Articulo premiado en las Jornadas de la Sociedad Bioquimica de Cuyo

2
3

Ventajas de un modelo animal de hemiparkinsonismo para el estudio
de nuevas moléculas neuroacivas con potenciales aplicaciones terapéuticas

@ 15min.
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LaEnfermedad de Parkinson (EP) es
la segunda enfermedad neurodegenerativa
més frecuente. Resulta de una
degeneracion primaria de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra. El
conocimiento parcial de los fendmenos
celularesy moleculares que gatillan la EP, su
diagnostico tardio y la falta de una
terapéutica efectiva que detenga o retrase
la evolucion de la misma, son las principales
razones que motivaron a nuUMerosos grupos
de investigacion a desarrollar modelos
experimentales de EP en animales. Este
articulo hace mencion al modelo de
neurodegeneraciéon inducido por el
neurotéxico 6-OHDA, por ser el mas
utilizado para el desarrollo de modelos
animales de parkinsonismo y hemipar-
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El presente articulo resulta de la
generosa oferta de la revista “Bioandlisis” a
la Sociedad de Biologia de Cuyo, en cuya
reunion anual 2010 la presentacion del
trabajo “Efectos neuromodulatorios de

progesterona sobre signos premotores en
un modelo animal de enfermedad de
Parkinson™ fue galardonado con el primer
premio en laSeccién de Farmacologia.

Resumen

La enfermedad de Parkinson es la
segunda enfermedad neurodegenerativa
mas frecuente. Resulta de una dege-
neracion primaria de las neuronas dopa-
minérgicas de la sustancia negra. A pesar de
los adelantos cientificos y tecnoldgicos, la
terapéutica actual existente para esta
enfermedad, es solo sintomatica. Uno de
los principales obstaculos en el desarrollo
de una terapia neuroprotectora es el
conocimiento limitado de los eventos
celulares y moleculares que desencadenan
dicha patologia. La necesidad de contar con
un modelo animal fiable y representativo de
la enfermedad ha llevado a numerosos
grupos de investigacion a desarrollar
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moléculas con comportamiento
neurotoxico selectivo, tales como la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) y
recientemente, paraquato y rotenona. En
este articulo sélo se hara mencion al modelo
de neurodegeneracion inducido por el
neurotéxico 6-OHDA, por ser el mas
utilizado para el desarrollo de modelos
animales de parkinsonismo y hemiparkin-
sonismo.

Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP),
descrita por James Parkinson en el afio
1817, afecta a méas del 1% de la poblacion
por encima de los 55 afios y es ligeramente
mas frecuente en el varén que en la mujer
(7). Su prevalencia aumenta con la edad,
siendo del 3,1% en sujetos entre 75y 84
aflos (11). Constituye el trastorno
neurodegenerativo mas frecuente después
de la enfermedad de Alzheimer.
Fisiopatologicamente, resulta de una

degeneracion primaria de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra (SN)
(Figura 1). La causa de la enfermedad se
desconoce (8). Sus manifestaciones clinicas
cardinales, que permiten el diagnostico
médico, surgen de manera tardia, cuando la
muerte neuronal es del 80% (5). Es decir, el
conocimiento parcial de los fenémenos
celulares y moleculares que gatillan la EP, su
diagnostico tardio y la falta de una
terapéutica efectiva que detenga o retrase la
evolucion de misma, son las principales
razones que motivaron a nNUMErosos grupos
de investigacion a desarrollar modelos
experimentales de EP en animales.

Modelos experimentales

Las condiciones para un modelo
animal ideal de EP deben mimetizar la
pérdida neuronal dopaminérgica y los
déficit comportamentales (motores y no-
motores) asociados a su presentacion en
humanos. Desde el punto de vista
experimental, existen numerosos modelos

de parkinsonismo. Los mas recientes son
modelos animales genéticamente modi-
ficados mediante técnicas de sustraccion
génica (knockout), incorporacién génica
(knockin) o reduccion en la expresion génica
(knockdown) en la secuencia del ADN
nuclear, los cuales han permitido un gran
avance en la comprension de la
fisiopatologia de dicha patologia. Los
modelos mas utilizados se basan en el uso
de toxinas, las cuales se acumulan
selectivamente en las neuronas dopami-
nérgicas de la SN, causando disfuncion
celular y finalmente la muerte celular. El
mayor avance de estos modelos surgié con
la introduccion de la neurotoxina
catecolaminérgica 6-hidroxidopamina (6-
OHDA). Otras neurotoxinas son la MPTP (1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) y
los insecticidas paraquato y rotenona. En
este articulo s6lo se hard mencion al modelo
de neurodegeneraciéon inducida por el
neurotéxico 6-OHDA, por ser el mas
ampliamente utilizado en el desarrollo de
modelos experimentales de parkinsonismo
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y hemiparkinsonismo en roedores, gatos y
monos (4).

e

Figura 1: Degeneracion de la via dopami-
nérgica nigroestriatal por muerte neuronal
de lasustancia negra paracompacta (SNpc).
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Neuron, Vol.39, 889-909, September
11,2003, Parkinson’s Disease: Mechanisms
and Models.
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Como se menciond al comienzo del

articulo, la EP se caracteriza fisiopato-
l6gicamente por una degeneracion lenta,
progresiva e irreversible de la via
dopaminérgica nigroestriatal. Esta, en
cerebro de rata, tiene su origen en el grupo
celular A9, localizado en la SN pars
compacta (SNpc). Los axones de estas
neuronas correnalo largo del mesencéfaloy
terminan en el cuerpo estriado (CE) dorsal.
Este nacleo, a su vez, se encuentra
constituido por el ndcleo caudado y
putamen.

Ungersted en 1968 describié por
primeravez que lainyeccion del neurotdxico
6-OHDA en cerebro de ratas, mediante
cirugia estereotaxica, inducia una lesion
selectiva de las neuronas dopaminérgicas
(DA) de SN (Figura 2). Por el contrario,
cuando se administraba por via sistémica
destruia solo las neuronas adrenérgicas de
los ganglios simpaticos careciendo de accion
toxica sobre el sistema nervioso central.
Existen tres sitios anatémicos posibles de

inyeccion del neurotoxico. Estos son: a) SN;
b) mesencéfalo o c) CE. Las principales
diferencias en la eleccién de alguno de estos
sitios son: a) complejidad de la cirugia; b)
cantidad de neuronas DA degeneradas y; c)
tiempo de evolucion de la enfermedad. Tal
es asi, que la inyeccién de 6-OHDA en SN
involucra una cirugia compleja e induce una
degeneracion estética, rapiday completade
las neuronas DA (5), mientras que si se la
administra en mesencéfalo o CE, la
complejidad de la cirugia es menor y
produce una neurodegeneracion lenta y
progresiva.

Se habla de hemiparkinsonismo
cuando se lesiona sélo una de las vias
dopaminérgicas nigroestriatales, usual-
mente la del hemisferio cerebral izquierdo,
dejando la via nigroestriatal contralateral
indemne. Caso contrario, se denomina
parkinsonismo, cuando se lesionan ambas
vias. La mayor cantidad de publiciones
cientificas, de los Gltimos afios, utilizan el
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modelo de hemiparkinsonismo, inducido
por 6-OHDA einyectado en CE (4g/21) (1,9).

.

Figura 2: Diagrama de la via dopaminérgica
(DA) nigroestriatal. Areas grises en cuerpo
estriado izquierdo indican pérdida de
terminales DA por inyeccion de 6-OHDA
sobre eferencias nigroestriatales.
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La selectividad y especificidad del
neurotoxico es debida a su alta afinidad por
el sistema de transporte de catecolaminas.
Es decir, ésta molécula es transportada
dentro de las terminales presinapticas y
posteriormente hacia el soma celular de las
neuronas dopaminérgicas y noradre-
nérgicas. La neurotoxicidad de 6-OHDA esta
basada en la formacion de especies
reactivas de oxigenos (SRO) como ani6n
superoxido (02.), radical hidroxilo (OH) y
quinonas producto de su metabolizacion
(5). Finalmente comprometen e inhiben los
complejos | y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, ocasionando déficit de ATP y
muerte neuronal. Asi, sustancias antioxi-
dantes como vitamina E o N-acetil-cisteina,
inhibidores de laMAQy quelantes de hierro
como desferoxamina ejercen un efecto
neuroprotector frente a la acciéon neuro-
toxica de la6-OHDA.

Para prevenir la recaptacion del
neurotoxico por las neuronas nora-
drenérgicas, los animales son pretratados
con desipramina 25 mg/kg intraperitoneal,
45 minutos previosa la cirugia.

Desde el punto de vista conductual,
este modelo, presenta inmediatamente
después de la cirugia y de forma
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espontanea una conducta rotatoria
ipsilateral a la lesion que se mantiene
durante las 24 horas siguientes. Este
comportamiento es debido al desequilibrio
que existe en el contenido de dopamina
entre el estriado homolateral y
contralateral inyectado con el neurotdxico
(4). Esta actividad asimétrica, la cual
representa una de las grandes ventajas del
modelo de hemiparkinsonismo, es
interpretada como un signo motor que
manifiesta la enfermedad. Esto es de gran
relevancia, debido a que solo el 40% de lo
animales mimetizan la enfermedad (5)
mientras que el 60% restante deben ser
descartados. Este comportamiento es eva-
luado a través de una prueba denominada
test rotacional inducido farmacol6-
gicamente. A partir de las 2 semanas pos
inyeccion del neurotdxico, los animales que
desarrollan degeneracion de la via
dopaminérgica nigroestriatal presentan
unarotacion ipsilateral a lalesion cuando se
les administran sustancias que aumentan la
liberacion de dopamina, como anfetamina
(9). Mientras que a partir de la 4% semana
pos lesion, estos mismos animales
muestran una rotacion contralateral al lado
de la lesiébn cuando reciben agonistas
dopaminérgicos como apomorfina (Figura
3) (2,6) Esto es debido al incremento del
numero de receptores dopaminérgicos que
existe en el estriado homolateral a la lesion
como consecuencia de la denervacion. Por
el contrario, la anfetamina, al incrementar
la liberacion de dopamina en las terminales
presinapticas incrementa la concentracion
de este neurotransmisor Unicamente en el
estriado contralateral a la lesion, produ-
ciéndose un desequilibrio funcional a favor
del estriado no lesionado. En la evaluacion
de este comportamiento rotatorio se utiliza
un aparato denominado “raturn”. El mismo
consiste en un recipiente plastico, apoyado
sobre una base giratoria y conectado a un
programa informético especifico mediante
un brazo mecanico (10). De esta manera, el
animal es colocado dentro del bowls
plastico, previamente inyectado con la
droga correspondiente al tiempo de
evolucién de su enfermedad (2 semanas,
anfetamina o 4 semanas, apomorfina) y se
lo evalta durante 90 minutos (Figura 4). Un
animal sano (control) tiende a rotar de

manera similar hacia ambos lados.
Diferente es lo que ocurre en un animal
hemiparkinsoniano, por lesion de la via
dopaminérgica nigroestriatal izquierda, que
rota ipsilateralmente (izquierda), a las 2
semanas pos lesion, y contralateralmente
(derecha), a partir de las 4 semanas pos
lesién (Figura 5) (9). Esta actividad rotatoria
asimétrica es utilizada como parametro de
evaluacion de los potenciales efectos
neuroprotectores de nuevas moléculas
experimentales. Es decir, muchos
investigadores buscan el retraso de la
aparicion de esta contralateralidad tras el
tratamiento, con estas nuevas drogas, de los
animales lesionados.

S

Figura 3: Induccién farmacoldgica del
comportamiente rotatorio ipsilateral y
contralateral a la via dopaminérgica

nigroestriatal lesionada.
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Figura 4: Raturn, instrumento para evaluar
comportamiento rotatorio asimétrico
inducido farmacolégicamente.

Figura5: Pruebatotacional inducida
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farmacoldgicamente, evaluados durante 90
minutos. A- Animales controles (sanos). By
C- Animales hemiparkinsonianos por
degeneracion de la via dopaminérgica
izquierda. Comportamiento rotatorio
ipsilateral (izquierda) inducido por
anfetamina y comportamiento rotatorio
contralateral (derecho) inducido por
apomorfinarespectivamente.
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Nuestros resultados, reportados en
numerosas publicaciones y congresos
internacionales, revelan que la adminis-
tracion de progesterona (PROG) 4 mg/kg
s.c., 3dosis, 7 dias posteriores a la inyeccion
del neurotdxico, retrasa la aparicion de los
signos motores (contralateralidad) y no
motores (déficit de memoria y trastorno de
la afectividad) de neurodegeneracion;
como asi también presenta un efecto
modulador positivo a largo plazo sobre las
terminales dopaminérgicas nigroestriatales

@3).

Importacia de este modelo de hemipar-
kinsonismo

Concluimos que algunas de las
ventajas de trabajar con un modelo de
hemiparkinsonismo inducido por 6-OHDA
son: 1) permite demostrar, a través de la
prueba rotacional inducida farmacolo-
gicamente, que los animales con los que se
experimenta se encuentran verdade-
ramente lesionados, 2) observar los cam-
bios neuronales plasticos compensatorios,
en la via DA nigroestriatal contralateral al
lado lesionado y 3) utilizar al mismo animal
como sujeto enfermo (via DA lesionada) y
como sujeto control (via DA indemne)
siendo mas representativos los potenciales
efectos neuroprotectores de las nuevas
drogas.

De esta manera, utilizando este
modelo experimental, muchos inves-
tigadores se proponen los siguintes
objetivos: 1) caracterizar ciertos signos no
motores al inicio de la enfermedad, 2)
estudiar eventos celulares y moleculares
que gatillan la patologia, 3) evaluar nuevas
moléculas biolégicas con potenciales
acciones neuropotectoras.
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