que corresponde a la interseccién de la
sutura coronal y sagital, y que permite localizar cualquier estructura anatomica del
cerebro mediante el célculo de coordenadas registradas en un atlas estereotaxico
(Paxinos y Watson, 1997). Para cada area cerebral y a un peso determinado, el atlas
proporciona medidas exactas en las tres direcciones del espacio (anteroposterior (AP),
lateral (L) y dorsoventral (DV)).
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Para la inyeccion intracerebral de 6-OHDA, se fijo el holder de una jeringa
Hamilton (10 ul) en un brazo del equipo estereotaxico. Usando el micromanipulador se
ubicé el extremo de la jeringa sobre Bregma, y se registraron las coordenadas. Sobre
estos puntos estereotaxicos registrados, se les sumo en el eje AP - 4.4 mm, enel eje L -
1.3 mmyenelejeDV-7.8mm (Bregma AP - 4.4; L - 1.3; DV — 7.8). Posteriormente
se movid el micromanipulador en los ejes AP y L para ubicar el punto de descenso de la
jeringa y se perfor6 el craneo. A partir de la duramadre, se introdujo con el
micromanipulador la jeringa Hamilton hasta el punto que contiene la region proximal de
los axones dopaminérgicos nigrostriatales. (Herrera-Marschitz y Ungerstedt, 1984 a;
1984b). Se inyectdo 6-OHDA en un volumen total de 4 pl (8 ug) (flujo de 1 pl/min).
Para finalizar, se retir6 suavemente la jeringa Hamilton y se suturd la incision realizada.
Se permitid la recuperacion del animal en un ambiente controlado, antes de retornarlo a
su vivero de mantencion.

La 6-OHDA (2 mg/ml), fue preparada en solucion antioxidante de ascorbato 0.2
mg/ml de solucion salina estéril (NaCl 0.9%), conservada en frio y protegida de la luz
(papel de aluminio) para evitar su auto-oxidacion.

Durante todo el procedimiento quirargico se regul6 la temperatura corporal de la
rata a 37 °C gracias a la utilizacién de un termémetro rectal, una camilla con una

resistencia eléctrica incorporada y un termostato.

Figura 8: Representacion esquematica del montaje de los animales en el equipo
estereotaxico (Adaptado de: You, Z-B. 1996. Thesis, Karolinska Institute, Stockholm).
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Figura 9: llustracion esquemética donde se identifica sobre la superficie de craneo
expuesto el punto de referencia conocido como Bregma. (Paxinos y Watson. 1997. The

Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press. Fourth edition).
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6.3. Ensayos conductuales en las ratas lesionadas

Dos semanas después de la lesion quimica se verifico la efectividad de la lesion.
Para tal proposito se utilizd un rotémetro. Las ratas se colocaron en un arnés de
Velcro® conectado por un alambre semi-rigido a un sensor de rotacion (sensibilidad 3.3
pulsos/vuelta), y a un sistema de integracion Multicounter® (LE 3806 de Letica Sci.
Instruments), programado para una observacion durante 3 h (180 min), con intervalos
de 10 min y con un periodo de latencia de 10 min antes de la inyeccion de apomorfina
(APO 0.05 mg/kg, s.c.) (Apoteksbolaget, Suecia). La APO se prepar0 en solucién salina
(NaCl 0.9%) y se administré a los animales usando jeringas de 1 ml y agujas 25G, en
soluciones 1 ml/kg rata (~0.25 ml cada rata, s.c.). Los resultados de la integracion
(pulsos o vueltas) se trasladaron a un computador donde se procesaron mediante una
planilla de célculos Excel®. Las ratas que no exhibieron ningln patron de rotacion
significativo (< 2.7 giros contralaterales en promedio cada 10 min) con APO fueron
excluidas del estudio.
6.4. Microdialisis cerebral

Una de las principales aplicaciones de la técnica de microdialisis, en el ambito
de la neurociencia, es la realizacion de estudios en los cuales se monitorea la liberacion
de neurotransmisores y otras sustancias en el cerebro de animales conscientes
(Ungerstedt, 1991; Herrera-Marschitz et al., 2007). Esta técnica permite estimar la
liberacion de neurotransmisores y sus metabolitos, para estudiar los cambios inducidos
en ellos por drogas, que pueden ser perfundidos a través de la sonda de microdialisis o
ser administradas por via sistémica.

La microdialisis cerebral in vivo utiliza sondas que han sido disefiadas de manera
que se asemejen a un capilar sanguineo, hechas de dos tubos concéntricos de acero
inoxidable, tal que el liquido de perfusion entra a través del tubo interno, fluye hasta su
extremo distal donde se encuentra una membrana de dialisis. El flujo retorna por el tubo
externo (ver Figura 10). La menor longitud del tubo externo (1-5 mm), permite que su
extremo distal sea reemplazado por una membrana de dialisis. De esta manera se puede
imitar procesos de permeabilidad y difusién que ocurren fisioldgicamente. Este sistema
acoplado a un método de deteccion adecuado permite conocer la composicion quimica
del espacio extracelular en un tejido donde se introduzca la sonda de microdialisis
(Ungerstedt et al., 1982). Ademas permite determinar in situ las variaciones en los

niveles de las sustancias de interés.
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La implantacion de la sonda en un &rea cerebral se realiza con la ayuda de un
equipo estereotaxico. De este modo a las ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA
se les implantd dos sondas de microdialisis en el neostriado (una para cada hemisferio
cerebral).

El manejo realizado, previo y posteriormente al montaje de los animales en el
equipo estereotdxico fue similar al descrito para lesionar la via nigrostriatal. Con la
salvedad que en este caso se realizd dos perforaciones en el craneo, una para cada
sonda. Se identifico el punto Bregma y sobre estos puntos estereotaxicos registrados, se
les sumo en el eje AP + 0.7; enel eje L + 3.2; y en el eje DV - 6.0 (Paxinos y Watson,
1997).

Se utilizaron sondas de microdidlisis del tipo CMA-12 con 0.5 mm de didmetro,
y con una membrana semipermeable de 2 mm de longitud. La entrada de la sonda se
conectd a una bomba de microinyeccion CMA/100, con un flujo de perfusién ajustado a
2 pl/min. La salida se conectd a un colector de fracciones automatico CMA/140,
tomando muestras simultaneamente de cada hemisferio cerebral cada 30 minutos. Para
la administracion de farmacos intracerebralmente se utilizd un selector de jeringas
CMA/111 que permitié los cambios de medios de perfusion (ver figura 11).

La coleccion de muestras por microdialisis cerebral se realizé el mismo dia del
implante quirdrgico de la sonda, siendo necesario un largo periodo de estabilizacién con
solucién Ringer (pH=6.5-7.0). Se obtuvieron catorce muestras de cada hemisferio, las
cuatros primeras correspondieron a los niveles basales, dado por la perfusién con suero
Ringer (0-120 min). Las siguientes 6 muestras de dializados correspondieron a los
niveles dados por la perfusion con el farmaco inhibidor de la enzima DT-diaforasa
(dicumarol) (120-300 min). Posteriormente para la evaluacion local de la funcionalidad
de las terminales dopaminérgicas y serotoninérgicas se dio un pulso de D-AMPH 100
uM (300-330 min). Luego se perfundié nuevamente con dicumarol (330-390 min).
Finalmente se dio un pulso con KCI 100 mM (390-420 min), a través de las sondas de
microdialisis (ver figura 12).

Una vez recolectada la ultima muestra, cada rata se eutanasio con una sobredosis

de isofluorano.
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Sonda de Microdialisis

Tubo interno

— Membrana de Dialisis

u ® Molécula a analizar

Figura 10: Esquema del mecanismo de intercambio de sustancias en la sonda de

microdialisis (Adaptado de: Catdlogo CMA, Solna, Sweden).
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CMA/100 Microinjection Pump

CMA/140 Microfraction Collector

CMA/150 Temperature Controler

Figura 11: Esquema del equipamiento para experimentos de microdidlisis: (1) bomba
de microperfusion CMA/100, (2) selector de jeringas CMA/111, (3) colector de
microdializado CMA/140, (4) sistema regulador de temperatura corporal de la rata

CMA/150 (Adaptado de: Catalogo CMA, Solna, Sweden).
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Figura 12: Protocolo de perfusion intracerebral
Flujo de Perfusion: 2 pl/min

Tiempo de coleccion de cada fraccién: 30 min
Volumen de cada fraccion: 60 pl

Total de muestras por cada hemisferio cerebral: 14

(1) Grupo de perfusion intracerebral con Tris-HCI

min 0 30 90 120 300 330 390 420
I | I I
Ringer+Tris- Ringer+Tris-
Ringer Ringer+Tris-HCI | HCl+D-AMPH | Ringer+Tris-HCI HCI+KCI
v
Ultima dosis de pre-tratamiento sistémico
(min 0)
(2) Grupo de perfusion intracerebral con dicumarol
min 0 30 90 120 300 330 390 420
I | I
) ) Ringer+Tris- ) ) Ringer+Tris-
Ringer Ringer+Tris-HCI+| HCl+dicumarol+ | Ringer+Tris-HCI+ HCl+dicumarol
dicumarol D-AMPH dicumarol +KClI

v
Ultima dosis de pre-tratamiento sistémico

(min 0)
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6.5. Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC)

La cromatografia liquida es una técnica cuyo objetivo es la separacion de los
distintos compuestos de una mezcla de sustancias, basandose en las diferentes
retenciones que experimentan los compuestos de la misma al pasar a traves de una fase
estacionaria solida contenida en una columna cromatografica cuando la muestra esta en
solucién con la fase mavil del sistema. Esta técnica cromatografica emplea una fase
estacionaria apolar y una fase movil polar, por lo que las sustancias de la mezcla son
retenidas basandose en su polaridad, reteniendo primero los compuestos polares. Una
vez que los compuestos de la muestra estan separados, es necesario detectarlos. Para
ello se puede utilizar sistemas de deteccién electroquimica. La deteccion electroquimica
permite identificar sustancias (analisis cualitativo) o determinar sus cantidades (analisis
cuantitativo). El registro resultante de la separacion de los distintos compuestos de la
muestra, en funcién del tiempo que tardan en pasar por el sistema de deteccion da
origen a un cromatograma.

En nuestro estudio las muestras obtenidas por microdialisis se analizaron por
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) acoplada a un detector
electroquimico (HPLC-EC), siguiendo una metodologia ya descrita (Herrera-Marschitz
et al., 1996) (ver Figura 13). Una alicuota de 20 ul del microperfusado, se introdujo al
sistema cromatografico mediante un autoinyector CMA/200 programado por un
software ad-hoc desde un computador. Los diversos compuestos presentes en el
perfusado fueron separados por una columna Synergy 4-Hidro-RP (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) y luego oxidados por un electrodo de carbono con celda de flujo
radial (BAS, Tokyo, Japan) ajustado a un potencial de oxidacién de 700 mV;
generandose una corriente que, luego de filtrada y amplificada, fue enviada a un
computador equipado con una tarjeta analogo digital y el software CSW® (Pronexus,
Stockholm, Sweden) que permitio la integracion de los picos del cromatograma.

La identificacion de los compuestos de la muestra se realizd con patrones de
sustancias puras que permiten determinar el orden de retencion de las sustancias y su
tiempo de retencion (Herrera-Marschitz et al., 1996). La cuantificacion de dichos
compuestos se realiz0 comparando las muestras (alturas o areas de los picos

cromatograficos) con patrones de concentracion conocida (ver figura 14).
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Microsampler Injector

Mobile Phase /i
(eluent)

Column

Detector

Figura 13: Esquema del equipamiento para analisis por Cromatografia Liquida de Alta

Presion (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) (Adaptado de: Catalogo

CMA, Solna, Sweden).
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Voltaje
[v]

1,24

1,04

0,54

0,64

o)

0,4+

0,21

min
Figura 14: Cromatograma de una muestra de compuestos estandares para determinar el
orden y el tiempo de retencion de las sustancias en condiciones cromatrograficas
determinadas. (1) DA; (2) DOPAC; (3) 5-HT; (4) 5-HIAA; (5) HVA. Cada sustancia

estd a una concentracion 107 M, 20 ul autoinyectados en sistema HPLC.
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6.6. Drogas y sustancias quimicas utilizadas como pardmetros experimentales

Tabla 1 muestra las caracteristicas de las drogas utilizadas (e.g. Apomorfina-
HCI, D-AMPH, L-DOPA, L-Deprenil, dicumarol), administradas sistémicamente, o
agregadas al medio de perfusion intracerebral. La utilizacion de dicumarol condujo a
investigar distintos tampones, ya que por sus propiedades fisico-quimicas tiene baja
solubilidad en Ringer. En estudios de solubilidad se establecié un tampdn Tris-HCI
como optimo para disolver dicumarol, lo que obligd, sin embargo, a evaluar el efecto de
D-AMPH y KCI en dicho medio de perfusion.

Tabla 1. Categoria y origen de los farmacos utilizados:

Categoria Farmaco Fuente de | Solucién | Dosis y Via
Origen de de
Trabajo | Administraci
on
Sedante- Hidrato de Cloral Rectapur, 7%p/lv | 0.8ml.
Hipnotico Prolabo Paris, i.p.
(Pre-anestesia) Francia.
Anestésico Isofluorano Baxter Vapores | 1.5-2.0%
General Healthcare Co., | con aire | mascara
Guayama, 15 nasal.
Puerto Rico, | L/min
USA.
Anestésico Lidocaina Astra Labs., | 10 Aplicacion
Local Sodertélje, mg/ml local por
Suecia. aspersion.
Neurotoxina 6-hidroxidopamina; | Sigma 2mg/ml | 8 ug/4 ul
Dopaminérgica | (6-OHDA-HBr) St. Louis, USA. i.C.
N° catélogo
H6507.
Agonista Apomorfina; Apoteksbolaget, | 0.05 0.05 mg/kg
Dopaminérgico | (APO-HCI) Suecia. mg/mi s.C.
Precursor L-DOPA, Karolinska 125 3 x 25
Dopaminérgico | (L- Apoteket, mg/mi mg/kg, i.p.
dihidroxifenilalanina) | Stockholm,
Suecia.
Inhibidor  de | L-Deprenil; Dr. Knoll, | 10 3 x 10
Monoamino (selegilina) Universidad mg/mi mg/kg,
oxidasa Hungria. I.p.
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Inhibidor de Dicumarol; Sigma 10-* M | Perfusion
DT-Diaforasa | (3,3’-metileno-bis- St. Louis, USA. | en por sonda de
(4-hidroxicumarina)) | N° catalogo Buffer microdialisis
M1390. Tris-HCI
0.1 M,
pH~7.0

Estandar para | DA-HCI; Sigma 107 20 pl auto-
Calibracion (3-hidroxitiramina) St. Louis, USA. | Molar inyectados al
HPLC N° catalogo sistema

H8502. HPLC.
Estandar para | DOPAC; Sigma 10 20 ul auto-
Calibracion (3,4-dihidroxifenil St. Louis, USA. | Molar inyectados al
HPLC acetico) N° catalogo sistema

850217. HPLC.
Estandar para | HVA: Sigma 107 20 ul auto-
Calibracion (4-hidroxi-3- St. Louis, USA. | Molar inyectados al
HPLC metoxifenilacético) N° catalogo sistema

H1252. HPLC.
Estandar para | 5-HT-HCI: Sigma 107 20 upl auto-
Calibracion (5-hidroxitriptamina) | St. Louis, USA. | Molar inyectados al
HPLC N° catalogo sistema

85036. HPLC.
Estandar para | 5-HIAA; Sigma 107 20 ul auto-
Calibracién (&cido 5- | St. Louis, USA. | Molar inyectados al
HPLC hidroxiindol-3- N° catalogo sistema

acetico) H8876. HPLC.
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6.6.1. Administracion de farmacos y dosificacién

L-DOPA vy L-Deprenil se disolvieron diariamente en solucion salina estéril
(NaCl 0.9%), administrados por via i.p. en tres dosis sucesivas: Dos y una hora antes del
montaje de las ratas en el equipo estereotaxico, y una vez iniciada la microdidlisis
(tiempo 0). Para su administracion se utilizaron jeringas de 1 ml y agujas 25G. Las dosis
se calcularon con referencia a las bases libres, quedando en solucion 1 ml/kg rata (~0.25
ml para cada rata).

La inhibicion selectiva de la enzima DT-diaforasa se realizd con dicumarol (100
puM) mediante perfusion intracerebral a través de la sonda de microdidlisis. Para su
preparacion se utiliz6 como vehiculo buffer Tris-HCI 0.1 M en Ringer en una
proporcion 1 en 4 (pH= 7), el cual ademas se consideréd grupo control de aquellos

animales que recibieron perfusion intracerebral con dicumarol.
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6.6.2. Grupos experimentales:

Grupos experimentales definidos para pre-tratamiento sistémico y/o intracerebral

(Tabla 2)

Tabla 2. Disefio experimental

Grupos Medio de perfusion
experimentales
Pre- Ringer | Ringer | Ringer |Ringe | Ringer |Ringer+ | Ringer |Ringer+ | Ringer
tratamiento 0-120 |+Tris- |+Tris- |r+ + Tris- +Tris- | Tris- +Tris-
sistémico min HCI HCI Tris- | Tris- HCI HCI HCI HCI
120- | +dicum |HCI | HCI 330-390 | +dicu | +KClI +dicum
300 arol + + min marol | 390-420 | arol
min 120- D- dicuma 330- min +KClI
300 AMP |rol 390 390-
min H + min 420 min
300- |D-
330 |AMPH
min 300-
330
min
(1) Salino + + + + +
(2) L-DOPA + + + + +
(3) L-Deprenil + + + + +
(4) L-DOPA+L-|+ + + + +
Deprenil
(5) Salino + + + + +
(6) L-DOPA + + + n n
(7) L-Deprenil + + + + +
(8) L-DOPA+L-|+ + + + +
Deprenil
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6.7. Estadistica

Los resultados del modelo rotacional se expresan como el nimero de giros (ipsi
o contralateral) totales durante todo el periodo de observacion (180 min), y por min,
permitiendo elaborar una curva de evolucion temporal (promedios + error tipico;
Standard Error of Means (SEM)). Los resultados del analisis bioquimico se expresan en
concentraciones nM de analitos en el perfusado de microdidlisis y posteriormente
transformados en porcentaje, sin considerar el recovery de la sonda.

El andlisis estadistico para comparaciones mdultiples se efectu6 mediante un
andlisis de varianza de una via (One Way ANOVA; software GraphPad Prisma®),
considerando como limite de significacion el indice de probabilidad p<0.05. En este
trabajo se usé como post-hoc test la diferencia de promedios + 1 SEM, para magnificar
los efectos y disminuir la varianza, explorando futuros desarrollos.

6.8. Resguardos éticos en el uso de animales

Los experimentos fueron aprobados por la Comision de Bioética sobre
investigacion en animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
Ademas, en el marco del Proyecto FONDECYT 103-0521, se cumplieron con los
requerimientos éticos establecidos por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica (CONICYT, 1994).
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7. RESULTADOS
7.1. Lesion Quimica Unilateral del Haz Medial Cerebral (MFB)

7.1.1. Evaluacion Clinica

El procedimiento quirdrgico para lesionar quimicamente el haz medial cerebral
izquierdo culmind con un periodo post-operatorio de observacion clinica a partir de las
24 h. A una primera evaluacion clinica en su jaula, los animales mostraron un aspecto
saludable, ingesta de alimento y agua ad-libitum, reactividad y conducta exploratoria
aparentemente normal, ain cuando se observo preferencia de desplazamientos hacia el
lado izquierdo, particularmente a partir de una semana de la lesion. A los 10 dias se
observo una plena consolidaciéon de la incision quirdrgica. Los animales lesionados
presentaron una ganancia normal de peso y, a la semana, no se diferenciaron
clinicamente de animales no lesionados. Sin embargo, una evaluacion neuroldgica
detallada permitio observar una desviacion postural del eje rostro-caudal con un leve

arqueamiento hacia la izquierda de la columna vertebral.

7.1.2. Evaluacion de conducta rotacional

A partir de la segunda semana de la lesion quimica, los animales fueron
evaluados farmacol6gicamente con el agonista dopaminérgico APO (APO: 0.05 mg/kg,
s.c.). En ratas no lesionadas, esta dosis de APO no produce efecto evidente, aparte de
una aparente inhibicion motora e incremento de la frecuencia de bostezos (yawning).
Todas las ratas lesionadas utilizadas en este estudio desarrollaron, sin embargo, una
conducta rotacional al ser estimuladas con APO 0.05 mg/kg, s.c., con una direccion
contralateral a la lesion (hacia la derecha, ya que en todos los experimentos la inyeccion
intracerebral de 6-OHDA se efectud en el hemisferio izquierdo). En la Tabla 3 se
muestran algunos parametros usados para evaluar la rotacion evocada por APO (0.05
mg/kg, s.c.). La Figura 15 muestra la evolucion temporal del efecto rotacional
provocado por este agonista dopaminérgico. APO indujo rotacion contralateral durante
aproximadamente 60 min (300 giros en una hora), con una actividad maxima de 10
giros/min, durante los primeros 10 min luego de administrar el farmaco. Trabajos
previos del laboratorio han demostrado la relacion dosis-efecto de la mayoria de los

parametros utilizados para su evaluacion (APO 0.05-5.0 mg/kg, s.c.).
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Evaluacion con APO Giros contralaterales
(n=7)

Total giros x 3 h 331+47

Maximo giros/min 10.9+1.6

Girosen lrah 32147

Giros en 2rah 7+2

Giros en 3rah 512

Duracion de la actividad | ~60 min

rotacional

Tabla 3: Evaluacion del efecto rotacional evocado por apomorfina (APO 0.05 mg/kg,
s.c.) en ratas hemiparkinsonianas, 2 semanas luego de la lesion. Los datos representan el
promedio + SEM (n=7). Los valores se comparan con los observados en animales no
lesionados (n=5). Los pardmetros estadisticamente significativos se muestran

subrayados y en negritas (p<0.05).
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Figura 15: Evolucion temporal de la rotacion contralateral evocada por APO (0.05
mg/kg, s.c.). Abscisa, min a partir de la inyeccion de APO. Ordenada, rotacion

contralateral por 10 min. Datos, promedios +SEM; n=7.
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7.1.3. Evaluacion bioquimica de la lesion

Dado que el haz medial cerebral proyecta sus axones hacia extensas zonas en el
cerebro anterior de la rata (neostriado, nicleo accumbens y corteza frontal), la lesién
quimica unilateral del haz izquierdo disminuyé significativamente los niveles de DA
(~80%) y sus metabolitos DOPAC (~100%) y HVA (~100%) en el neostriado del
hemisferio lesionado (Tabla 4B) comparado con el hemisferio no lesionado (Tabla 4A),
evaluados con microdiélisis durante perfusion con Ringer y/o Ringer+Tris-HCI, 4-8
semanas luego de la lesion. No se observo diferencias en los niveles de 5-HT y/o 5-
HIAA.

7.2. Niveles de monoaminas y sus metabolitos evaluados en neostriado de rata

La Tabla 4 muestra niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en dializados de
neostriado no lesionado (4A) y lesionado (4B) de ratas tratadas con 6-OHDA
intracerebral. Se utilizaron los siguientes medios de perfusion: (1) Ringer; (2)
Ringer+Tris-HCI; (3) Ringer+Tris-HCI+D-AMPH.

Los niveles fueron analizados luego de pre-tratamiento sistémico con Salino (3 x
Iml/kg, i.p.; 4A.1; 4B.1); L-DOPA (3 x 25 mg/kg, i.p.; 4A.2; 4B.2); L-Deprenil (3 x 10
mg/kg, i.p.; 4A.3; 4B.3); o L-DOPA+L-Deprenil (4A.4; 4B.4). El analisis de varianza
(One Way ANOVA) usando el tratamiento previo como variable independiente revela
diferencias significativas para DA y 5-HT, permitiendo asi la prueba estadistica post-
hoc para las comparaciones especificas de estos neurotransmisores (ver Tabla 4A y 4B).

7.2.1. Efectos en neostriado no lesionado

7.2.1.1. Efecto del medio de perfusion y D-AMPH en los niveles de monoaminas y
sus metabolitos (Tabla 4A.1)

En el bloque A.1 de la Tabla 4A se observan los niveles de DA, 5-HT y sus
metabolitos en neostriado intacto usando Salino como pre-tratamiento. En la condicion
de perfusion con Ringer (condicion basal), DAy 5 HT se detectan en el rango nM (~2'y
~1.0 para DA y 5-HT, respectivamente), mientras que los metabolitos DOPAC, HVA y
5-HIAA se detectan en el rango subuM, es decir, cien veces mas concentrados
(DOPAC, ~200 nM; HVA, ~100 nM; 5-HIAA, ~100 nM). La adicién de Tris-HCI al
medio de perfusion (Ringer+Tris-HCI) no altera significativamente los niveles de las
monoaminas Yy sus metabolitos. D-AMPH agregado directamente al medio de perfusion
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(Ringer+Tris-HCI+D-AMPH) aumenta los niveles de DA (>7 veces) y 5-HT (~2 veces)
comparado a la condicion Ringer+Tris-HCI.

7.2.1.2. Efecto de pre-tratamiento en niveles de monoaminas y metabolitos (Tabla
4A.2-4)

La Tabla 4A muestra el efecto del pre-tratamiento con L-DOPA (4A.2), L-
Deprenil (4A.3), o L-DOPA+L-Deprenil (4A.4) en neostriado no lesionado. Se aprecia
que el pre-tratamiento con L-DOPA, L-Deprenil o combinado aumenta
significativamente los niveles de DA evaluados durante la condicion de Ringer+Tris-
HCI, condicion que debe ser considerada como control para los analisis posteriores,
comparado con los correspondientes niveles luego de pre-tratamiento con Salino. El
efecto de pre-tratamiento con L-DOPA (4A.2), L-DOPA+L-Deprenil (4A.4) en
condicion Ringer es particularmente notable sobre los niveles de HVA, que, comparado
al valor observado luego de pre-tratamiento con Salino, aumentan >2 veces. Este efecto
no se observa, sin embargo, durante la perfusion con Ringer+Tris-HCI, condicion
control para todos los efectos de este estudio. Este efecto no se observa luego de pre-
tratamiento con L-Deprenil solo. Sin embargo, pre-tratamiento con L-Deprenil
disminuye significativamente los niveles de DOPAC (~70%), pero no los de HVA o 5-
HIAA.

En términos porcentuales, el efecto de D-AMPH sobre DA es menor luego del
pre-tratamiento con L-DOPA, L-Deprenil o L-DOPA+L-Deprenil versus pre-
tratamiento con Salino, posiblemente debido al aumento de los niveles producido por el

pre-tratamiento.

7.2.2. Efectos en neostriado lesionado

7.2.2.1. Efecto de medio de perfusion y D-AMPH en los niveles de monoaminas y
sus metabolitos (Tabla 4B.1)

No se observa efecto de Ringer+Tris-HCI, pero si de D-AMPH sobre los niveles
de DA que, cuando detectable, se elevan en términos porcentuales de una manera

similar a la observada en neostriado intacto.
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7.2.2.2. Efecto de pre-tratamiento en los niveles de monoaminas y sus metabolitos
(Tabla 4B.2-4)

El pre-tratamiento con L-DOPA (4B.2); L-Deprenil (4B.3) y L-DOPA+L-
Deprenil (4B.4) revierte significativamente el deficit inducido por la lesion en DOPAC
y HVA, si se compara con lo observado en el bloque 4B.1. El efecto méas notorio es el
de L-DOPA combinado con L-Deprenil, sobre los niveles de DOPAC y HVA, incluso
se normalizan los niveles de DA. Luego de L-DOPA+L-Deprenil no se observa, sin

embargo, efecto de D-AMPH (comparar 4B.4 versus 4B.1)
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Tabla 4. Niveles de dopamina (DA), serotonina (5-HT), y metabolitos, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanillico (HVA), y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), medidos en 60 pl de muestras de perfusion obtenidas a
través de microdidlisis in vivo desde neostriado no lesionado (A) y lesionado (B) de
ratas con hemiparkinson experimental. Los animales fueron pre-tratados con Salino (1
ml/kg, i.p.); L-DOPA (3 x 25 mg/kg, i.p.); y/o L-Deprenil (3 x 10 mg/kg, i.p.) (4ltima
dosis al iniciar el experimento de microdidlisis). Se utilizo el siguiente protocolo de
perfusion: Ringer, (0-120 min a partir de la implantacion de la sonda de microdiélisis);
Ringer+100 mM Tris-HCI (120-300 min); Ringer+100 mM Tris-HCI+100 pM D-
AMPH (300-330 min). Los valores, expresados como el promedio + SEM,
corresponden a la concentracion de los analitos en la fraccion indicada, medidos por
HPLC —EC.
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Tabla 4A.

A. Neostriado no lesionado

4A.1. Pre- Ringer Ringer+Tris-HCI | Ringer+Tris- | % del efecto
tratamiento con | (90-120min) (270-300min) HCI+D-AMPH | de D-AMPH
Salino (300-330min)

(n=8)

DA 2.5+0.5 2.5+0.6 19.14+4.6% 764%
DOPAC 206122 161+13.2 139+23.3 86%

HVA 102+19 86+11 74+14 86%

5-HT 1.1+0.2 1.5+0.3 3.2+0.5° 213%
5-HIAA 114415 114+7.3 11548 101%

4A.2.

Pre-tratamiento

con L-DOPA

(n=5)

DA 3.0+0.8 13.8+4.8° 37.645.4*" 272%
DOPAC 216122 192+28.3 188+25 98%

HVA 252+44° 180+39.3° 158+35" 88%

5-HT 1.0+0.0 1.1+0.2 2.6+0.3° 236%
5-HIAA 133+23.5 140+15 160+1.2 114%

4A.3. Pre-

tratamiento con
L-Deprenil (n=5)

DA 6.6+1.7° 8.6+2.8" 43.1+10.4>° 501%
DOPAC 53+23° 22+8° 37+11° 168%
HVA 108+42 45+7° 34+5° 76%
5-HT 1.9+0.4 4.2+0.9° 4.0+0.4 95%
5-HIAA 145+18 130+16 135+24 103%
4A.4. Pre-

tratamiento con

L-DOPA +

L-Deprenil (n=5)

DA 5.6+1.0° 7.5+3° 26.3+13.2° 350%
DOPAC 108+13° 32+6° 15+3° 46%
HVA 292+87° 61+8° 40+6.1° 66%
5-HT 1.7+0.5 2 .4+0.5° 3.5+1.0 146%
5-HIAA 154427 129+32 115+34 89%

Comparaciones: F-ANOVApa= 7.78 (m,n=12,69); p<0.05; F-ANOVApopac= 15.15
(m,n=12,69); p<0.05; F-ANOVA, = 6.5 (m,n=12,69); p<0.05; F-ANOVAs,= 3.75
(m,n=12,69); p<0.05; F-ANOVAs yan= 0.74 (m,n=12,69); n.s. °Ringer+Tris-HCI+D-AMPH
comparado con Ringer+Tris-HCI. ® Comparacién con efectos observados durante la misma
condicion luego de pre-tratamiento con Salino.
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Tabla 4B.

B. Neostriado lesionado (izquierdo)

4B.1. Pre- Ringer (90-120 Ringer+Tris-HCI | Ringer+Tris- | % del efecto
tratamiento con | min) (270-300min) HCI+D-AMPH | de D-AMPH
Salino (n=8) (300-330min)

DA 0.5+0.2° 0.7+0.2° 6.8+3.8%¢ 971%
DOPAC 0.5+0.4° 2.5+2.2° 1.0+0.6° 40%
HVA 2.242.2° 2.5+2.5° 2.5+2.5° 100%
5-HT 1.440.4 1.3+0.5 1.6+0.6° 123%
5-HIAA 105+23 120.3+41.2 126+31.6 105%
4B.2. Pre-

tratamiento con

L-DOPA (n=5)

DA 0.9+0.1 6.7+2.6° 11.446.3 170%
DOPAC 38+12.5° 15.4+8.3° 12.4+7° 81%
HVA 153.2+58° 23.247° 20+8° 86%
5-HT 3.040.9° 7.74#39° 7.6+16° 99%
5-HIAA 146.4+32.2 129.2+13.8 132.4+17 102%
4B.3. Pre-

tratamiento con

L-Deprenil (n=5)

DA 0.6+0.2 3.1+11° 8.5+4.9 274%
DOPAC 19+13° 15.5+3.5° 18.6+6.7° 120%
HVA 36.84+19.8" 25.4+10.8° 18.4+8.5 72%
5-HT 2.3+0.7 3.1+1.3 4.3+0.8" 139%
5-HIAA 111+28 87.3+33.8 85.3+34.2 98%
4B.4. Pre-

tratamiento L-

DOPA+L-

Deprenil (n=5)

DA 2.140.4° 8.2+7.3" 7.0+3.9 85%
DOPAC 58+28" 14.845.1° 12.745.7° 86%
HVA 254+72° 33.5+7.8" 30.7+12.1° 92%
5-HT 2.5+1.0 1.5+0.6 2.7+1.1 180%
5-HIAA 135+27 115+42 121.5+30.5 106%

Comparaciones: F-ANOVAp,= 1.16 (m,n=12,69); n.s; F-ANOV Apopac= 2.01 (m,n=12,69); n.s;
F-ANOVALa= 6.6 (m,n=12,69); p<0.05; F-ANOVAsr= 2.16 (m,n=12,69); p<0.05; F-
ANOVA:; hian= 0.34 (m,n=12,69); n.s. *Ringer+Tris-HCI+D-AMPH comparado con columna
Ringer+Tris-HCI. "Comparacion con efectos observados durante la misma condicion luego de
pre-tratamiento con Salino. © Comparacion con los efectos observados en neostriado no

lesionado (Tabla 4A)
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7.3. Efectos de dicumarol sobre los niveles de monoaminas y sus metabolitos
evaluados en neostriado

La Tabla 5 muestra niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en dializados de
neostriado no lesionado (5A) y lesionado (5B) de ratas tratadas con 6-OHDA
intracerebral. Se utilizaron los siguientes medios de perfusion: (1) Ringer; (2)
Ringer+Tris-HCl+dicumarol; (3) Ringer+Tris-HCI+dicumarol+D-AMPH.

Los niveles fueron analizados luego de pre-tratamiento sistémico con Salino (3 x
1ml/kg, i.p.; 5A.1; 5B.1); L-DOPA (3 x 25 mg/Kkg, i.p.; 5A.2; 5B.2); L-Deprenil (3 x 10
mg/kg, i.p.; 5A.3; 5B.3); 0 L-DOPA+L-Deprenil (5A.4; 5B.4).

Luego de pre-tratamiento sistémico con Salino no se observan cambios
significativos en los niveles de monoaminas y sus metabolitos evaluados en el
neostriado no lesionado durante la perfusion con dicumarol (comparar Ringer+Tris-
HCl+dicumarol en Tabla 5A versus Ringer+Tris-HCI en Tabla 4A). El efecto de D-
AMPH durante la perfusion con dicumarol (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+D-AMPH)
sobre los niveles de DA (Blogue 5A.1, en Tabla 5A) es similar a lo observado en la
condicion de perfusion sin dicumarol (Blogue 4A.1, en Tabla 4A).

Dicumarol no afecta los niveles de monoaminas y metabolitos evaluados luego
de pre-tratamiento sistémico con L-Deprenil, o L-DOPA+L-Deprenil (ver Tabla 5A
versus Tabla 4A). El efecto de D-AMPH (Ringer+Tris-HCIl+dicumarol+D-AMPH)
sobre DA aparece, sin embargo, notablemente disminuido luego de pre-tratamiento con
L-Deprenil y L-DOPA+L-Deprenil.

La perfusion con dicumarol (Tabla 5B) no afecta significativamente los efectos
en neostriado lesionado, comparado con los reportados en Tabla 4B luego de pre-

tratamiento con L-DOPA y/o L-Deprenil.
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Tabla 5: Niveles de dopamina (DA), serotonina (5-HT), y metabolitos, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanillico (HVA), y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), medidos en 60 pl de muestras de perfusion obtenidas a
través de microdidlisis in vivo desde neostriado no lesionado (A) y lesionado (B) de
ratas con hemiparkinson experimental. Los animales fueron pre-tratados con Salino (1
ml/kg, i.p.); L-DOPA (3 x 25mg/Kkg, i.p.); y/o L-Deprenil (3 x 10 mg/kg, i.p.) (dltima
dosis al iniciar el experimento de microdidlisis). Se utilizo el siguiente protocolo de
perfusion: Ringer (0-120 min a partir de la implantacion de la sonda de microdialisis);
Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol (120-300 min); Ringer+100 mM Tris-
HCI+100 pM dicumarol+100 uM D-AMPH (300-330 min). Los valores, expresados
como el promedio + SEM, corresponden a la concentracion de los analitos en la

fraccion indicada, medidos por HPLC —ED.

57



Tabla 5A.

A. Neostriado no lesionado
5A.1. Pre- Ringer Ringer+Tris- Ringer+Tris- | % del efecto
tratamiento con | (90-120min) HCl+dicumarol |HCI+ de D-AMPH
Salino (270-300min) dicumarol+D-
(n=7) AMPH

(300-330min)

DA 2.240.6 2.5+0.6 26.9+7.4° 1076%
DOPAC 259+37 168+28 140+30 83%
HVA 60+7 47+7 45+6 96%
5-HT 0.740.3 1.240.3 1.6+0.3 133%
5-HIAA 11949 110+8 95+9 86%
5A.2. Pre-
tratamiento con
L-DOPA (n=5)
DA 4.8+0.6° n.d. n.d.
DOPAC 201+25 197+14 195+10 99%
HVA 328+47° 354+48° 343+35° 97%
5-HT 1.9+0.4° 1.240.1 2.740.13P 225%
5-HIAA 154+24 195+27° 175+16° 90%
5A.3. Pre-
tratamiento con
L-Deprenil
(n=5)
DA 6.7+3.0° 6.2+0.9° 8.4+1.4° 135%
DOPAC 52+16" 44+10° 40+6° 91%
HVA 85+24 75.1+21.1 84.3+22.4° 112%
5-HT 2.4+0.6° 3.241.5° 2.9+0.8 91%
5-HIAA 103+15 83.3+25.5 102+22.1 122%
5A.4. Pre-
tratamiento con
L-DOPA+
L-Deprenil
(n=5)
DA 4.0+1.4 3.9+1.2 7.3+1.8° 190%
DOPAC 67+33° 39+12.3° 36+11° 92%
HVA 247+59° 114+45° 101.3+38.4° 89%
5-HT 2.0+0.4° 1.240.1 1.6+0.2 133%
5-HIAA 93+14 92+11 94+9 102%

n.d., no data, la sefial de DA observado en el HPLC no fue confiable.

Comparaciones: F-ANOVApa= 6.05 (m,n=12,56); p<0.05; F-ANOVAporac= 10.9 (m,n=12,66);
p<0.05; F-ANOVAya= 16.48 (m,n=12,66); p<0.05; F-ANOVAs. 1= 1.94 (m,n=12,66); n.s; F-
ANOVA:; jan= 5.0 (M,n=12,66); p<0.05. * Ringer+Tris-HCI+dicumarol+D-AMPH comparado
con Ringer+Tris-HCl+dicumarol. ® Comparacién con efectos observados durante la misma
condicion luego de pre-tratamiento con Salino.
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Tabla 5B

B. Neostriado lesionado (izquierdo)
5B.1. Pre- Ringer Ringer+Tris- Ringer+Tris- | % del efecto
tratamiento con | (90-120min) HCI+ HCI+ de D-AMPH
Salino dicumarol dicumarol+D-
(n=7) (270-300min) AMPH

(300-330min)

DA 0.2+0.1 0.3+0.1 1.0+0.2% 333%
DOPAC 0.0+0.0 0.8+0.5 0.6+0.4 75%
HVA 0.0+0.0 0+0 0+0 0%
5-HT 1.040.4 0.8+0.4 1.240.2 150%
5-HIAA 115+22 38.3+1.5 53.7+4.5 140%
5B.2. Pre-
tratamiento con
L-DOPA (n=5)
DA 1.4+0.2° n.d. n.d.
DOPAC 56+38° 135.7+35.4° 135+34.1° 100%
HVA 114425° 70.8+23.7° 71.4+26.4° 101%
5-HT 1.5+0.4 2.6+0.6" 2.4+1.0 92%
5-HIAA 121+22 50+18 35+18.3 70%
5B.3. Pre-
tratamiento con
L-Deprenil (n=5)
DA 3.9+1.1° 2.6+1.0° 3.8+1.0° 146%
DOPAC 25+10° 10+3.6° 9.3+2 5" 93%
HVA 36+11° 28.2+9.7° 31+10.4° 109%
5-HT 2.5+0.6° 2.6+1.4 2.2+0.4° 85%
5-HIAA 132+23 113+21° 121+17° 107%
5B.4. Pre-
tratamiento con
L-DOPA+L-
Deprenil (n=5)
DA 1.7+0.3° 1.2+0.2° 2.7+0.5%" 225%
DOPAC 27+22° 5.0+2.6° 4.6+2.3" 92%
HVA 118+81.4° 20.3+10° 16+7.4° 79%
5-HT 2.740.5° 2.0£0.7 4.3+1.7° 215%
5-HIAA 68.2+40.3° 62+36.2 72+30.1 116%

Comparaciones: F-ANOVApa= 5.31 (m,n=12,56); p<0.05; F~FANOVApopac= 6.73 (m,n=12,66);
p<0.05; F-ANOVAuva= 2.57 (m,n=12,66); n.s; F-ANOVAs = 1.5 (m,n=12,66); n.s; F-
ANOVA:; jian= 2.3 (M,n=12,66); p<0.05. ® Ringer+Tris-HCl+dicumarol+D-AMPH comparado
con Ringer+Tris-HCl+dicumarol. ® Comparacién con efectos observados durante la misma
condicion luego de pre-tratamiento con Salino.
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7.4. Efecto de la perfusion con una solucion depolarizante de KCI sobre los niveles
de monoaminas y sus metabolitos (Tabla6y 7)

La Tabla 6 muestra los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en dializados de
neostriado no lesionado (6A) y lesionado (6B) de ratas tratadas con una inyeccion
intracerebral de 6-OHDA, utilizando los siguientes medios de perfusion: (1)
Ringer+Tris-HCI; (2) Ringer+Tris-HCI+KCI. Los niveles fueron analizados luego de
pre-tratamiento sistémico con Salino (3x 1 ml/kg, i.p.; 6A.1; 6B.1); L-DOPA (3x25
mg/kg, i.p.; 6A.2; 6B.2); L-Deprenil (3x10mg/kg, i.p.; 6A.3; 6B.3); 0 L-DOPA+L-
Deprenil (6A.4; 6B.4). La Tabla 7 muestra el efecto de dicumarol en las mismas

condiciones.

7.4.1. Efectos en neostriado no lesionado

7.4.1.1. Efecto de KClI sobre los niveles de monoaminas y sus metabolitos evaluados
en neostriado no lesionado (Tabla 6A.1)

En el bloque 6A.1 se observan los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en
neostriado no lesionado usando Salino como pre-tratamiento. La adicion de KCI al
medio de perfusion (Ringer+Tris-HCI+KCI) aumenta los niveles de DA (~3 veces), y 5-
HT (~4 veces).
7.4.1.2. Efecto de pre-tratamiento sobre la accion de KCI (Tabla 6A.2-4)

En términos porcentuales, el pre-tratamiento con L-DOPA (6A.2); L-Deprenil
(6A.3); o L-DOPA+L-Deprenil (6A.4) no cambia la accion de la depolarizacion con
KCI sobre la liberacion de DA. Pre-tratamiento con L-DOPA o L-DOPA+L-Deprenil

reduce significativamente el efecto de KCI sobre la liberacion de 5-HT.
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7.4.2. Efectos en neostriado lesionado

7.4.2.1. Efecto de KCI sobre los niveles de monoaminas y sus metabolitos evaluados
en neostriado lesionado (Tabla 6B.1)

En el bloque 6B.1 se observan los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en
neostriado lesionado usando Salino como pre-tratamiento. La adicion de KCI al medio
de perfusion (Ringer+Tris-HCI+KCI) aumenta los niveles de DA (~4veces) y 5-HT (~3
veces).
7.4.2.2. Efecto de pre-tratamiento sobre la accion de KCI (Tabla 6B.1-4)

En términos porcentuales, el efecto de KCI sobre DA es mayor en la condicion
de pre-tratamiento con Salino comparado con neostriado no lesionado.

El efecto de KCI luego de pre-tratamiento con L-DOPA y L-DOPA+L-Deprenil
aumenta los niveles de DA (~9 y ~5 veces respectivamente). Asi mismo los niveles de
DOPAC aumentan significativamente luego de pre-tratamiento con L-Deprenil.

En términos porcentuales, el efecto de KCI sobre 5-HT disminuye luego de pre-
tratamiento con L-DOPA y L-DOPA+ L-Deprenil, considerando de todas maneras que
sus niveles en la condicion de perfusion Ringer+Tris-HCI estan aumentados versus la

condicion de pre-tratamiento con Salino.
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Tabla 6: Niveles de dopamina (DA), serotonina (5-HT), y metabolitos, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanillico (HVA), y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), medidos en 60 pl de muestras de perfusion obtenidas a
través de microdidlisis in vivo desde neostriado no lesionado (A) y lesionado (B) de
ratas con hemiparkinson experimental. Los animales fueron pre-tratados con Salino (1
ml/kg, i.p.); L-DOPA (3 x 25mg/Kkg, i.p.); y/o L-Deprenil (3 x 10 mg/kg, i.p.) (dltima
dosis al iniciar el experimento de microdidlisis). Se utilizo el siguiente protocolo de
perfusion: Ringer+100 mM Tris-HCI (360-390 min); Ringer+100 mM Tris-HCI+100
mM KCI (390-420 min). Los valores, expresados como el promedio + SEM,
corresponden a la concentracion de los analitos en la fraccion indicada, medidos por
HPLC —ED.
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Tabla 6A.

A. Neostriado no lesionado
6A.1. Pre- Ringer+Tris- Ringer+Tris- % del efecto de
tratamiento HCI HCI+KCI KCI
con Salino (360-390min) | (390-420min)
(n=8)
DA 2.03+0.3 5.43+0.79° 269%
DOPAC 105+37 101+34 96%
HVA 6319 53.249 84%
5-HT 1.8+0.7 6.7 +2.8% 429%
5-HIAA 102.4+14.2 112+11.1 98%
6A.2. Pre-
tratamiento
con L-DOPA
(n=5)
DA 12.246.7° 34,5+1.3%P 283%0.
DOPAC 112+25.4 100+34 89%
HVA 127+42.8° 114+47.4° 90%
5-HT 2.3+2.2 4.3+2.2 187%
5-HIAA 149+38.1 121+9.1 81%
6A.3. Pre-
tratamiento
con L-Deprenil
(n=5)
DA 5.2+2° 18.1+3.5*° 348%
DOPAC 18.3+7° 33+7.2° 180%
HVA 57.1+23.2 76+9.7 133%
5-HT 2.4+0.4 9.742.6%P 404%
5-HIAA 115+20 112+15 97%
6A.4. Pre-
tratamiento
con L-DOPA+
L-Deprenil
(n=5)
DA 5.5+2.6° 21.2+15%° 385%
DOPAC 19.2+10° 15+3° 78%
HVA 27.545.2° 21+3.5° 77%
5-HT 3.8+2.3 44+1.4 116%
5-HIAA 105+33 76+23° 72%

Comparaciones: F-ANOVApa= 3.95 (m,n=8,46); p<0.05; F-ANOVApopac= 8.5 (m,n=8,46);
p<0.05; F-ANOVALya= 6.8 (Mm,n=8,46); p<0.05; F-ANOVAs = 2.3 (m,n=8,46); n.s; F-
ANOVA:; jian= 0.3 (M,n=8,46); n.s. °Ringer+Tris-HCI+KCI comparado con Ringer+Tris-HCI.
®Comparacién con efectos observados durante la misma condicién luego de pre-tratamiento con
Salino.
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Tabla 6B.

B. Neostriado lesionado (izquierdo)
6B.1. Pre- Ringer+Tris-HCI | Ringer+Tris- % del efecto de
tratamiento | (360-390min) HCI+KCI KCI
con Salino (390-420min)

(n=8)

DA 2.3+x1.9 10.3+6.8° 448%
DOPAC 1.8+1.3 0.8+0.5 44%
HVA 5+3 3.3+3.3 66%
5-HT 1.3+0.5 3.3£1.0° 333%
5-HIAA 109+80.4 144.44101.5 132%
6B.2. Pre-

tratamiento

con L-DOPA

(n=5)

DA 2.3x1.4 21+142 913%
DOPAC 5.5+1.7° 7.0+1.3° 127%
HVA 9.5+1.7° 16.1+6° 170%
5-HT 5.5+2.5° 10.6+2.1° 193%
5-HIAA 71.2+13 70.4+6.8 99%
6B.3. Pre-

tratamiento

con L-

Deprenil

(n=5)

DA 2.5+0.8 8.5+3.2° 340%
DOPAC 18+7° 24.1+6° 133%
HVA 15.2+6.6" 50.2+16%° 330%
5-HT 4.0+0.6° 12.5+4.7*° 312%
5-HIAA 78+35 66+31.3 85%
6B.4. Pre-

tratamiento

con L-DOPA

+L-Deprenil

(n=5)

DA 3.8+2.0 19.2+16.4% 505%
DOPAC 22+14° 11.045.6° 50%
HVA 20.3+9° 16+6.2° 79%
5-HT 1.8+0.6 4.2+1.22 233%
5-HIAA 103+23.4 92.3+23.4 90%

Comparaciones: F-ANOVApa= 0.64 (m,n=8,46); n.s; F-ANOVApopac= 1.5 (m,n=8,46); n.s; F-
ANOVAHVA= 3.18 (m,n=8,46); p<005, F'ANOVA5_HT: 2.9 (m,n=8,46);n.s; F'ANOVAs_H|AA=
0.60 (m,n=8,46); n.s. °Ringer+Tris-HCI+KCI comparado con Ringer+Tris-HCI. "Comparacién
con efectos observados durante la misma condicion luego de pre-tratamiento con Salino.
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7.5. Efectos de dicumarol y KCI sobre los niveles de monoaminas y sus metabolitos
evaluados en neostriado

La Tabla 7 muestra los niveles de DA, 5-HT y sus metabolitos en dializados de
neostriado no lesionado (7A) y lesionado (7B) de ratas tratadas con 6-OHDA, utilizando
los siguientes medios de perfusion: (1) Ringer+Tris-HCl+dicumarol; (2) Ringer+Tris-
HCl+dicumarol+KCI. Los niveles fueron analizados luego de pre-tratamiento sistémico
con Salino (3x 1 ml/kg, i.p.; 7A.1; 7B.1); L-DOPA (3x25 mg/kg, i.p.; 7A.2; 7B.2); L-
Deprenil (3x10mg/kg, i.p.; 7A.3; 7B.3); o L-DOPA+L-Deprenil (7A.4; 7B.4).

Luego del pre-tratamiento sistémico con Salino no se observan cambios
significativos en los niveles de monoaminas y sus metabolitos evaluados en el
neostriado no lesionado durante la perfusion con dicumarol (comparar Ringer+Tris-HCI
en Tabla 6A versus Ringer+Tris-HCIl+dicumarol en Tabla 7A).

La perfusion con KCI (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+KCI) luego de pre-
tratamiento con Salino aumento 5 veces los niveles de DA comparado con lo observado
en la condicion de perfusion Ringer+Tris-HCI+KCI (ver Tabla 6A). En cambio los
niveles de DOPAC tienden a disminuir en la condicion de perfusion Ringer+Tris-
HCl+dicumarol+KCI luego de pre-tratamiento con Salino.

Los niveles de 5-HT por efecto de la perfusién con KCI (Ringer+Tris-
HCl+dicumarol+KCI) en neostriado no lesionado aumentan aproximadamente 6 veces
comparado con los valores observados en la condicion de Ringer+Tris-HCIl+dicumarol
luego de pre-tratamiento con Salino.

Luego de pre-tratamiento con L-Deprenil y L-DOPA+L-Deprenil el efecto de
KCI sobre los niveles de DA y 5-HT disminuyen comparados con los valores luego de
pre-tratamiento con Salino.

La perfusion con KCI (Ringer+Tris-HCIl+dicumarol+KCI) en neostriado
lesionado (Tabla 7B) aumenté >7 y >4 veces los niveles de DA y 5-HT
respectivamente, observados durante la condicion de pre-tratamiento con Salino. El
efecto de KCI sobre los niveles de DA y 5-HT disminuye, sin embargo, luego de pre-

tratamiento con L-Deprenil y L-DOPA+L-Deprenil.
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Tabla 7: Niveles de dopamina (DA), serotonina (5-HT), y metabolitos, &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanillico (HVA), y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), medidos en 60 ul de muestras de perfusion obtenidas a
través de microdidlisis in vivo desde neostriado no lesionado (A) y lesionado (B) de
ratas con hemiparkinson experimental. Los animales fueron pre-tratados con Salino (1
ml/kg, i.p.); L-DOPA (3 x 25mg/Kkg, i.p.); y/o L-Deprenil (3 x 10 mg/kg, i.p.) (dltima
dosis al iniciar el experimento de microdidlisis). Se utilizo el siguiente protocolo de
perfusion: Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol (360-390 min); Ringer+100
mM  Tris-HCI+100 uM dicumarol+100 mM KCI (390-420 min). Los valores,
expresados como el promedio + SEM, corresponden a la concentracion de los analitos

en la fraccion indicada, medidos por HPLC —ED.
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Tabla 7A.

A. Neostriado no lesionado

7A.1. Pre- Ringer+Tris- Ringer+Tris- % del efecto de
tratamiento HCl+dicumarol |HCIl+dicumarol+ | KCI
con Salino (360-390min) KCI

(n=7) (390-420min)

DA 4.5+2.4 23.3+8.2° 517%
DOPAC 100.4+23.3 75+29 75%
HVA 35.246.2 33+9 94%
5-HT 1.1+0.3 6.6+2.2° 600%
5-HIAA 86.245 88+22 102%
7A.2. Pre-

tratamiento

con L-DOPA

(n=5)

DA n.d. n.d.

DOPAC 183+14.4° 197+13° 107%
HVA 374+33° 256+46" 68%
5-HT 4.6+3.2 8.6+2.8 186%
5-HIAA 152+35.3° 131+35 86%
7A.3. Pre-

tratamiento

con L-Deprenil

(n=5)

DA 2.1+0.3° 4.0+1.13P 200%
DOPAC 23.4+6.3° 15+6° 64%
HVA 49+15 20+4 41%
5-HT 2.241.2 3.940.5 177%
5-HIAA 97.4+23.1 72+23 74%
7A.4. Pre-

tratamiento

con L-DOPA+

L-Deprenil

(n=5)

DA 5.1+1.4 7.642.1° 150%
DOPAC 31.4411.3° 31.2+11.3° 99%
HVA 83.2434.4° 67+29 77%
5-HT 1.0+0.2 1.2+0.3° 120%
5-HIAA 85+11.1 86+11 101%

n.d., no data, la sefial de DA observado en el HPLC no fue confiable.

Comparaciones: F-ANOVAp,= 3.76 (m,n=8,34); p<0.05; F-ANOV Apopac= 13.69 (m,n=8,44);
p<0.05; F-ANOV A= 17.05 (m,n=8,44); p<0.05; F-ANOVAs = 3.88 (m,n=8,44); p<0.05;
F-ANOVAGs pyian= 3.4 (M,n=8,44); p<0.05. ® Ringer+Tris-HCI+dicumarol+KCI comparado con
Ringer+Tris-HCl+dicumarol. "Comparacién con efectos observados durante la misma condicién
luego de pre-tratamiento con Salino.
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Tabla 7B.

B. Neostriado lesionado (izquierdo)
7B.1 Pre- Ringer+Tris- Ringer+Tris- % del efecto de
tratamiento HCl+dicumarol |HCIl+dicumarol+ | KCI
con Salino (360-390min) KCI
(n=7) (390-420min)

DA 0.6+0.1 45+2.7° 750%
DOPAC 0.6+0.6 3.1+2.2° 516%
HVA 1.8+1.8 0.7£0.7 39%
5-HT 1.240.3 5.4+2.6° 450%
5-HIAA 38.3+2.1 42.8+14.9 117%
7B.2. Pre-

tratamiento

con L-DOPA

(n=5)

DA n.d. n.d.

DOPAC 131.3+35.4° 128.1+37.1° 98%
HVA 62.5+24° 75+46" 120%
5-HT 1.9+0.4 4.3+1.2° 226%
5-HIAA 49+22.2 34+13.3 69%
7B.3. Pre-

tratamiento

con L-

Deprenil

(n=5)

DA 1.5+0.2° 2.5+0.3 167%
DOPAC 8.6+3.2° 5.3+0.8 62%
HVA 24+9.7° 17.2+5.9° 72%
5-HT 2.9+1.8 2.3+0.3° 79%
5-HIAA 105+16.4° 91.0+15.4° 87%
7B.4. Pre-

tratamiento

con L-

DOPA+

L-Deprenil

(n=5)

DA 1.2+0.3° 1.5+0.4 125%
DOPAC 6.1+1.2° 5.8+1.6 95%
HVA 13+4.8° 11+3.1° 85%
5-HT 2.3+0.3° 3.6+0.9 157%
5-HIAA 70+27.1° 42.2+13 60%

n.d., no data, la sefial de DA observado en el HPLC no fue confiable.

Comparaciones: F-FANOVApa= 1.5 (m,n=8,34);n.s; F-ANOVApopac= 9.5 (M,n=8,44); p<0.05;
F-ANOVA,a= 3.32 (m,n=8,44); n.s; F-ANOVAs 1= 1.4 (m,n=8,44); n.s; F-ANOVAs jjan=
2.1 (m,n=8,44); ns. * Ringer+Tris-HCI+dicumarol+KCl comparado con Ringer+Tris-
HCl+dicumarol. "Comparacién con efectos observados durante la misma condicién luego de
pre-tratamiento con Salino.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Los principales efectos observados se resumen en las figuras 16 a 19.

Efectos observados en la liberacion de DA estimulada por D-AMPH durante la
perfusion con Ringer+Tris-HCI

Figura 16A muestra el efecto de D-AMPH (Ringer+Tris-HCI+D-AMPH) sobre
los niveles de DA luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). En
neostriado no lesionado, el efecto de D-AMPH se observa disminuido luego de pre-
tratamiento con L-DOPA. En tanto que en neostriado lesionado, el efecto de D-AMPH
estd drasticamente disminuido luego de pre-tratamiento con L-DOPA y/o L-Deprenil,

particularmente luego de L-DOPA+L-Deprenil.

Efectos observados en la liberacion de DA estimulada por D-AMPH durante la
perfusion con Ringer+Tris-HCl+dicumarol

Figura 16B muestra el efecto de D-AMPH (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+D-
AMPH) sobre los niveles de DA luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como
100 %). En neostriado no lesionado, el efecto de D-AMPH se ve drasticamente
disminuido luego de pre-tratamiento con L-Deprenil y L-DOPA+L-Deprenil. En tanto
que en neostriado lesionado, el efecto de D-AMPH se ve particularmente disminuido
luego de pre-tratamiento con L-Deprenil.

Efectos observados en la liberacién de 5-HT estimulada por D-AMPH durante la
perfusion con Ringer+Tris-HCI

Figura 17A muestra el efecto de D-AMPH (Ringer+Tris-HCI+D-AMPH) sobre
los niveles de 5-HT luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). En
neostriado no lesionado, el efecto de D-AMPH se observa disminuido luego de pre-
tratamiento con L-Deprenil. En tanto que en neostriado lesionado, el efecto de D-

AMPH no se modifica luego de pre-tratamiento con L-DOPA y/o L-Deprenil.

Efectos observados en la liberacién de 5-HT estimulada por D-AMPH durante la
perfusion con Ringer+Tris-HCl+dicumarol

Figura 17B muestra el efecto de D-AMPH (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+D-
AMPH) sobre los niveles de 5-HT luego de pre-tratamiento con Salino (expresado

como 100%). En neostriado no lesionado, el efecto de D-AMPH aumenta luego de pre-
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tratamiento con L-DOPA. En tanto que en neostriado lesionado, el efecto de D-AMPH
aumenta luego de pre-tratamiento con L-DOPA+L-Deprenil.

Efectos observados en la liberacion de DA estimulada por KCI durante la perfusion
con Ringer+Tris-HCI

Figura 18A muestra el efecto de KCI (Ringer+Tris-HCI+KCI) sobre los niveles
de DA luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). En neostriado no
lesionado, no se observa ningin cambio en el efecto de KCI luego de pre-tratamiento
con L-DOPA y/o L-Deprenil. En tanto que en neostriado lesionado, el efecto de KCI
esta notablemente aumentado luego de pre-tratamiento con L-DOPA.

Efectos observados en la liberacion de DA estimulada por KCI durante la perfusion
con Ringer+Tris-HCl+dicumarol

Figura 18B muestra el efecto de KCI (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+KCI) sobre
los niveles de DA luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). Tanto
en neostriado no lesionado como lesionado el efecto de KCI estd notablemente

disminuido luego de pre-tratamiento con L-Deprenil y L-DOPA+L-Deprenil.

Efectos observados en la liberacion de 5-HT estimulada por KCI durante la perfusion
con Ringer+Tris-HCI

Figura 18A muestra el efecto de KCI (Ringer+Tris-HCI+KCI) sobre los niveles
de 5-HT luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). En neostriado no
lesionado, el efecto de KCI se observa disminuido luego de pre-tratamiento con L-
DOPA y L-DOPA+L-Deprenil. En tanto que en neostriado lesionado el efecto KCI se

observa disminuido luego de pre-tratamiento con L-DOPA.

Efectos observados en la liberacion de 5-HT estimulada por KCI durante la perfusion
con Ringer+Tris-HCl+dicumarol

Figura 19B muestra el efecto de KCI (Ringer+Tris-HCl+dicumarol+KCI) sobre
los niveles de 5-HT luego de pre-tratamiento con Salino (expresado como 100%). En
neostriado no lesionado se observa una disminucion del efecto de KCI luego de pre-
tratamiento con L-DOPA y/o L-Deprenil. En tanto que en neostriado lesionado también
se observa una disminucién del efecto de KCI luego de pre-tratamiento con L-DOPA

y/o L-Deprenil, particularmente luego de L-Deprenil.
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Figuras 16-19: Resumen en términos porcentuales de los efectos de pre-tratamiento en
los niveles de DAy 5-HT estimulados con D-AMPH o KCI.

Figura 16: Efectos de la perfusion intracerebral con Ringer+100 mM Tris-HCI+100
UM D-AMPH (300-330 min) (A), o Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol+100
UM D-AMPH (300-330 min) (B) sobre los niveles de dopamina (DA) medidos en 60 pl
de dializado obtenido a través de microdialisis in vivo desde neostriado no lesionado y
lesionado de ratas con hemiparkinson experimental, expresado como el porcentaje de la
condicion basal. Los niveles fueron medidos bajo condiciones de pre-tratamiento
sistémico: Salino, L-DOPA, y/o L-Deprenil.  Efecto de pre-tratamiento (versus Salino).
La linea horizontal sobre cada experimento denota tratamiento con D-AMPH.

Figura 16A (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCI)
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Figura 17: Efectos de la perfusion intracerebral con Ringer+100 mM Tris-HCI+100
pM D-AMPH (300-330 min) (A) o Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol+100
UM D-AMPH (300-330 min) (B) sobre los niveles de serotonina (5-HT) medidos en 60
ul de dializado obtenido a través de microdialisis in vivo desde neostriado no lesionado
y lesionado de ratas con hemiparkinson experimental, expresado como el porcentaje de
la condicion basal. Los niveles fueron medidos bajo condiciones de pre-tratamiento
sistémico: Salino, L-DOPA, y/o L-Deprenil.  Efecto de pre-tratamiento (versus Salino).
La linea horizontal sobre cada experimento denota tratamiento con D-AMPH.

Figura 17A (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCI)
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Figura 17B (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCl+dicumarol)
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Figura 18: Efectos de la perfusion intracerebral con Ringer+100 mM Tris-HCI+100
mM KCI (390-420 min) (A) o Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol+100 mM
KCI (390-420 min) (B) sobre los niveles de dopamina (DA) medidos en 60 ul de
dializado obtenido a través de microdialisis in vivo desde neostriado no lesionado y
lesionado de ratas con hemiparkinson experimental, expresado como el porcentaje de la
condicion basal. Los niveles fueron medidos bajo condiciones de pre-tratamiento
sistémico: Salino, L-DOPA, y/o L-Deprenil.  Efecto de pre-tratamiento (versus Salino).
La linea horizontal sobre cada experimento denota tratamiento con KCI.

Figura 18A (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCI)
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Figura 18B (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCl+dicumarol)
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Figura 19: Efectos de la perfusion intracerebral con Ringer+100 mM Tris-HCI+100
mM KCI (390-420 min) (A) o Ringer+100 mM Tris-HCI+100 uM dicumarol+100 mM
KCI (390-420 min) (B) sobre los niveles de serotonina (5-HT) medidos en 60 ul de
dializado obtenido a través de microdialisis in vivo desde neostriado no lesionado y
lesionado de ratas con hemiparkinson experimental, expresado como el porcentaje de la
condicion basal. Los niveles fueron medidos bajo condiciones de pre-tratamiento
sistémico: Salino, L-DOPA, y/o L-Deprenil.  Efecto de pre-tratamiento (versus Salino).
La linea horizontal sobre cada experimento denota tratamiento con KCI.

Figura 19A (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCI)
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Figura 19B (Perfusion intracerebral con Ringer+Tris-HCl+dicumarol)
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8. DISCUSION

La lesion con 6-OHDA provocé una asimetria motora, ain cuando los animales
lesionados presentaron un comportamiento exploratorio normal durante los primeros
dias del post-operatorio. La ganancia de peso fue equivalente al de los animales
controles. Sin embargo al trascurrir los dias, los animales lesionados presentaron una
desviacion postural, e incluso escoliosis como consecuencia directa del desbalance
dopaminérgico unilateral con un aumento en el tono de la musculatura esquelética,
incluyendo los musculos paravertebrales, como se ha reportado previamente (Herrera-
Marschitz et al., 1990).

Los resultados obtenidos permiten confirmar que la lesién del haz medial
cerebral con la neurotoxina 6-OHDA es especifica para las neuronas dopaminérgicas de
la substantia nigra donde se originan los haces que proyectan hacia el neostriado,
evaluado a través de: (i) la administracion de farmaco agonista de accion post-sinéptica
(APO) que evocd una rotacion contralateral a la lesion por accion directa sobre
receptores supersensibilizados del lado lesionado (Ungerstedt, 1971e); (ii) evaluacion
de los niveles de DA y sus metabolitos. Los resultados muestran una importante
disminucion de los niveles de DA y sus metabolitos en el neostriado lesionado con
respecto al neostriado no lesionado evaluado con microdidlisis. La lesion no afectd los
niveles de 5-HT ni de su metabolito 5-HIAA.

El analisis del curso temporal de la rotacion evocada por la administracion de
APO indica que el efecto trascurre en una sola fase, es decir, se presenta un solo pico de
maxima actividad rotacional. No obstante, se ha descrito que en animales con una
deplecion de DA mayor al 90% el efecto de APO transcurre en dos fases con un pico de
actividad rotacional a los 10 min y otro posterior a los 30 min (Herrera-Marschitz y
Ungerstedt, 1984a; Herrera-Marschitz et al., 2007). En nuestros resultados no se
distinguen las dos fases descritas, ello puede obedecer a que se definieron periodos de
totalizaciones parciales cada 10 min, quizas con periodos de totalizaciones menores
seria posible observar dos fases de respuesta a APO. Otra posibilidad, es que a los
animales se les haya practicado una de-aferentacion dopaminérgica unilateral en que la
deplecion de DA seria menor al 90%.

Los pre-tratamientos farmacologicos con L-DOPA y/o L-Deprenil destinados a
producir una sobrecarga de DA resultaron efectivos (ver Tabla 4A/B). El tratamiento
con L-DOPA permite aumentar los niveles de DA, siendo la principal herramienta

farmacologica utilizada en la enfermedad de Parkinson. En efecto, L-DOPA eleva los
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niveles de DA observados en neostriado lesionado, indicando que luego del pre-
tratamiento sistémico L-DOPA atraviesa la barrera hematoencefalica, alcanza el tejido
nervioso y se transforma en el neurotransmisor DA debido a que se incorpora a la
cadena biosintética de esta catecolamina, indicando ademéas que la conversion de L-
DOPA a DA no requiere de la integridad del sistema de biosintesis de la DA tal como lo
sugiere la experiencia clinica. Se observa también un efecto del pre-tratamiento con L-
DOPA en los niveles de 5-HT. Al evaluar los niveles de DA y 5-HT en la condicion
Ringer+Tris-HCI, se observo que, en la fraccion 270-300 min, DA aumentd ~6 veces,
en tanto que 5-HT aumentd >2 veces comparado con los niveles detectados en la
fraccion 90-120 min. Este resultado es interesante, en particular cuando se considera
que la biotransformacion de L-DOPA depende en parte de la biodisponibilidad de la
AADC en las terminales serotoninérgicas. En todo caso, el efecto de L-DOPA en los
niveles de DA fue méas prominente.

Estudios realizados en ratas han demostrado que la administracion de L-
Deprenil, un inhibidor de MAOa; produce un aumento de los niveles de DAy 5-HT en
el neostriado (Cesura y Pletscher, 1992). Los resultados obtenidos en ratas pre-tratadas
con L-Deprenil muestran, en esta Tesis, un aumento de los niveles de DA e incluso una
disminucion de los metabolitos DOPAC y HVA, confirmando ademas el curso de esta
via canonica para el metabolismo de DA. L-Deprenil también produjo un aumento en
los niveles de 5-HT en neostriado, confirmando que esta indolamina se degrada con la
participaciéon de MAO. Estos hallazgos experimentales sostienen la racionalidad del
tratamiento en la enfermedad de Parkinson con L-DOPA y L-Deprenil, cuyo objetivo es
re-establecer los niveles de DA de estos pacientes. Aunque por mecanismos distintos
ambos farmacos, son eficaces para elevar los niveles de DA.

Al realizar una perfusion con D-AMPH, este farmaco difunde desde la sonda de
microdialisis hacia el intersticio neuronal donde ejerce su mecanismo de accion
promoviendo la liberacion de neurotransmisores monoaminérgicos (Fuxe y Ungerstedt,
1974). En este estudio se observé que la perfusion con D-AMPH (Ringer+Tris-HCI+D-
AMPH) aumenta los niveles de DA y 5-HT en neostriado luego de pre-tratamiento con
Salino (ver Tabla 4A; bloque 4A.1) (comparado a la condicion Ringer+Tris-HCI). Los
valores observados son menores (>7 veces y ~2 veces para DA y 5-HT,
respectivamente) a los obtenidos en otros estudios que se han realizado en el mismo
laboratorio. En esos estudios los niveles evocados por la administracion de D-AMPH

aumentan ~20 veces y ~3 veces para DA y 5-HT respectivamente. Sin embargo, es
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pertinente considerar que las sondas utilizadas en estudios anteriores tenian una
membrana semipermeable de mayor longitud. Esta condicion incide directamente en la
capacidad dializante de la sonda, que es definida por la recuperacion (recovery) para
cada sustancia en particular, siendo mayor para sondas con membranas de mayor
longitud.

Se ha propuesto que el farmaco dicumarol, conocido por sus propiedades
anticoagulantes, es un inhibidor de la enzima DT-diaforasa (Lind et al., 1982;
Schultzberg et al., 1988; Segura-Aguilar y Lind, 1989; Paris et al., 2001), revelando un
metabolismo de la DA por vias no-candnicas. En el presente estudio no se observo
ningin cambio sobre la biodisponibilidad de DA al perfundir intracerebralmente
dicumarol (Ringer+Tris-HCl+dicumarol) (ver Tabla 5A/B; Bloque 5A.1 y 5B.1)
comparado a la condicién control (Ringer+Tris-HCI) (ver Tabla 4A/B; Blogue 4A.1y
4B.1). La administracion de pre-tratamiento sistémico con L-DOPA y/o L-Deprenil en
la condicion de perfusion con dicumarol (Ringer+Tris-HCIl+dicumarol) tampoco afectd
los niveles de monoaminas y sus metabolitos (ver Tabla 5A/B).

La perfusion con dicumarol disminuye, sin embargo, el efecto de D-AMPH
sobre la liberacion de DA en neostriado lesionado luego de pre-tratamiento con Salino
(ver Tabla 4B y Tabla 5B; comparar bloque 4B.1 versus 5B.1). En realidad, dicumarol
atenlia el efecto de D-AMPH en todas las condiciones experimentales con un pre-
tratamiento previo (L-DOPA y/o L-Deprenil), pero no el efecto de KCI en las
condiciones experimentales equivalentes. Es interesante destacar que dicumarol no
afecta significativamente los niveles de 5-HT, luego de pre-tratamiento con Salino, L-
DOPA, y/o L-Deprenil. En conjunto, estos resultados sugieren un efecto en la
biodisponibilidad de DA en el compartimiento citosolico, pero no en el vesicular. Esta
observacién esta de acuerdo con la idea de que la DT-diaforasa estd implicada en un
metabolismo no-candnico de la DA citosdlica, pero no en la vesicular o extracelular. Es
interesante destacar ademas, que los niveles de DOPAC en neostriado lesionado
aumentan >2 veces luego de tratamiento local con dicumarol, a continuacion de pre-
tratamiento con L-DOPA. Los niveles de HVA parecen disminuir en las mismas
condiciones (ver Tabla 5B; bloque 5B.2). Esto refuerza la idea de dicumarol participa
en un metabolismo citosolico, ya que DOPAC refleja metabolismo intracelular, en tanto
qgue HVA refleja metabolismo extracelular, a través de la participacién de la enzima
COMT.
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El efecto esperable de la perfusién con una solucion depolarizante de KCI que
actla como agente depolarizante neuronal inespecifico es la liberacion masiva de
neurotransmisores almacenados en vesiculas pre-sinapticas. Efectivamente resultados
obtenidos en este mismo laboratorio muestran un incremento de la concentracion de DA
y 5-HT (~10 veces y ~3 veces, respectivamente) en fracciones de dializados (Romero et
al., 2006). En los presentes resultados la perfusion con KCI provoco un aumento en los
niveles de DA y 5-HT un poco menores a los obtenidos en otros estudios. No obstante
se debe considerar que el pulso de KCI fue aplicado luego de tratamiento local con D-
AMPH. Diferencias en la longitud de la membrana semipermeable de la sonda de
microdidlisis utilizada en este estudio también pueden explicar en parte estos resultados.

KCI provoco un aumento en la liberacion de DA particularmente importante en
neostriado lesionado luego de pre-tratamiento con L-DOPA, probablemente debido a
que las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes a la degeneracién poseen un elevado
metabolismo y un pool vesicular de alta capacidad y/o un elevado numero de vesiculas
pre-sinapticas ancladas en la zona activa de la membrana celular de las terminales

dopaminérgicas remanentes.
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9. CONCLUSIONES

1.- Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la lesion
unilateral con 6-OHDA produce una de-aferentacion dopaminérgica selectiva, reflejada
en el modelo rotacional y microdialisis. La lesion produjo una disminucion de DA y sus
metabolitos, pero no de 5-HT y 5-HIAA evaluados simultaneamente.

2.- El precursor exdgeno L-DOPA aumento significativamente los niveles de
DA y sus metabolitos DOPAC y HVA en el cerebro de-aferentado. Sin embargo, L-
DOPA no revirtio el déficit a la condicion normal. L-Deprenil elevo las concentraciones
de DA y 5-HT, pero disminuyo las concentraciones de sus metabolitos, confirmando
que gran parte del metabolismo candénico de la DA transcurre por la enzima MAO. Sin
embargo, el efecto en el metabolismo de 5-HT fue menor, sugiriendo una accion
preferencial en la enzima MAOg, para la cual 5-HT no es sustrato.

3.- El efecto de L-DOPA sobre los niveles de DA y sus metabolitos se potencid
al combinar el pre-tratamiento con L-Deprenil. Estos hallazgos experimentales
sostienen la racionalidad del tratamiento de la enfermedad de Parkinson con L-DOPA y
L-Deprenil simultaneamente, re-estableciendo los niveles de DA de estos pacientes a
través de distintos mecanismos de accion.

4.- La inhibicion de la enzima DT-diaforasa a través de la perfusion intracerebral
con dicumarol no modifico la biodisponibilidad de DA evaluada en condiciones basales,
pero afectd en particular la liberacion basal y estimulada (D-AMPH y/o KCI) de las
monoaminas luego de pre-tratamiento con L-DOPA y/o L-Deprenil, sugiriendo una
menor biodisponibilidad luego de la inhibicion de la via no-canénica de metabolismo
intracelular.

5.- Estos resultados sugieren que la menor biodisponibilidad de DA citosélica
obedece a la ocurrencia de fendmenos auto-oxidativos con la participacion de la enzima
NADPH-citocromo P450 reductasa, lo cual llevaria a la formacion de radicales libres
que conllevan finalmente a la injuria celular.

6.- Finalmente los resultados obtenidos reafirman el rol neuroprotector de la
enzima DT-diaforasa en el metabolismo no-canonico de la DA. De este modo se insta al
desarrollo de futuras investigaciones para potenciar una mayor expresion y/o actividad
de esta importante enzima. Pudiendo ser esta enzima uno de los multiples factores que

inciden en la enfermedad de Parkinson y que merece ser estudiada en profundidad.
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