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Resumer Lic. Celia Larramendy

EFECTOS Y ADAPTACION ES INDUCIDOS POR EL
TRATAMIENTO PROLONGADO CON AGONISTAS
DOPAMINERGICOS EN UN MODELO ANIMAL DE LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON

Levodopa y pramipexol son drogas de uso fretmuen el tratamiento de la enfermedad

de Parkinson. Levodopa es el farmaco masigteptira aliviar las deficiencias motoras

pero en la mayoria de los casos induce disquinesias (movimientos involuntarios
anormales). Pramipexol ha sido relacionado con efectos neuroprotectores y con una
menor induccion de disquinesias. Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que
progresa la enfermedad. Con el objetivo daliaar si estas diferencias se reflejan a
nivel de la expresion de genes, inyectamos ratas con 6-hidroxidopamina teiad s
caracterizamos un modelo de lesibn moderdelda via nigroestriatal. Luego de la
cirugia los animales fueron tratadosnclevodopa o pramipexol, en dosis que
produjeron un beneficio terapéutico simildeterminado como la disminucién de la
aguinesia, inducida por la lesion, de la pata delantera contralateral al hemisferio
lesionado. Un grupo control recibié vehiculdediante la tecnologia de microarreglos

de ADN analizamos 3 tandas independientes de animales a fin de comparar los cambios
en la expresion de genes inducidos por lagmientos de los grupos: normal/vehiculo,
lesionado/vehiculo, lesionado/levodopa, y lesionado/pramipexol. Encontramos que el
tratamiento crénico con levodopa y pramipexol indujo cambios en la expresion de
numerosos genes, demostrando que, ademas de las diferencias observadas en el perfil
farmacologico y en los efectos clinicos (taatdi-parkinsonianos como adversos), estas
drogas también inducen impantes diferencias a nivel de la expresion génica. La
exploracion de los genes expresados diferencialmente permitié elaborar nuevas

hipotesis, siendo éste el valor principal del analisis masivo de genes.

Palabras clavesEnfermedad de Parkinson, 6-hidroxidopamina, levodopa, pramipexol,
microarreglos de ADN, expresion génica.



Abstract— Lic. Celia Larramendy

EFFECTS AND ADAPTATIONS INDUCED BY LONG TERM
TREATMENT WITH DOPAMINE AGONISTS IN AN ANIMAL
MODEL OF PARKINSON'S DISEASE

Levodopa and pramipexole are frequently udaags in the treatment of Parkinson’s
disease. Levodopa is the most effective alteviate motor disability but induces
abnormal involuntary movements (dyskinesias). Pramipexole have been proposed to
have neuroprotective effects and less induction of dyskinesias. In order to evaluate
possible differences at the gene expussievel, rats were injected with 6-
hydroxydopamine in the striatum and a partial nigrostriatal lesion model was
characterized. After surgery, animals weéreated with levodopa or pramipexole at
doses that produced similar therapeutic benefit, evaluated by the reversal of akinesia,
induced by the lesion, of the forepaw contralateral to the lesioned hemisphere. A control
group received vehicle alone. We analyzed 3 independent groups of normal and
lesioned rats by DNA microarray technologyarder to compare the genetic profile of

the groups: normal/vehicle, lesioned/vehicle, lesioned/levodopa, and
lesioned/pramipexole. We have found that cronic treatment with levodopa and
pramipexole induced changes in gene expression. We have demostrated that besides the
differences seen in the pharmacological iEadnd the clinic effects (antiparkinsonian

and colateral effects) of levodopa and piewole, these drugs also have important
differences at the gene expression levek @halysis of differentially expressed genes
induced by these drugs allowed us to elalmnew hypothesis, being the most valuable

result of massive gene analysis.

Key words: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, levodopa, pramipexole, DNA
microarrays, gene expression.
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INTRODUCCION

Fisiologia de los ganglios de la base

Los ganglios de la base (GB) son un conjunto de nucleos grises ubicados en la
base del encéfalo. Estos son el estriadglado pélido interno (Gpi), el globo pélido
externo (Gpe), lssubstantia nigrapars compacta(SNpc), lasubstantia nigra pars
reticulata (SNpr) y el nucleo subtaldmico (NSBn primates, el estriado esta formado
por el nacleo caudado y el putamen, congtitdo el neoestriado, y por el estriado

ventral, también conocido como estriado limbico.

Actualmente los GB estan funcionalmente subdivididos en motor, oculomotor,
asociativo, limbico y orbitofrontal, de acdera las principales areas de proyeccion
cortical. Esta organizaciéon anatdmica es la base de funciones como la atencion, el
aprendizaje explicito e implicito, el cportamiento asociado a la recompensa, la
formacion de habitos y la estimacion del tiempo, las cuales dependen de Ed@ctiea
los circuitos corticales a través del nacleo caudado y el putamen (anterior y ventral).
Esta compleja organizacion anatomo-fameil ha cambiado la vision tradicional que
postulaba a los GB como centros fundamentalmente motores. Sin embargo, el rol de los
GB en el control motor es el mejor conocido y la principal manifestacion clinica de su
disfuncion son los trastornos del movimiento, entre ellos la Enfermedad de Parkinson
(EP) (revisado por Obeso y col., 2008b). Debido a su participacion en la regulacién del
movimiento y en los cambios fisiopatolégicos que subyacen a la EP, revisaremos los

detalles de la compleja organizacion anatémica y funcional de los mismos.

En base a estudios neuroanatdomicos y neuroquimicos se delimeddelo
original o clasico de los circuitos de interconexiéon de los GB, el cual se basa en 3

descubrimientos principales:
a) Organizacion somatotopica

Las &reas motoras corticales (area 4, area 6 y area motora suplementaria) y la

corteza somatosensorial primaria proyectan de manera organizada somatotopicamente al
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estriado. La zona motora involucra la region dorsolateral de los nucleos de los GB
(Figura 1).

Figura 1. Organizacion somatotépica de los GB.Los GB estan organizados
somatotdpicamente en un modo que imita la representacion cortical del cuerpo. Put: putamen,
Th: tdlamo, Gpi: globo palido interno, Gpe: globo pdlido extehmagen del laboratorio de
Parkinsonismo Experimental, tomada y adaptada de Obeso y col., 2008b.

b) Vias estriato-palidales

El estriado es el nacleo donde converge la informacién proveniente de
diferentes areas corticales, del hipocampo y de la amigdala (McGeorge y Faull, 1989;
Groenewegen y col., 1990), por lo cual ha sido denominado “ndcleo de &wnkealda
informacién. Estas proyecciones aferenteonservan una estricta organizacion
topogréfica, por lo cual el estriado puede ser dividido funcionalmente en dos
compartimentos denominados caudado y putamen. El caudado recibe la informacion de
las éareas limbicas, emotivas y cognitivas, mientras que el putamen procesa la
informacion motora (Alexander y col., 1990). Por otro lado, las neuronas del estriado
proyectan sus axones hacia el Gpi y la SNpr, denominados “nucleos de salida” de la
informacion, y éstos a su vez ejercen un control sobre el talamo y algunas estructuras
del tronco encefélico, a través de la liberacién del neurotransmisor ‘&eithno-
butirico (GABA). Como consecuencia de la accion de estos circdgosontrol,
resultan activados circuitos tdlamocorticales que ponen en marcha la actividad motora

normal. Paralelamente, el estriado recibe otra aferencia de gran importancia funciona
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constituida por los axones de las neuronas &Njac, las que, a través de la liberaciéon
de dopamina (DA), modulan la actividad neuronal del estriado.

Dentro del estriado mas del 90% dgs neuronas tiene la caracteristica
morfolégica de presentar espinas sobre sus dendritas, por lo que se las conoce como
neuronas espinosas estriofugales (WilgdBroves, 1980; Gerfen y Young, 1988). El
resto de la poblacion celular del estriadm snterneuronas que han sido clasificadas
segun la expresion de diferentes marcadores neuroquimicos (revisado por Kawaguchi y
col., 1995; Mura y col., 2000; Taravini y col., 2005). Sobre las espinas dendriticas de las
neuronas estriofugales se forman las sisapsn las aferencias provenientes de la
corteza, de la SNpc y de los axones colaterales de las internelfanas @). Las
neuronas estriofugales son GABAérgicas ynasu nombre lo indica, proyectan sus
axones fuera del estriado. Las fibras cérticoestriatales, a través de la liberacion de
glutamato, ejercen un potente efecto exaitatsobre las neuronas del estriado; esta
accion es mediada por receptores para glutamato del tipo AMPA/kainato y NMDA
(revisado por Calabresi y col., 1996). Por otro lado, la DA liberada por las terminales
axonales de las neuronas de la SNpc naoflutrtemente la accion de las aferencias

corticales sobre las neuronas estriofugales (Freund y col., 1984; Smith y Bolam, 1990).

Aferengi
Glutamatgrgi
Cortic

DA Terminales
Dopaminérgi
Nigroestriadis

rona Espinosa
Estriofugal

Estriado

Figura 2: Representacion esquematica de $ocontactos sinapticos sobre las neuronas
espinosas estriofugalesLas fibras glutamatérgicas corticales descendentes (naranjas) hacen
sinapsis en las cabezas de las espinas itieadr Las aferencias dopaminérgicas nigricas
(verdes) terminan en el cuello de las espinas dendriticas. Las interneuronas colinérgicas
(violeta) hacen contactos en las espinas diécas y en las terminales glutamatérgicas. La
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accion conjunta de estas conexiones determinattlsidad de las neuras estriofugales, la

gue es modulada fundamentalmente por la DA. DA: dopamina, Glu: acido glutamico, ACh:
acetilcolina.Imagen del laboratorio de Parkinsonismo Experimental, tomada y adaptada de
Surmeier y col., 2007.

El estriado proyecta hacia el GPi a través de dos vias que surgen a partir de dos
poblaciones diferentes de neuronas ieftgales y que constituyen circuitos

funcionalmente antagodnicoBigura 3).

Coliculo
Superior

Figura 3: Esquema de las viadirecta e indirecta de los GBEstas vias proyectan desde las
neuronas estriofugales del estriadbre los “ndcleos de salida”. Las aferencias excitatorias en

el estriado provienen de la corteza cerebral (flechas naranjas) y hacen sinapsis con las neuronas
de la via directa (puntos azules) y de la indadpuntos rojos). Las neuronas de la via directa
proyectan sus axones hacia la SNpr y el Gpclifis azules). Las neuronas de la via indirecta
proyectan sus axones hacia el GPe y las neuronas de este nlcleo proyectan hacia el GPi y la
SNpr (flechas rojas)imagen del Laboratorio de Parkinsonismo Experimental, tomada y
adaptada de Surmeier y col., 2007.

La “via directa” es monosinaptica, las neuronas estriofugales proyectan
directamente sobre el GPi o la SNpr. Las aras de esta via constituyen alrededor del
50% de la poblacién de neuronas estriofugales, expresan en su membrana receptores
para DA de la familia D1 (RD1) y utilizan como co-transmisor del GABA los péptidos
sustancia P y dinorfina. Por otro lado, la “via indirecta” es polisinaptica, constituida por
el resto de las neuronas GABAérgicas estriofugales que proyectan hacia el GPe
inhibiéndolo, expresan receptores para DA de la familia D2 (RD2) y utilizan como co-
transmisor encefalina (Gerfen y col., 1990). Asimismo, las neuronas del GPe envian sus
proyecciones GABAérgicas al NST, el que a su vez proyecta inervacion estimulatoria, a
través de la liberacién de glutamato, sobre el Gpi y la SNpr. Las proyecciones del Gpi y

la SNpr son GABAérgicas e inervan los nasleventral anterior y ventral lateral del
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talamo, entre otros. Las eferencias talamocorticales son glutamatérgicas y proyectan

sobre las areas sensitivo-motoras caltis (Alexander y Crutcher, 1990).

Los estudios morfologicos de la pabion celular del édado no permiten
establecer limites regionales dentro elgta estructura dado que las neuronas se
distribuyen homogéneamente. Sin embargo, la organizacién anatomica del estriado es
heterogénea. El mismo esta formado por regiones llamadas “parches o estriosomas” los
cuales se distribuyen a través de la “matriz estriada”. Estos compartimentos también se
diferencian por sus caracteristicas funcionales y bioquimicas. Mientras las neuronas de
los estriosomas procesan fundamentalmentormacion limbica, las neuronas de la
matriz procesan la informacion sensoriatora (Graybiel, 1990; revisado por Gerfen,
1992). Esta organizacion topogréfica heterogéuermitiria la compleja integracion de
sefiales motivacionales, senat@s y motoras provenientes de aferencias corticales y

limbicas (Graybiel y col., 1994).

Dentro del circuito de los GB, la estimulacion dopaminérgica tiene un papel
fundamental en la regulacion de la funcion de todo el sistema. La DA liberada por las
terminales provenientes de la SNpmodula la actividad de las sinapsis
corticoestriatales, potenciando o reduciendo la accion del glutamato sobre las neuronas
estriofugales. Cuando la DA estimula los Ri#llas neuronas de la via directa, facilita
la accién del glutamato, mientras que cuando actia sobre los RD2 de las neuronas
estriopalidales ejerce un efecto inhibitorio de la neurotransmision glutamatérgica

(Gerfen y col., 1990), resultando en un neto efecto facilitador del movimiento.

c) Eferencias de los GB

Diferentes estudios apoyan el conceptajde la disminucion de la actividad de
salida de los GB facilita el movimiento mientras que un aumento de la actividad de los
mismos lleva a una disminucién del movimiento (revisado por Obeso y col., 2868b).
piensa que el balance dinAmico de lanesiiacion dopaminérgica sobre las vias directa
e indirecta de los GB, vias que funcionan de manera opuesta pero complementaria,

regula el movimiento (revisado por DeLong y Wichmann, 2007).

La descripcion previa sobre los diferemtcircuitos por los que transita y se

procesa la informacion en los GB es una forma simplificada de caracterizar dicho
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sistema, dado que existen evidencias anatémicas y funcionales que demuestran la
complejidad de las interconexiones entre los diferentes nucleos deststea. Si bien

se acepta que la informacién procesada en las regiones estriatales motora, cognitiva y
limbica, permanece segregada a través de todo el circuito, existe un cierto grado de
convergencia e interaccion entre dicha infacitn que ingresa al estriado (revisado por
Bertran-Gonzalez y col., 2010). Existen evidascde que cierto nUmero de células
estriatales co-expresan ambos tipos de receptores para DA (Aizman y col. 2000; Hasbi y
col., 2009); y por otro lado, las neuronas de la via indirecta tienen también proyecciones
“directas” hacia los ndcleos de salida. De igual manera, las neuronas de la via directa
tienen proyecciones hacia el GPe (revisado por Smith y col., 1998a; 1998b). Asimismo,
se ha postulado que existen proyecciones corticales directas sobre el NST sin pasar por
el estriado; si bien estas son cuantitativamente importantes, su significacion funcional es
poco conocida (revisado por Nambu, 2004). Por ultimo, existirian proyecciones
dopaminérgicas desde dabstantia nigraSN) hacia el GPe, el GPiy el NST, mientras

que el estriado a su vez modificaria la excitabilidad de la SNpc mediante proyecciones

estriatonigricas (revisado por Nambu y col., 2002 y por Obeso y col., 2008a, 2008b).

Neurotransmisién dopaminérgica

Las neuronas cuyos somas se encuentran en la SNpc y proyectan sus axones
hacia el estriado dan origen a la via dopaminérgica nigroestriatal. EI area donde se
ubican estas células se denomina A9y, junto con las areas A8, A10 y A12, forman parte
del conjunto de vias dopaminérgicas centrales. Como se describidé previamente, la via
nigroestriatal regula la funcién motora nties que las vias mesocortical, mesolimbica
y tuberoinfundibular modulan funcionesgeitivas, emocionales y neuroenddcrinas,
respectivamente (revisado por Lindvall yoBand, 1983). El grupo de neuronas A9
presenta caracteristicas particulares que ipemrdiferenciarlas del resto de las neuronas
adyacentes (A8 y A10). Son células voluminosas, de aproximadamente 33 micrometros
(um) de diametro, con largas dendritas que se extienden por la SNpc y pdela pa

dorsal de la SNpr.

La biosintesis de DA (como asi también de adrenalina y de noradrenalina) se

realiza primero por la hidroxilacion deminoécido precursor L-tirosina a L-3,4-di-
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hidroxi-fenil-alanina (L-DOPA o levodopa) por@én de la enzima tirosina hidroxilasa
(TH). Luego la levodopa es descarboxilada por la enzima descarboxilasa de
aminodcidos aromaticofAADC, también llamada DOPA descarboxilasa o DDC). La
velocidad de la sintesis de DA es regulpda la enzima TH que presenta muy baja
actividad, convirtiendo a la reaccion englae participa el paso limitante del proceso

biosintético.

Una vez que la DA es sintetizada, es transportada dentro de las vesiculas pre-
sinapticas por medio del transportadosigelar de monoaminas 2 (VMAT2) para su
almacenamiento, proteccion y secrecion. Cuando un potencial de accion alcanza el
terminal nervioso se produce la fusion de las vesiculas pre-sinapticas con la membrana
plasmatica y la consecuente liberacion de DA hacia el espacio extracelular. La accion de
la DA que se encuentra en el espacio dindginaliza por varioprocesos que ocurren
en forma simultanea. La DA es recapturada por el transportador pre-sinaptico de DA
(DAT) y también metabolizada por las enzimas monoamino oxidasa (MAO) y/o
catecol-O-metil-transferasa (COMT). Por un lado, la DA recapturada puede volver a
almacenarse en las vesiculas y reutilizarse o puede ser degradada por la MAO, que se
encuentra en la membrana externa mitocondrial. La COMT se encuentra en la
membrana plasmatica de préacticamente todas las células y actia sobre la DA

extracelular [Figura 4).

TERMINAL
PRESINAPTICO

TERMINAL
POSTSINAPTICO

Figura 4: Esquema de la sinapsis dopaminérgicdA: dopamina; TH: tirosina hidroxilasa;
DDC: DOPA descarboxilasa; DAT: trasportadier dopamina; VMAT2: transportador vesicular
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de dopamina; G: proteina G; AC: adenilato ciclasa; RD1: receptor de dopamina de la familia
D1; RD2: receptor de dopamina de la fi@nD2; DOPAC, 3MT y HVA: metabolitos de la
dopamina; MAO y COMT: enzimas metabolizadordssquema del Laboratorio de
Parkinsonismo Experimental.

La DA ejerce su funcion a través de la estimulacién de los receptores
dopaminérgicos B D,, Ds;, D4, Ds y sus variantes alélicas. Estos son receptores
metabotrépicos acoplados a proteinas G gisgaimente se habian clasificado en dos
subtipos, D1 y D2, en funcion de sus prdaides farmacoldgicas y sus efectos sobre la
enzima adenilato ciclasa (AC). Mientras que los RD1 la activan, incrementando los
niveles intracelulares de AMPc, los RD2 e@@r una influencia inhibitoria sobre esta
enzima o pueden no estar acoplados a ella. Los receptores del suptipddP
pertenecen a la familia D1 dado que presentan las propiedades funcionales vy
farmacolégicas mencionadas para los clasicos receptores D1. Por otro lado, los
receptores B D3 y D4 exhiben las propiedades funcitesmy farmacoldgicas descriptas
previamente para los clasicos receptorepb2lo que se los agrupa en la familia D2
(Bunzow y col., 1988; Monsma y col., 1990; Sokoloff y col., 1990; Sunahara y col.,
1991; Van Tol y col., 1991). Los RD2 también se localizan en la pre-sinapsis actuando
como autoreceptores y regulando la liberacién de DA desde la terminal (Goldstein y
col., 1990).

Enfermedad de Parkinson

La EP es una afeccion cosmopolita gfiecta al 1% de la poblacion mayor de
65 afos de edad. Los pacientes muestran aquinesia 0 hipoquinesia (ausencia o
reduccion, respectivamente, de la iniciacibn de acciones motoras voluntarias),
bradiquinesia (ejecuciéon lenta de movim@s), un caracteristico temblor de reposo,
rigidez (por aumento del tono de musculos flexores y extensores) y alteraciones de la
marcha y la postura (Murer y Gershanik, 2005). Ademas se presentan signos no motores
gue comprenden principalmente, disfunciébn autondémica, trastornos del suefio,
complicaciones neuropsiquiatricas, dolor, fatigpatia y dificultades motivacionales,

las que se agravan con el progreso de la enfermedad.

La EP es un trastorno neurodegenecataracterizado por la pérdida lenta y

progresiva de las neuronas dopaérgicas de la SNpc, lo que genera una gradual
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disminucion de los niveles de DA en el estriado (revisado por Hornykiewicz, 1966).
Esta alteracion de la transmision dopamirgx@n el estriado produce un desbalance en
el funcionamiento de los GB y tiene como resultado la aparicién de los signos clinicos

de la EP enumerados anteriormeriigra 5).

Alteracion del control motor

s s en la enfermedad de Parkinson
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; ST :

Gpuswbr '
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Figura 5: Esquema de los circuitos de los GB en condiciones normales y en el estado
patologico que subyace a la ER.a disminucion o ausencia del control dopaminérgico sobre
las neuronas estriofugales provoca un desbalenda neurotransmisién GABAérgica de las
vias directa e indirecta: la falta de estimudaca través de los RD1 produce una disminucion en
la sefial de la via directa, mientras que la falta de la inhibicién regulada por el RD2 provoca un
aumento de la sefial de la via indirecta. La falta de inhibicion “directa” y la estimulacién del
NST resultan en un aumento de la inhibictel talamo (TVL/VA: talamo ventral lateral y
ventral anterior) y la consecuente disution de la estimulacion corticaklechas rojas
neurotransmision glutamatérgic&echas azules neurotransmision GABAérgicaFlechas
verdes neurotransmision dopaminérgicamagen del laboratorio de Parkinsonismo
Experimental, tomada y adaptada de Albin y col., 1989.

Sin embargo, ademas de la disfa@mcinigroestriatal, se produce un proceso
neurodegenerativo con pérdida de células dopaminérgicas en otras areas encefalicas y
sistemas neuronales que involucran otros neurotransmisores, incluyendo la pérdida de

células colinérgicas, serotoninérgicas y adrenérgicas (Olanow y Tatton, 1999).
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El diagnostico de la EP puede ser aon&do post mortem. Las caracteristicas
patolégicas de la enfermedad son la pérdida de células dopaminérgicas en la SNpc vy la
presencia de cuerpos y neuritas de Lemypoblaciones neuronales vulnerables. Los
cuerpos de Lewy son inclusiones citoplasméaticas que ante la tinciébn con hematoxilina-
eosina presentan un centro eosindfilo denso y un halo circundante mas claro. El
componente principal de los cuerpos de Lewy-emucleina, una pequefia proteina de
140 aminoé&cidos que se expresa en condiciones normales predominantemente en el
neocortex, el hipocampo, la SN, el talamo y el cerebelo. Las neuritas de Lewy son
procesos de células nervissgue contienen agregados deinucleina y son mas
numerosas en la region CA2/3 del hipocampo y en la SN. Ambos elementos se
visualizan mediante inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo que recanoce

sinucleina (Bekris y col., 2010).

Como las neuronas dopaminérgicas sobrevivientes tienen una gran capacidad de
compensacion, los signos clinicos no se manifiestan hasta que el 50% de ellas degenero
y el contenido de DA estriatal disminuy6 un 80% (Fearnley y Lees, 1991, revisado por
Stoessl, 2011). Se estima que el proceso degenerativo comienza varios afios antes de
que se presenten las manifestaciones eénibiecho que deja poco margen para la

prevencion.

Se han propuesto etapas secuenciales de desarrollo topografico del proceso
neurodegenerativo en la EP qgexian paralelas al comienygal desarrollo gradual de
los signos clinicos (Braak y col., 2002).t&ss etapas incluyen inicialmente el bulbo
olfatorio (lo cual podria explicar elgio temprano de hiposmia) y el nicleo motor

dorsal del vago.
Etiologia

La causa de la degeneracion celuladaei®N no ha sido dilucidada aun pero
existen varias hipotesis al respecto. naporcion significativa de enfermos pareceria
no estar asociada a causas genéticascaa®w y estos enfermos son denominados
pacientes idiopaticos o esporadicos. Por otro lado, el 5-10% de los individuos son
clasificados como pacientes familiares ya que se sabe que llevan mutaciones
hereditarias, asociadas a la EP en una dergenes llamados genes PARK. La suma de
evidencias presentes hasta el momento permite enunciar que el origen de la EP seria la

combinacion de factores ambientales y genétiRespecto de las toxinas ambientales,

10
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se sabe que algunos pesticidas como el paraquat y la rotenona dafian las neuronas
dopaminérgicas. Entre las hipotesis que se pastulado, referidas a la causa de la
degeneracion dopaminérgica, la deficiencia de la actividad mitocondrial (Schapira y
col., 1989) y el estrés oxidativo (Jenner, 1991; revisado por Fahn y Cohen, 1992) han
centrado la mayor atenciébn en los ultimos afios. En la SN de los enfermos
parkinsonianos, la actividad del complejo | mitocondrial estd especificamente
disminuida en un 35%. Este defecto demplejo | mitocondrial no se observa en
ninguna otra parte del cerebro de estosguaies (revisado por Schapira, 1993). Ademas

de este defecto de la actividad de las mitocondrias en la EP, hay evidencias sustanciales
del dafio de proteinas y lipidos mediado pdicades libres en la SN, de la disfuncién

del sistema proteosoma y de alteraciones inflamatorias. Estos factores son
interdependientes y también estan reflejados en la naturaleza de las causas genéticas de

la EP identificadas hasta la fecha.

En la clinica de la EP, el 5-10% de k#sos son de inequivoco origen genético
(Nussbaum y Polymeropoulos, 1997). Se han detectado numerosas mutaciones capaces
de producir degeneracion de las neuronatad8N. Actualmente se conoce casi una
docena ddoci ligados a la EP, de los cuales ya se han determinado la mayoria de los
genes afectadog@bla 1) (revisado por Hardy, 2010), mutaciones de algunos de los

cuales también se encontraron en casos esporadicos de la EP.

Mutacion | Herencia | Locus | Edad de inicio| Cuerpos de Lewy Gen
Parkl AD 4921 40s Si a-sinucleina
Park2 AR 6925 20s No Parkina
Park3 AD 2p13 60s Si ?
Park4 AD 4921 30s Si a-sinucleing
Park5 AD 4p15 50s Si UCH-L1
Park6 AR 1p35 30s ? PINK1
Park7 AR 1p36 30s ? DJ1
Park8 AD 12p - Si/no LRRK2
Park9 AR - - ? ATP13A2
Park10 AR 1p32 - ? ?
Parkl1l 2q36-37 ? ?

Tabla 1: Mutaciones asociadas a la EP de origen genétidD: autosémica dominante, AR:
autosOmica recesiva (revisado por Schapira, 2009).

Si bien la funcién de-sinucleina en el cerebro es poco conocida, se sabe que las
mutaciones o las multiplicaciones del gen qodifica para esta proteina pueden causar

una forma genética de la EP. La relacion esmtsenucleina y las formas esporadicas de

11
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la EP esta dada por el hecho de que los cuerpos de Lewy estan formados por agregados
de a-sinucleina fosforilada. En el caso Barkina, DJ1 y PINK1 (del inglé®TEN-
induced kinase )1 éstas se localizan parcialmente en la mitocondria. Parkina, es una
ligasa E3 y participa en la via proteosoma-ubiquitina por medio de la-siraicleina

es parcialmente metabolizada. Estudrexientes demostraron que parkina tiene
influencia sobre la funcién mitocondridDJ1 es un homodimero que pertenece a la
familia de proteinas peptidasas C56. Si bien es una proteina citoplasmética, la misma
puede traslocarse a la mitocondria, donde actuaria como antioxidante. Ademas, podria
actuar como una proteina sensor redoxmadal, podria prevenir la agregaciénade
sinucleina (Bekris y col., 2010). PINK1 y LRRK2 (del inglésicine-rich repeat kinase

2) son quinasas. El gen de PINK1 se transcribe de forma ubicua y codifica para una
quinasa mitocondrial. Eadiertas circunstancias;sinucleina estaria internalizada en la
matriz y LRRK2 estaria asociada con la membrana externa mitocondrial. Parkina se
encuentra localizada corriente abajo RPIZNK1. Asimismo, HtrA2 (del inglésHtrA

serine peptidase)2s una serin-proteasa, también mustde PINK1, que se localiza en

la mitocondria y que es liberada al citokego de un estimulo apoptético. Se piensa
gue HtrA2 induce apoptosis uniéndose a la pnat@ihibidora de la apoptosis Xiap (del
inglés, baculoviral 1AP repeat-containing)4(Shapira, 2006; revisado por Schapira,
2008). Por otro lado, UCH-L1 (del inglésbiquitin carboxyl-terminal hydrolase )1
degrada las cadenas de poli-ubiquitina y provee de mono-ubiquitina a la célula. La
disfuncion de esta proteina se traduceuea disfuncién del sistema proteosoma-
ubiquitina y, por lo tanto, en una acumulacion de agregadesihecleina en el citosol

de las células dopaminérgicas (Schulz, 2008)proteina de la membrana lisosomal
ATP13A2 es un miembro de la subfamilia de ATPasas P5, la que participa en el
transporte de cationes inorganicos y otrosrates. Sin embargo, la funcion exacta de
esta proteina es aun desconocida, asi como los genes, y las funciones de los mismos, de
las mutaciones PARK3, PARK10 y PARK11 (Schulz, 2008; Bekris y col., 2010).

La relacion de las funciones celulares dasgroteinas, y por lo tanto, de estos
genes, con el sistema de detoxificacitlulee ha permitido aproximarse al mecanismo
gue conduce a la puesta en marcha del proceso neurodegenerativo (Lansbury y Brice,
2002). Estos avances llevaron a los primeros ensayos de inhibicion farmacoldgica del
sistema proteosoma. La inhibicién de esstesna induce en roedores la degeneracion

progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la formaciéon de cuerpos de
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Lewy (McNaught y col., 2002). Mas aun, daministracion sistémica en roedores de
inhibidores de la funcién proteosomal, tangintéticos como naturales, induce la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicda 8&lpc y, paralelamente, la de otros
grupos neuronales que se encuentran también afectados en los pacientes parkinsonianos
(McNaught y col., 2004). Este modelo resultd ser poco reproducible (Kordower y col.,
2006) y ampliamente debatido. Sin embargo, recientemente, un grupo logré reproducir
los resultados del trabajo de McNaught (2004) al administrar el inhibidor proteosomal

en el liquido cefalorraquideo del pez medaka (Matsui y col., 2010). Los inhibidores
naturales del proteosoma son producidosngpicroorganismos y podrian encontrarse en
algunos alimentos. Este recienaporte refuerza la gtesis propuesta sobre la
participacion de agentes toxicos ambientales en la patogénesis de la EP. Como los
cuerpos de Lewy también se observan en los casos esporadicos de la enfermedad, se ha
sugerido que la misma podria ser causada por una falla adquirida en la funcion del

proteosoma, en personas con alguna predisposicion de tipo genético.

Terapéuticas de la enfermedad de Parkinson
Tratamientos actuales

Dado que no existen tratamientos ¢was para la EP, actualmente el
tratamiento farmacologico estd dirigido al mejoramiento de la sintomatolagia, s
influenciar directamente el proceso pfmtddgico subyacente (revisado por Murer y
col., 1999b). No obstante, la diversidad de farmacos disponibles brinda un significativo
alivio sintomatico acompafado por una mejoria en la calidad de vida y emtaute |a

expectativa de vida de los pacientes aproximandose a la media poblacional.

La terapia sintomatica de uso frecuente estd dirigida, principalmente, a
compensar el déficit dopaminérgico administrando precursores de DA (levodopa),
derivados sintéticos o semisintéticos que mimetizan las acciones de la DA a nivel
receptorial (agonistas dopaminérgicos) y drogas que potencian, directa o
indirectamente, la neurotransmision dopaminérgica (agentes liberadores de DA,
inhibidores de la recaptacion neuronal, inhibidores de la degradacion enzimatica de

levodopa o DA) (revisado por Goetz y col., 2005).
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Las dificultades emergentes del tratamiento actual (las que se discuten en las
secciones correspondientes) llevaron a la bédg de nuevas terapias. Ademas de las
netamente farmacoldgicas sobre los rem@st dopaminérgicos, se han desarrollado
drogas para manipular otrasstemas de neurotransmisores que participan en el
funcionamiento de los GB (por ejemplo, anticolinérgicos y antiglutamatérgicos)
(Katzenschlager y col., 2003; Thomas y col., 2004). Asimismo, existe una serie de
terapias, en fase experimental, con ejetivo de reparar o revertir la patologia
subyacente a la EP, como las intervenciones quirargicas (revisado por Goetz y col.,
2005), la administracion de factores troficos (Rangasamy y col., 2010) y los implantes
cerebrales de células embrionarias o céluladificadas genéticamente (Olanow y col.,
2003).

La forma mas difundida de neurocirugia funcional consiste en implantar
electrodos para estimular de manera croeicBIST y producir asi una “inactivacion
funcional” del mismo, que restauraria el balance entre las acciones de lasediasedi
indirecta. Las lesiones o la inactivaciéléctrica del NST o del globo péalido mostraron
revertir muchas de las caracteristicas détipaonismo; sin embargo, los pacientes que
responden exitosamente (80%) tienen que continuar bajo tratamiento farmacologico,
aungue a dosis menores. A las desventajas descriptas puede sumarse el riesgo que
implica una operacién de ese tipo y los costos de la misma (revisado por Betchen y
Kaplitt, 2003).

Los factores neurotroficos que regulan la supervivencia y el crecimiento
neuronal surgen como los candidatos nataral&a neuroproteccion. Una gran variedad
de ellos, hallados en diversos sistenfasyon buscados e identificados en modelos
animales de la EP (BDNF, GDNF, NT-3, bFGF y TGF-b) y su accién sobre las
neuronas dopaminérgicas fue probada envosltde neuronas mesencefalicas (Alexi y
Hefti, 1993; Beck y col., 1993; Lin y col., 1993; Nikkah y col., 199; Poulsen y col.,
1994; Kriegltein y col., 1995; Studer y col., 1995; Murer y col., 1999a) y en modelos
animales de la EP (Hadjiconstatinou y col., 1991; Hagg y Varon, 1993; Altar y col.,
1994; Kirik y col., 2000). Recientemente, se han realizado los primeros ensayos clinicos
que involucran la administracion intracerebroventricular de GDNF (Nutt y col., 2003;
Lang y col., 2006) y la administracion de neurturina mediante el uso de virus adeno-
asociados (Marks y col., 2010). Si bien ambos ensayos demostraron la actividad

bioldgica del factor tréfico administrado, ado se ha podido establecer la eficacia anti-
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parkinsoniana de este tipo de terapia. @issifuturos involucrarian un seguimiento mas
prolongado de los pacientes, la administracdilel adeno-asociado directamente en la
SN, conjuntamente con dosis mayores etnputamen para obtener un beneficio

terapéutico significativo (Marks y col., 2010).

Respecto a las terapias de reemplazo celular, se han realizado una amplia
variedad de ensayos tanto en modelos animales como en pacientes (Dunnett y col.,
2001; Bjorklund y col., 2003; Mochizuki y Mizuno, 2003), en los cuales si bien se
observé sobrevida del implian celular, arborizacién neuronal, expresion de TH y
sintesis de DA por parte de las células implantadas (Lindvall y col., 1990; Kordower y
col., 1995, 1998; Piccini y col., 1999; Olanow y col., 2001), algunos ensayos clinicos
debieron suspenderse abruptamente debidesdrrollo de severafectos adversos en
algunos de los pacientes transplantadose(Fyecol., 2001; Hagell y col., 2002; Olanow
y col., 2003).

A pesar de los importantes avances, ninguna de ellas logré imponerse como
terapia de eleccion, requiriendo todavia substancial investigacion y un esfuerzo
mayusculo en el estudio sobre los beneficproporcionados por todas ellas. De la

experiencia recolectada hasta el momento se desprende que:

1) Mientras no se demuestre fehateemente la eficacia de una terapia
alternativa al uso de levodopa o agonistas dopaminérgicos, éstas contindan siendo las
drogas de eleccion en la terapéutica anti-parkinsoniana, y por lo tanto, el estudio de los
mecanismos adaptativos como respuestaa terapia cronica con dichos farmacos

continlia siendo un tema de relevante interés cientifico.

2) La postura actual respecto a la queda de terapias alternativas a la
farmacologia clasica es la combinacion dasgbotenciando las ventajas de cada una, es
decir que las investigaciones se centrarotoam al mejoramiento de los enfoques ya
conocidos. Para ello resulta trascendemeonocimiento profundo de los mecanismos
biol6gicos que regulan la sobrevida, ébrte de las neuronas dopaminérgicas y el

medio ambiente celular que favorece cada fenémeno.

A pesar del importante avance logrado en la terapéutica anti-parkinsoniana, aun
subsisten varios problemas a resolveradgieinados principalmente con los cambios

progresivos y desconocidos del sistema dopérgico dafiado, la progresion de la
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enfermedad y la administracion de farmacos poco selectivos que provocarian cambios
en el estado de equilibrio (interacciones) @tas distintos receptores de DA y fallas en

el control motor (efectos colaterales indeseables tales como los movimientos
involuntarios anormales). Estos cambios constituyen las adaptaciones del sistema
nigroestriatal ante la desnervacion pregra como asi también ante la exposicion
crénica a farmacos. Este es un punto central en las investigaciones actuales relacionadas

con la terapéutica de la EP.
La terapia con levodopa

El descubrimiento de Carlsson y dwd@adores (1957) demostrando que la
levodopa puede revertir la aquinesia indugida la deplecion de catecolaminas en el
raton y la demostracion de Ehringer y Hddewicz (1960) de una deficiencia de DA
estriatal en esta enfermedad, sentaron las bases para los primeros ensayos terapéuticos
con 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (Birkmayer y Hornykiewicz, 1962).
Posteriormente Cotzias y colaboradores (1967) mostraron que el tratamiento crénico
oral con D, L-DOPA presentaba efectos guaikinsonianos, estableciendo las bases de
la farmacoterapia moderna de la EP. &imbargo, poco tiempo después Cotzias (1969)

y otros describieron los principales efeceadversos del tratamiento, que incluyen
movimientos involuntarios y fluctuaciones en la respuesta motora y que contindan
siendo una complicacion mayuscula en la terapia anti-parkinsoniana, limitando de

manera significativa su efectividad.

La levodopa es descarboxilada a DA en el sistema nervioso central por las
neuronas remanentes y probablemente @moos mecanismos. Como la levodopa
también puede ser descarboxilada y transformada en noradrenalina y adrenalina en el
sistema nervioso periférico, se la co-adntiaison un inhibidor de la descarboxilasa de
amino&cidos aromaticos que no puede atravdadaarrera hematoencefalica (carbidopa

o bencerazida), y, por lo tanto, no afecta a la descarboxilacion central de la levodopa.

El efecto terapéutico de la levodopa parece ser el resultado de dos acciones
diferentes. Primero, la levodopa produce tggpuesta de corta duracion (RCD), que se
prolonga de 2 a 3 horas y que decae conjuntamente con la concentracion de levodopa en
plasma. La misma seria producida por la ocupacion de receptores centrales
(principalmente estriatales) para DA. Eggundo lugar, produce una respuesta de larga

duracién (RLD), que sélo se aprecia plenameéetgpués de la administracion repetida y
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tiene una vida media de varios dias. Ya en sus primeras publicaciones, Cotzias y
colaboradores (1969) observaron la presencia @D, la cual se extiende de 4 a 11

dias. La RLD aumenta gradualmente durante el tratamiento crénico hasta llegar a una
meseta y declina lentamente cuando el mismo se interrumpe de forma abrupta; en este
caso los pacientes tardan varios dias en alcanzar su “linea de base”, en cuanto a los
signos clinicos se refiere (Nutt y col., 1997). La RLD contribuye sustancialmente al
efecto terapéutico de la levodopa en estatiogpranos de la enfermedad, y reduce las
fluctuaciones en la respuesta motora dependiente de los cambios rapidos en la
concentracién plasmatica que ocurren cada vez que la levodopa es administrada. Si bien
la magnitud de la RLD declina con la progresién de la enfermedad, contribuye a la
mejoria clinica aun en pacientes de larga evolucion y severamente afectados. Debido a
esto, se ha propuesto que maximizando la RLD mientras se reduce la RCD debiera
incrementarse el beneficio obtenido por atamiento (revisado por Nutt, 2000). Si bien

los mecanismos que producen la RLD no ka&o clarificados, durante afos se ha
propuesto que esta respuesta es sostenida por el almacenamiento de levodopa/DA en un
compartimiento  intracerebral, probablemente las terminales pre-sinapticas
dopaminérgicas. Sin embargo, trabajos posteriores sugieren que la RLD se origina a
partir de cambios farmacodinamicos post-sindpticos (Barbato y col., 1997; Nutt y
Carter, 2000). Como la magnitud de la RLD disminuye durante el curso de la
enfermedad, los pacientes fluctian entre estados de activigjaddstados aquinéticos

(off), que reflejan claramente la RCD (revisado por Obeso y col., 2000).

Aunque la levodopa es muy eficaz para revertir los signos clinicos de los
enfermos, después de algunos afios dantiahto mas del 50% de ellos desarrolla
complicaciones motoras (principalmente movimientos involuntarios anormales
llamados “disquinesias”), que en ocasiones resultan sumamente incapacitantes. Los
factores que aumentan la probabilidad de riesgo para el desarrollo de estas
complicaciones incluyen la temprana edad de aparicion de los signos clinicos, la
severidad de la enfermedad y altas dosis de levodopa (Linazasoro, 2005). Los cambios
moleculares y celulares involucrados en el desarrollo de los efectos colaterales de la
terapia anti-parkinsoniana no han sido clarificados aun. El desarrollo de las disquinesias
dependeria principalmente de dos factores! égimen de administracion pulsatil de
levodopa o agonistas dopaminérgicos, y iigeldo de desnervacion dopaminérgica,

que aparece como determinante del umbral en la aparicién de las mismas. Ademas, se
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observé gue los farmacos que estimulan dareente los RD2 son menos eficaces para
controlar los signos clinicos de la enfermedad, pero provocan menos disquinesias
(Parkinson Study Group: PSG, 2000; Holloway y col., 2004; PSG, 2009). En base a los
datos de la farmacologia clinica, se dedujo que los mecanismos que inducen las
complicaciones motoras son principalmeptst-sindpticos, involucran la estimulacion
RD1 y un estado "hiperglutamatérgico" y daworecidos por la falta de terminales
dopaminérgicas pre-sinapticas (revisado @ieso y col., 2000; por Rascol, 2000a,
2000b). Datos recientes, pre-clinicos y clisicprovenientes de prometedoras lineas de
investigacion enfocadas en estudiar la patofisiologia de las disquinesias inducidas por
levodopa hacen hincapié en el rol diferencial de los mecanismos pre-sinapticos versus
los post-sinapticos, en los subtipos de receptores para DA, en los receptores para
glutamato, ionotropicos y metabotropicosely los sistemas de neurotransmisores no

dopaminérgicos (revisado por Calabresi y col., 2010).

Las opciones farmacologicas para el manejo de las disquinesias inducidas por
levodopa severas involucran la administraaéntinua de apomorfina subcutanea, de
levodopa intraduodenal y la administracion oral de amantadina (antagonista
glutamatérgico no especifico). Otra terapia eficiente para tratar las disquinesias
inducidas por levodopa es el tratamiento quirtrgico del Gpi o del NST [(por ejemplo, la
palidotomia o la estimulacion cerebral profunda bilateral (DBS, del indgép, brain

stimulation)] (revisado por Voon y col., 2009).
Agonistas dopaminérgicos: la terapia con pramipexol

La otra linea de tratamiento de la EP corresponde a la de los agonistas
dopaminérgicos. Estos poseen algunas vensajae la administracion de levodopa: i)
estimulan directamente los receptores dopaminérgicos post-sinapticos, sin la necesidad
de modificacion metabdlica, liberacibn o almacenamiento por parte de las neuronas
remanentes de la SN; ii) no requieren conversion enzimatica a DA por enzimas como la
AADC cuya actividad disminuye con el avance de la enfermedad y con la edad; iii) no
compiten con los aminoacidos plasmaticos por la absorcién y transporte intestinal y
cerebral; iv) su metabolismoo genera radicales libres y v) tienen vidas medias

plasmaticas mas prolongadas (revisado por Radad y col., 2005).

Existen agonistas naturales, sintéticos y semisintéticos. Los mas importantes se

dividen en dos grupos: los derivados ergolinicos (por ejemplo, bromocriptina,
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pergolida, lisurida, cabergolina) y los derivados no-ergolinicos (por ejemplo, ropinirol,
rotigotina y pramipexol). Estos presentan algunas diferencias en cuanto a la capacidad
de activar a los distintos tipos de recepsode DA, como asi también en las vidas
medias plasmaticas. Todos ellos tienen la capacidad de estimular a los receptores de DA
produciendo un efecto anti-parkinsoniano y suplantando las acciones de la DA (Olanow
y col., 2000). Todos los agonistas dopaminérgicos desarrollados para uso en la EP
tienen actividad principalmente sobre RB2, sin embargo, ninguno de los agentes
disponibles es selectivo de un Unico subtipaeceptor de DA. Los agonistas presentan
ademas acciones variadas sobre otros receptores de DA como asi también sobre

receptores de serotonina y de noradrenalina.

La racionalidad para el uso de agaméstiopaminérgicos en monoterapia en
etapas tempranas de la enfermedad es retrasar el inicio del tratamiento con levodopa o
disminuir la exposicién total a levodopa, reduciendo las complicaciones motoras
asociadas a ella. Sin embargo, la monotarapn agonistas dopaminérgicos no parece
ser Gtil como tratamiento a largo plazo plaranayoria de los pacientes, ain a pesar de
producir pocas fluctuaciones motoras y/o disquinesias. Esto es debido a su menor
eficacia anti-parkinsoniana, hecho que se refleja en una menor capacidad para revertir
los signos clinicos en estadios avaltma de la enfermedad. Los agonistas
dopaminérgicos hoy en dia son usados coatartriento inicial de la EP, seguidos més
tarde por la adicion de levodopa o también, en combinacién temprana con la misma

(revisado por Ogawa, 1998 y por Schapira, 2007).

Es bien sabido que la estimulacién de los RD2 alivia la deficiencia motora y los
sintomas de la EP en pacientes y modelos animales, pero a la vez una buena respuesta
terapéutica parece requerir la estimulacéimultanea de ambos tipos de receptores,

RD1 y RD2. Sin embargo, existe gran controversia acerca del rol de los RD1 en el
tratamiento de la EP. La activacion de estos receptores también parece ser importante
en términos de la produccién y manipulacim las disquinesias (Berthet y Bezard,
20009).

Pramipexol es un agonista dopaminérgico sintético perteneciente al grupo de los
derivados no-ergolinicos-igura 6). Se introdujo en la clinica de la EP en 1997 y hoy

es uno de los agonistas de primera eleccion. Es un potente agonista de los RD2 (Mierau
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y Schingnitz, 1992; Mierau y col., 1995), con una mayor afinidad por los receptores D
(Gerlach y col., 2003).

N
)Y

NH2 S H‘\‘~NH_CH2‘CH2_CH3

Figura 6: Molécula de pramipexol.

Pramipexol presenta una vida megiasmatica mas prolongada que levodopa
(Hubble y Novak, 2001)Tabla 2). Este ha demostrado seicakz en mejorar la funcion
motora tanto en monoterapia (Guttman y col., 1997; Shannon y col., 1997) como en
combinacion con levodopa (Poewe y col., 2007; PSG, 2007). Como monoterapia
existen evidencias de que pramipexol tiene una eficacia comparable a la terapia con
levodopa en etapas tempranas de la EP, sin inducir disquinesias (Holloway y col.,
2004). En combinacién con levodopa, pramipexol redujo la duracion de los perfiodos
y mejord los periodosn, con menor induccién de disquinesias (Poewe y col., 2007;
PSG, 2009).

Agonista Vida media plasmatica (horas)| Afinidad por receptores de DA
Levodopa/carbidopa 41,5 Todos
. D3> D> Dy
Pramipexol @12 (especifico familia D2)

Tabla 2: Vida media plasmatica y afinidadreceptorial de levodopa y de pramipexol.

Estudios realizados tanto en modelos animales (Willner y col., 1994; Maj y col.,
1997) como en pacientes (Corrigan y col., 2000; Kano y col., 2008) demostraron que

pramipexol es especialmente efectivo en mejorar la depresion.

Existen evidencias preclinicas, en modétositro e in vivo, de que pramipexol
posee acciones neuroprotectoras sobse nlauronas dopaminérgicas (revisado por
Constantinescu, 2008 stas acciones se producirian por distintos mecanismos. Estos se
han relacionado con sus propiedades antioxidantes (Vincenzi y Hinds, 1998; Zou y col.,
1999; Ferger y col., 2000; Le y col.,, 2000) y con la inhibicibn de mecanismos
apoptéticos (Cassarino y col., 1998; Kitamura y col., 1998; Abramova y col., 2002). En
modelos animales de parkinsonismo, pramipexol ha sido asociado a una disminucion de

la pérdida neuronal dopaminérgica secundaria a téxicos (Hall y col., 1996; Iravani y
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col., 2006). Ademas, se ha demostrado ppaemipexol estimula la produccion de un
factor neurotréfico dopaminérgico en cultivos tisulares (Carvey y col.,, 2001) y que
produce un aumento de la expresiéon del gen y de los niveles de la proteina Nurrl (Pany
col., 2005). Sin embargo, la interpretacion de los datos pre-clinicos se vio obstaculizada
debido a las diferencias entre los distintos modelos y por lasdiones de cada uno

para remedar los signos de la EP. Por ultilmonayoria de los protocolos requiere el
tratamiento con altas concentraciones damgoexol previo a la administracion del
factor de neurodegeneracion. Segun estudios de neuroimagenes en humanos,
pramipexol redujo la velocidad de pérdida de marcadores de la funcion dopaminérgica
(PSG, 2002).

Farmacos dopaminérgicos e induasi de la expresion génica

La RLD del tratamiento con levodopa ydparicion de complicaciones motoras
como las disquinesias involucrarian, entre otros, cambios profundos en la expresion de
genes. Estudios realizados en modelos aleisnde la EP estdn comenzando a dilucidar
los mecanismos moleculares que conducen al desarrollo de cambios en el
comportamiento durante la administracion repetida de levodopa (revisado por Canales y
Graybiel, 2000b; Westin y col., 2001).

Existe un gran numero de estudios enndoe se han analizado los efectos de la
estimulacién dopaminérgica aguda y cronica sobre la regulacién génica en las neuronas
estriatales de ratas hemiparkinsonianas. Por ejemplo, la administraciéon aguda de
levodopa o de agonistas D1 induce ummregulatiort transitoria de varios genes
tempranos inmediatos (IEG, del inglésnmediate early gengsen el estriado
desnervado (Morelli y col., 1993). Por el contrario, la estimulacion crénica de los
receptores para DA (por la administracion repetida de levodopa o de psico-
estimulantes) dispara modificaciones ldega duracion de otros genes, conieosB
(Andersson y col., 1999), los neuropéptidosiasiles dinorfina y encefalina (Cenci y

col., 1998), asi como de varios genesaiel@ados con plasticidad y citoarquitectura

1 ., . . . . s . . s . .

El término up-regulation se refiere a un efecto regulatorio positivo sobre procesos fisioldgicos, a nivel
molecular, celular o sistémico. A nivel molecular, los sitios principales de regulacién incluyen los
receptores de membrana, los genes (regulaciéon de la expresion), los ARNm y las proteinas.
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(revisado por Nestler, 2001; Sgambato-Fauo®l., 2005). En las neuronas estriatales
de animales con lesiones devia nigroestriatal con 6-OHDAa administracion cronica

de levodopa estéd asociada a la sobre-expraiel ARNm de pre-prodinorfina y de la
descarboxilasa de glutamato (Cenci y col., 1998). Asimismo, en un trabajo previo de
nuestro grupo, demostramos que el tratatoigpor 6 meses con levodopa de ratas con
lesiones de la via nigroestriatal con 6-OHDA modificé la expresion de multiples genes
en el estriado lesionado. Entre ellos @reridentificados genes relacionados con
mecanismos neurotréficos y de plasticidadmo el factor neurotréfico pleiotrofina
(PTN), MBP (del inglésmyelin basic proteiny calmodulina (Ferrario y col., 2004).

Numerosos estudios han demostrado, en modelos animales de disquinesias,
alteraciones moleculares persistentes, notablemente relacionadas con la sefializacion
dopaminérgica y glutamatérgica, que ocurren en el estriado y que estan intimamente
involucradas tanto en la aparicion comol@&rseveridad de las disquinesias (revisado
por Chase, 2004; por Jenner, 2008). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se
enfocaron en el andlisis de la expresion de uno o dos genes en particular y no
permitieron tener una vision completa lds alteraciones bioquimicas y moleculares
que subyacen al fenémeno de cebamfe(ea ingléspriming) de levodopa y de las
disquinesias inducidas por la misma. Ratémente, se ha publicado una serie de
trabajos en modelos animales de disquinesias, en los cuales se utilizaron tecnologias de
analisis masivo de genes o proteinas con el fin de develar los mecanismos moleculares
gue subyacen al desarrollo de estos movimientos involuntarios anormales inducidos por
la administracion de levodopa u otros agonistas dopaminérgicos (Konradi y col., 2004;
Valastro y col., 2007).

En conjunto, los datos arriba presentaddgan que la estimulacion repetida de
receptores para DA puede inducir cambios sostenidos en el comportamiento y en la
expresion de genes, tanto en animales con lesiones nigroestriatales como en animales

normales.

Modelos animales de la EP y pebas de evaluacion conductual

2 s . . . . ) . . . .pe .2
El término cebamiento (en inglés, priming) se refiere al fenémeno que involucra la modificacidon de una
respuesta frente a un estimulo debido a la exposicion previa al mismo.
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Existen diferentes modelos animales d&Rique se utilizan habitualmente en
investigacion béasica (revisado por Beal, 2001; por Schober, 2004; por Dawson y col.,
2010). En nuestro laboratorio tradicionalmenggnos trabajado con un modelo de rata
con lesion unilateral de la via nigroestriatal, inducida por la administracion intracerebral
de 6-OHDA (Gershanik y col., 1983, Murer y col., 1998; Ferrario y col., 2003; Delfino
y col., 2004; Ferrario y col., 2004; Larramendy y col., 2008, Taravini y col., 2011). La
lesion unilateral involucra la administracion del neurotoxico en un solo hemisferio
cerebral. Este tipo de lesion es la mas utilizada ya que un animal con una lesion bilateral
tiene menos probabilidades de sobrevivir aitagia y, de lograrlo, necesita cuidados
especiales. Ademas, este tipo de lesiones permite comparar en el mismo animal efectos
fisiolégicos y comportamentales en el hemisferio ipsilateral en relacién al hemisferio
contralateral a la lesion (revisado por Sahimg y Huston, 1996a, 1996b). El sitio de
inyeccion de la 6-OHDA puede variar segun los propositos de la investigacion, siendo
la SN (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970), rafb (Gershanik y col., 1983) o el cuerpo
estriado (Berger y col., 1991) los sitios mas ampliamente utilizados. El estriado es un
nacleo grande y la administracion de 6104 permite obtener lesiones selectivas y
moderadas del sistema nigroedal, circunscriptas regionalmente (Przedborski y col.,
1995). La administracién de 6-OHDA en el estriado causa degeneracién retrograda de
las terminales dopaminérgicas y cambios en sitios distantes del area manipulada, como
es la SN (Berger y col., 1991; Ichitani y col., 1991; Sauer y Oertel, 1994). Este modelo
permite estudiar los cambios que suceden en el estriado lesionado (que puede incluir las
terminales axonicas dopaminérgicas remagntiependiendo de la severidad de la
lesiobn) como consecuencia de los tratamiefgoracologicos en estudio. El estriado ha
sido descripto como un nucleo donde tienenrdgadmenos plasticos en respuesta a la
desnervaciéon de las terminales dopaminérgicas de las neuronas de la SN (Anglade y
col., 1996; Ingham y col., 1998; Gerfen y col., 2002) y a la administracion de farmacos
(Ferrario y col., 2004; Belujon y col., 2010). Muchos de estos cambios estarian
involucrados en el desarrollo de los movimientos involuntarios anormales (revisado por
Picconi y col., 2005; por Cenci y Lundblad, 2006). Ademas, segun la dosis administrada
del neurotoxico, se pueden obtenesidaes moderadas o0 severas de la via
dopaminérgica nigroestriatal, que puede determinarse, por ejemplo, cuantificando el
porcentaje de células dopmérgicas remanentes en la SN mediante
inmunohistoquimica para TH. Asi, un porcentaje de células remanentes TH

inmunoreactivas (TH-ir) del 1-5% indica un dafmmpleto, total de la via, del 10-20%

23



Introduccién— Lic. Celia Larramendy

un dafio severo y mayor al 20% un dafio moderado (revisado por Schwarting y Huston,
1996a). Un dafio moderado implica que persigata proporcion de la poblacién de
células dopaminérgicas en la SN luego de la neurodegeneracién inducida por la
administracion de 6-OHDA, coomitantemente con la sup@rencia de sus terminales
axonicas en el cuerpo estriado. Ademas, una degeneracion moderada simula etapas
tempranas de la EP y esto se relaciona directamente con la eficacia terapéutica de
algunos farmacos anti-parkinsonianos. Por ejemplo, la eficacia anti-parkinsoniana del
tratamiento con agonistas dopaminérgicos, como es el caso de pramipexol, disminuye a
medida que progresa la enfermedad, es decir, a medida que la neurodegeneracion es

mayor (revisado por Schapira, 2007).

El dafio unilateral de la via nigroestriagal roedores causa deficiencias cronicas
en la funcion somatosensorial y en el ustadeata delantera contralateral (PDC). Tales
asimetrias sensorimotoras pueden ser facilmente cuantificadas utilizando pruebas
conductuales simples, confiables y nsbles. Existen numerosas pruebas
comportamentales para evaluar los efectos funcionales de la desnervacion
dopaminérgica, algunas involucran la admrmaistn de drogas, la manipulacién directa
del animal por parte del investigador, oelaaluacion de conductas espontaneas, entre
otras (revisado por Mokry, 1995; Olsson y.ctP95; Schallert y col., 2000; Whishaw y
col., 2008). Entre ellas destacaremoprizeba del cilindrdPC) (Schallert y col., 2000)
y la prueba de pasos de ajus(PPA) (Olsson y col., 1995), las cuales evaluan la
habilidad en el uso de la PDC. La primera evalla una conducta espontanea y la segunda
una conducta “forzada”, con intervenciomedita del investigador. Estas pruebas son

utilizadas de rutina en nuestro laboratorio (@ensideraciones preliminares, Capitulo

).

Breve introduccion al andlisis de la expresion masiva de genes

Desde el descubrimiento de los mecawisnde transcripcion y traduccion, el
analisis de la expresion de los genes, ya sea a nivel del ARNm o a nivel de proteinas, se
convirti6 en una metodologia de estudio wddizacién ineludible en todas las areas
biol6gicas. El estudio de la expresionggmes involucra una gran variedad de métodos,

entre ellos los microarreglos de ADN para el andlisis de expresion del ARNm. Esta
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técnica es una herramienta poderosa paraliastia actividad de una enorme cantidad
de genes simultdneamente, permitiendo obteaeclusiones sobre las funciones y la
importancia de genes especificos y viaeleculares, en distintas condiciones
fisiolégicas y celulares (revisado p®Walker y Hughes, 2008). No obstante, los
experimentos de microarreglos son en general complejos, generan una inmensa cantidad

de datos y requieren un planeamiento cuidadoso.

Un gran numero de estudios ha examinado la regulacién de genes en modelos
animales (Bassilana y col., 2005; Pattayirgol., 2008; Na y col., 2010; Zhou y col.,
2011) y en tejidopostmortende pacientes con EP (Grunblatt y col., 2004; Hauser y
col., 2005; Duke y col., 2006; Miller y col., 2006; Moran y col., 2006; Vogt y col.,
2006; Duke y col., 2007; Moran y Graeber, 2008; Simunovic y col., 2010) usando la
técnica de microarreglos y se han demostrado cambios en la expresion de numerosos
genes. Otra serie de trabajos ha analizado el efecto del tratamiento con levodopa sobre
la expresion de genes (Ferrario y col., 2004; Konradi y col., 2004, El Atifi-Borel y col.,
2009; Grunblatt y col., 2010) y sobre el proteo(conjunto de proteinas expresadas en
un momento dado bajo una determinada condicién) (Valastro y col., 2007; Scholz y
col., 2008) y su relacion con el desarrollo de disquinesias. Por otro lado, poco se sabe
sobre los efectos subcedvés que podria inducir el tratamiento prolongado con
pramipexol y, hasta la fecha, desconocemos la existencia de trabajos publicados sobre el

estudio de la expresion masivagines bajo efecto de pramipexol.

A pesar de la gran cantidad de datos que se obtienen de este tipo de
experimentos, el andlisis de los mismos representa un gran desafio necesario para
entender la complejidad del sistema biologico relacionado con los genes identificados.
Por lo tanto, mientras muchos estudios han identificado un namero sustancial de genes
con expresion diferencial rei@nados con un proceso celular, el poder comprender la
relevancia de estos cambios sobre un pomdeslogico especifico es aun una tarea
limitada. Por ello, el esfuerzo constante de la comunidad cientifica y el trabajo en
conjunto con expertos en el tema son absolutamente necesarios. Asi podremos obtener
la mayor cantidad de informacion biolégica a partir de un nimero tan importante de
datos valiosos, producto de un Unico experimento. En este trabajo utilizamos el recurso
bioinformatico DAVID para el andlisis de tmogia de genes y la visualizacién de las

vias KEGG enriquecidas (v@onsideraciones preliminares, Capitulo)lll

25



Introduccién— Lic. Celia Larramendy

El uso de farmacos en la terapéuticaldeEP es la modalidad de tratamiento
predominante y de largo plazo. Se sabe que los mismos, administrados durante
periodos prolongados, son capaces de modificar la expresion de genes. En vista de las
diferencias farmacolégicas y de las diferencias clinicas, tanto en su efecto anti-
parkinsoniano como en los efectos adversos o colaterales, entre levodopa y los
agonistas dopaminérgicos D2, como pramipexol, resulta relevante analizar la
influencia de estos farmacos sobre la exigresle genes. El identificar qué genes ven
modificada su expresion frente al tratamiento con levodopa y con pramipexol, ademas
de aportar al conocimiento general, ayudadaomprender los factores que subyacen
a las diferencias antes mencionadas. La herramienta que elegimos para llevar a cabo
este objetivo es la de los microarreglos de ADN. A pesar del espectacular avance que
promete el estudio masivo de genes, éstgltaesolo el punto dpartida para el estudio
de hipdtesis funcionales. El estudio masivo de genes no es la demostracion de una
hipotesis, pero en cambio es el disparadermultiples hipétesis experimentales. Esta
suerte de fotografia permitira “ver” los elementos conocidos que se esperarian
encontrar, pero también elementos novedosos e inesperados. Tal vez sea éste el aporte

mas importante del estudio masivo de la expresién génica.
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HIPOTESIS

Ante la falta de conocimiento resped®los cambios moleculares que subyacen
al uso prolongado de los farmacos antkpeonianos, nos propusimos estudiar los
efectos y adaptaciones a nivel génico inducidos por levodopa y pramipexol sobre el
estriado desnervado en un modelo animal de laLE¥odopa y pramipexol son dos
farmacos anti-parkinsonianos de amplio uso en la clinica de la enfermedad, cuyos

efectos famacologicos, funcionales y moleculares presentan diferencias y similitudes.

Levodopa y pramipexol son farmacos que ejercen su accion farmacolédgica por
mecanismos diferentes. Levodopa es el precursor en la via de sintesis de DA y como tal
estimula todos los subtipos de receptopasa DA. En cambio, pramipexol es un
agonista de los RD2 y como tal estimula anicamente los receptores para dopamina D
D3y D4, con especial preferencia por logs Bin embargo, a pesar de estas diferencias,
ambos farmacos son capaces de controlar los signos motores de la EP con una eficacia
similar en etapas tempranas de la misma. La eficacia anti-parkinsoniana de pramipexol

disminuye a medida que progresa la neurodegeneracion.

Por otro lado, los movimientos involuntarios anormales como las disquinesias
constituyen el principal efecto adverso de la terapia con levodopa y en la mayoria de los
casos limitan la continuidad del tratamieria. el caso de los agonistas dopaminérgicos
D2 se ha descripto una menor inducciondésguinesias, tal como ha sido reportado

para pramipexol.

Por ultimo, existe una gran controversia en cuanto a si levodopa tiene un efecto
toxico sobre las neuronas dopaminérgicasianentes en la SN. Nuestro grupo ha
publicado una serie de trabajos en los cuales probamos que, por el contrario, levodopa
produce una recuperacion de marcadal@saminérgicos en ratas lesionadas con 6-
OHDA. Por otro lado, a pramipexol se le han atribuido efectos neuroprotectores, los que
ejerceria a traves de diferentes mecanisi®wsembargo, no hay estudios en la clinica

de la EP que avalen estos hallazgos experimentales.
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En base a las evidencias arriba expuestas nos preguntamos...
...¢ QuUé genes se expresan con cada tratamiento?

...¢c.Estos efectos farmacolégicos, funclemay moleculares del tratamiento con

levodopa y con pramipexol se ven reflejados en la expresion de genes?

...Y, de ser asi, ¢el tratamiento con amffveacos resulta en la expresion de los
mismos genes para el caso de las similitunlel® genes diferentes para el caso de las

diferencias?

¢,Cudl es el mejor modelo animal de la EP para responder a estas preguntas? En
primer lugar, este modelo debe presemteficiencias comportamentales claramente
cuantificables, las cuales posteriormente permitan evaluar la eficacia terapéutica de los
farmacos en estudio y de esta manera determinar las dosis de los mismagindo se
lugar, una pérdida moderada de neuronas dopaminérgicas en la SN simula estadios
tempranos de la enfermedad y por lo tanto, estadios donde en la clinica pramipexol
genera una efectiva respuesta terapéudgemas, permite estudiar fendmenos de
plasticidad los que han sido relacionados s mecanismos de induccién y desarrollo
de disquinesias. Por todo esto, nos proposjncomo primer objetivo, desarrollar y
caracterizar un modelo animal con @si moderada unilateral inducida por la

administracion de 6-OHDA en el néd estriado de ratas adultas.

El siguiente paso consistio en establagemprotocolo de administracion de los
farmacos. Esperamos que las dosis de los farmacos elegidas produzcan una mejoria de
las deficiencias comportamentales inducidas por la desnervacion dopaminérgica y

ademas, que dicha respuesta terapéutica sea similar entre levodopa y pramipexol.

Por ultimo, para estudiar los efectos y adaptaciones a nivel de expresion de
genes inducidos por los tratamientos farmacoldgicos, se utilizara la tecnologia de los
microarreglos de ADN, la que permite afvar la expresion de miles de genes
simultdneamente. Esperamos que los gengsa expresion sea inducida en el estriado
desnervado de aquellos animales en los gtrataimiento a largo plazo resulte efectivo,
den indicios sobre su relacion con: i) el/llos mecanismo/s por el cual los farmacos

ejercen su accion farmacoldgica, ii) la respuesta anti-parkinsoniana, iii) los mecanismos
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de neuroproteccion/indemnidad celular y/o iv) los cambios moleculares que subyacen al
desarrollo de disquinesias.

Este tipo de experimento que involucra el uso de microarreglos y donde se
realiza unscreeningde la expresion de genes son experimedétia-drivert mientras
que la mayoria de los experimentos en investigacion fundamentalmeimgpstimesis-
driverf. De esta forma, los resultados de los experimentos de microasnegidados
previamente mediante una técnica alternatparmiten la elaboraciéon de nuevas

hipétesis.

' El término data-driven se refiere a un tipo de disefio experimental que involucra la exploracidn de
datos, sin una hipotesis previa. El objetivo de estos experimentos es la de generar nuevas hipotesis.

® El término hypothesis-driven se refiere a los clasicos experimentos del método cientifico, los que
implican poner a prueba una hipétesis previamente planteada.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar los efectos y adaptaciones inducidos por el tratamiento prolongado
con dos farmacos anti-parkinsonianos, de amydmen la clinica, en un modelo animal

de la enfermedad de Parkinson.

Objetivos especificos

1. Desarrollar y caracterizar un modelo animah lesién unilateral inducida por la
inyeccion de 6-OHDA en el nucleo estriado de ratas adultas, tal que presente

deficiencias motoras comportamentales claramente cuantificables.

2. Establecer la dosis y el régimen de austracion de levodopa y de pramipexol
capaces de producir una mejoria de dkdiciencias comportamentales en
animales con lesibn moderada intraestriatal.

3. Comparar la expresion de genes inducida luego del tratamiento con levodopa y
con pramipexol en el estriado desnervado de ratas con lesion moderada de la via

nigroestriatal.
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CONSIDERACIONES PRELIMINARES

Existen diferentes modelos animales d&Rque se utilizan habitualmente en
investigacion basica (revisado por Beal, Z0por Schober, 2004; por Dawson y col.,
2010). En nuestro laboratorio tradicionalmente hemos utilizado como modelo
experimental la rata con lesion unilateral de la via nigroestriatal, inducida por la
administracion intracerebral de 6-OHDA (Gleanik y col., 1983; Murer y col., 1998;
Ferrario y col., 2003; Delfino y col., 2004; Ferrario y col., 2004; Larramendy y col.,
2008; Taravini y col., 2011).

Modelos animales de la EP: desnenidn dopaminérgica inducida por 6-OHDA

Los modelos experimentales de la EP son una herramienta que permiten
esclarecer los posibles mecanismos fisiopatolégicos de esta enfermedad. Asimismo, son
necesarios para el desarrollo y prueba de nuevos farmacos anti-parkinsonianos y de
nuevas estrategias terapéuticas (como son las estrategias de

neuroproteccion/neurorestauracion).

En 1968, Ungerstedt demostré que I®@DA, un analogo hidroxilado de la
DA, inyectada en la SNpc era capaz de causar degeneracion de las terminales nerviosas
y de los somas neuronales. La 6-OHDA tesnsportada a través del sistema de
transporte de alta afinidad de cateoul@as (DAT en el caso de las neuronas
dopaminérgicas) en los cuerpos celulares y fibras de neuronas dopaminérgicas y
noradrenérgicas (Ungerstedt, 1968; Bloom y col., 1969; Uretsky e Iversen, 1970).
Ademas, entre otros cambios bioquimicos inducidos por este agente, se observa una
disminucién del nimero de neuronas con inmunoreactividad para TH (Ichitani y col.,
1991). La neurotoxicidad de la 6-OHDA se basa en un potente efecto inhibitorio de las
enzimas respiratorias mitocondriales (complejos | y IV de la cadena), lo que lleva a
déficits metabdlicos que hacen que las neuronas no puedan ejercer sus funciones
fisiolégicas normales y consecuentemente degeneran (Deumens y col., 2002). La 6-
OHDA no atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo que debe administrarse en forma

intracerebral para inducir lesiones a ese nivel. Como en la EP la via nigroestriatal es la
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gue principalmente degenera, se desarrollaron modelos animales en los cuales se realizo

la lesién con 6-OHDA en distintos sitios de dicho sistema dopaminérgico.

En la investigacion pre-clinica, uno de los modelos de roedores mas
ampliamente utilizados es aquel en el que la 6-OHDA se inyectangib el inglés,
medial forebrain bundle(Gershanik y col., 1983). El pre-tratamiento de los animales
con desipramina, un bloqueante del transportador de noradrenalina, impide el transporte
de 6-OHDA en las neuronas noradrenérgigasantizando una selectividad razonable
por las neuronas dopaminérgicas (Breeskrgylor, 1970). Los animales con lesién
unilateral de la via dopaminérgica muestran una conducta motora asimétrica por un
periodo corto de tiempo post-quirdrgico, pero pronto recuperan su conducta normal,
exhibiendo asimetria motora solo ante un estimulo estresante. Cuando estos animales
reciben la administracion sistémica de agonistas dopaminérgicos directos o indirectos
(estimuladores de la liberacion de DA) aparece una asimetria en el eje longitudinal del
cuerpo y se inicia una conducta rotatorieacteristica que puede ser cuantificada en
cajas de rotacion (o rotamnes) (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970; Hefti y col., 1980). La
administracion de agonistas mixtos (comwmbopa o apomorfina) o selectivos, inducen
una conducta rotatoria del animal en sentidaredateral al hemisferio inyectado con la
toxina, mientras que los agonistas indioedfcomo anfetamina) provocan una conducta
rotatoria en sentido ipsilateral. Este tipo de conducta se explica como sigue: i) la
degeneracion de las neuronas dopargin@s nigroestriatales provoca una
supersensibilidad de los receptores pBra post-sinapticos en el cuerpo estriado
(aumento del numero de receptores y modificaciones de las vias de sefalizacion
intracelular de los mismos). De esta nrandos receptores del estriado lesionado son
mas sensibles a los agonistas dopaminérgigestos, que los del estriado intacto; ii)
las drogas liberadoras de DA pueden estimaléos receptores para DA en el cuerpo
estriado intacto y no hacerlo en el estriado lesionado, donde las terminales pre-
sinapticas han degenerado y, por lo tanto,pueden ejercer sus efectos; vy iii) fibras
nerviosas eferentes del cuerpo estriado inhiben la actividad locomotora ipsilateral. Esta
influencia inhibitoria del estriado dismineyal ser activados los receptores para DA
supersensibles, llevando a una importaatgvacion motora del lado ipsilateral a la
lesibn en comparacion al lado intacto. Esto resulta en una estimulacion dominante,
provocando giros en direccion contralateral. En cambio, los agonistas indirectos inducen

una estimulacion predominante de los receptores del hemisferio intacto resultando en

32



Capitulo | —Consideraciones preliminares — Lic. Celia Larramendy

giros ipsilaterales a la lesion (revisapgor Gerlach y Riederer, 1996). Asimismo, se
demostré que la lesion de la via nigroesali inducida por 6-OHDA debe ser severa

para que los animales exhiban el comportamiento rotatorio ante la administracion de
agonistas directos (Creese y col., 1977)c&mbio, animales que presentan una lesion

leve y, por lo tanto, una pequefia reduccion de los niveles de DA son capaces de rotar
ante la administracion de anfetamina. Estos resultados sugieren que si bien una
asimetria en la cantidad de terminales neasadisponibles permite la rotacion inducida

por agonistas indirectos, la degeneraciéon de neuronas dopaminérgicas debe ser severa

para disparar el fendbmeno de supersensibilidad post-sinaptica.

La administracion de 6-OHDA en ehfb o en la SNpc conduce a una
degeneracion inmediata de las neuronas dopagicas de la SNpc y, dependiendo de
la dosis administrada o de las coordenadas de inyeccion, una degeneraciéon completa
(severa) o parcial (moderada) de estasroreas (revisado por Schwarting y Huston,
1996a). Una degeneracion severa simula etegpd&s de la EP y es til a la hora de
probar tratamientos sintomaticos, cond@ eficacia de nuevos farmacos. Una
degeneracion moderada, en cambio, simula etapas tempranas de la EP y es util para
estudiar estrategias de neuroprotecciamorestauracion. Sin embargo, debido al
pequefio tamafio dahfb y la SN es dificil obtener con alta eficiencia lesiones

moderadas reproducibles.
Administracion de 6-OHDA en el cuerpo estriado

Una forma de obtener lesiones selectiyanoderadas del sistema nigroestriatal
es administrar la 6-OHDA en el cuerpo estriado. En relaciénflay la SN, el estriado
es un nucleo de mayor tamafio, convirtiéedes una alternativa para producir la
destruccién, circunscripta regionalmente, de las terminales nerviosas dopaminérgica y
una degeneracion moderada de los cuerpos celulares en la SNpc (Przedborski y col.,
1995). La administracion de 6-OHDA en el estriado causa degeneracion retrograda de
las terminales dopaminérgicas y cambiosiéns distantes del area manipulada, como
en la SN (Berger y col., 1991; Ichitayicol., 1991; Sauer y Oertel, 1994). El dafio
directo de los axones dopaminérgicos que se produce alrededor del area de inyeccion es
seguido por una pérdida gradual de las oeas dopaminérgicas en la SN ipsilateral,
sobre todo de aquellas neuronas que proyectan al area afectada por la lesién (Sauer y
Oertel, 1994; Przedborski y col., 1995; Lee y col., 1996). La pérdida retrograda de
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células ocurre en dos etapas, una etapa rgpiasiva que se completa al cabo de 3-4
semanas, seguida de una etapa lenta de pérdida celular que puede continuar durante

meses después de la lesion (Sauer y Oertel, 1994; Kirik y col., 1998).

Los efectos funcionales inducidos plar lesion intraestriatal con 6-OHDA
dependen, no solo de la dosis y del volumen total de la toxina inyectada, sino también
del sitio de administracion de la misma (Exir, de la region del complejo estriatal
afectada por la desnervacion). En partcullas lesiones que involucran la parte
dorsomedial del estriado tienen efectos sobre la locomocién y el comportamiento
rotatorio inducido por drogas, mientras que aquellas lesiones que involucran la regién
ventrolateral del caudado-putamen tienerefetto pronunciado sobre la iniciaciéon del

movimiento, la orientacién sensoriomotora y la motricidad fina (Kirik y col., 1998).

Evaluacion de las deficiencias motoras funaiales inducidas por la lesion unilateral
con 6-OHDA

El dafio unilateral de la region cortical sensoriomotora del cerebro de la rata que
controla el movimiento de la pata delaat@ausa deficiencias cronicas de la funcién
somatosensorial y del uso de la PDC. Esfestos también se observan luego del dafio
de las proyecciones nigroestriatales ndeates. Tales asimetrias sensoriomotoras
pueden ser facilmente cuantificadas usgmaebas conductuales simples, confiables y
sensibles. Estas pruebas han sido muy Uéte®studios de recuperacion de funcién
luego de un dafio en el sistema nervioso central (SNC), como asi también para evaluar
la eficacia de intervenciones farmacolédgicas o conductuales. Existen multiples pruebas
para evaluar estas deficiencias, sin embargo centraremos nuestra atencion en las que se
utilizan de rutina en nuestro laboratorio y que fueron utilizadas en este trabajo, llamadas
prueba del cilindro y prueba de pasosaijaste. Estas pruebas se utilizan con mas
frecuencia para evaluar conductas motorasétsiras y voluntarias en animales que no
reciben ningun farmaco (revisado por Lgneunnett, 2008). Asimismo, ambas pruebas
conductuales se utilizan para evaluar la asimetria en el uso de la PDC al hemisferio
lesionado, asimetria que es inducida por la administracion unilateral de 6-OHDA en la

via dopaminérgica nigroestriatal.
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Prueba del Cilindro

En la PC el animal es colocado en una camara de acrilico transparente. La forma
cilindrica y las dimensiones del cilindro fagoen la exploracion vertical del nuevo
ambiente, para lo cual el animal erguido apoya las patas delanteras sobre la pared del
cilindro. Durante el tiempo que dura la pruebas&la el nivel de preferencia en el uso
de las patas delanteras durante la empion vertical espontanea. La prueba es
altamente confiable, ain para el caso de investigadores con poca experiencia (Schallert
y col., 2000).

La PC ha sido utilizada para seleccionar animales con lesiones severas de la via
nigroestriatal (Delfino y col., 2004) y para &rar los efectos de intervenciones clinicas
potencialmente beneficiosas en un modelo con deplecion unilateral de DA. Por ejemplo,
la inyeccion estriatal de un vector adenoviral que codifica para GDNF humano (Choi-
Lundberg y col., 1998), o la provisién de levodopa mediante la transferencia del gen de
TH en el estriado desnervado (Kirik y col., 2002), previno el desarrollo de asimetrias en
el uso de la PDC causada por la administracion del neurotoxico 6-OHDA. Ademas, esta
prueba ha sido utilizada para establecerbeheficio terapéutico inducido por la
administracion de farmacos anti-parkinsois, como es el caso de levodopa (Konradi
y col., 2004).

Prueba de pasos de ajuste

La PPA permite analizar deficiencias en la iniciacion de movimientos motores
en las patas delanteras, analogas a la aquinesia de extremidades y desbalances
posturales observadas en los pacientes de EP. La prueba, introducida en 1992 por
Schallert y colaboradores (Schallert y col., 1992), fue luego modificada y utilizada para
monitorear cambios en el uso de las patasitiias inducidos, ya sea por la lesion de la
via nigroestriatal o por transplantes de cél@a el estriado, y también para explorar la
sensibilidad de la misma frente a la administracidon sistémica de agonistas de receptores

para DA.

En esta parte del trabajo nos propusimos desarrollar un modelo de lesion
unilateral inducida por la administracion de 6-OHDA con una pérdidderada de
neuronas dopaminérgicas de la SN. La elecd®rste modelo esta relacionada con la

necesidad de que persista cierta propordéna poblacion de células dopaminérgicas
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en la SN luego de la administréoi de 6-OHDA, concomitdemente con la
supervivencia de sus terminales axénicas en el cuerpo estriado. Para tal fin elegimos el
cuerpo estriado como el sitio de inyeccim la 6-OHDA. Este modelo nos permitira
estudiar los cambios que suceden en el estriado lesionado (que incluye las terminales
axonicas dopaminérgicas remanentes)mao consecuencia de los tratamientos
farmacoldgicos en estudio. Numerosos trabajos han demostrado que el estriado es una
estructura en la que ocurren fendémenostiplds en respuesta a la desnervacion de las
terminales dopaminérgicas de la SN (Anglade y col., 1996; Ingham y col., 1998; Gerfen
y col., 2002) y a la administracion de farmacos (Ferrario y col., 2004; Belujon y col.,
2010). Ademas, una degeneracion moderada sietaf@ms tempranas de la EP y esto se
relaciona directamente con la eficactarapéutica de algunos farmacos anti-
parkinsonianos. Por ejemplo, la efiacanti-parkinsoniana del tratamiento con
agonistas dopaminérgicos, como es el caso de pramipexol, disminuye a medida que
progresa la enfermedad, es decir, a medida que la neurodegeneracibn es mayor
(revisado por Schapira, 2007). EI modedo desarrollar también debe presentar
deficiencias comportamentales evidentes y cuantificables. En nuestro caso, las
deficiencias comportamentales seran utiles en el criterio de seleccion de los animales
efectivamente lesionados y ademas, en el establecimiento posterior de las dosis de los
farmacos, las que deberan ser equipotentesuanto a la capacidad de producir un
beneficio terapéutico (veCapitulo Il). El dafio unilateral de la via nigroestriatal causa
deficiencias cronicas funcionales, como es la aquinesia de la PDC. Las pruebas
comportamentales que utilizaremos en esteajo para evaluar la aquinesia de la PDC

y el beneficio terapéutico de los farmacos en estudidas@nueba del cilindro y la

prueba de pasos de ajuste.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la c&jistar (Facultad de Farmacia y Bioguimica,
Universidad de Buenos Aires) de entre 200 y 220 gr de peso corporal al inicio de los
experimentosLos animales se mantuvieron en grupos de 3 o 4 individuos por jaula, con
libre acceso a comida y agua, en un ambiente con temperatura controlada (20 + 2°C) y
un periodo de 12 horas de luz-oscuridad, de acuerdo con las regulaciones locales
(SENASA, Argentina). Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales
se realizaron en conformidad con las normativas de la comision institucional local y la
Guia para el Cuidado y Uso de los animales de Laboratorio (Publicacion N°80-23/96,
National Institute of HealthNIH, USA).

Inyeccion intraestriatal de 6-OHDA: determinacion de la dosis

El modelo animal de la EP en el cual nos basamos fue descrito por Kirik y
colaboradores (1998) en ratas de la cepadie-Dawley. El modelo original consiste
en 3 inyecciones unilaterales de 7 pg deHDA (droga base) en el cuerpo estriado, en

las siguientes coordenadas segun el atld®aoté@nos y Watson (1986) (en mm desde el

bregma):
Coordenadas| Anteroposterior (AP)| Maliolateral (ML) [Dorsoventral (DV)
Sitio 1 +1,0 +3,0 -5,0
Sitio 2 -0,1 +3,7 -5,0
Sitio 3 -1,2 +4,5 -5,0

Tabla 3: Resumen de las coordenadas de los sitios de inyeccién de la 6-OHDA en el
estriado.

La cirugia se realiz6 bajo un estado aleestesia inducido por ketamina (60
mg/kg, Ketamina 50, Holliday Scott, Argentina) y xylazina (10 mg/kg, Kensol, Konig,
Argentina). Para prolongar el efecto de la anestesia durante el tiempo que insume la
cirugia 10 minutos después de la dosisiahise reforz6 con 0,2 ml de ketamina por
animal. El animal se coloc6 en un marco estereotaxico (Stoelting Co., USA) y se

procedié a inyectar la neurotoxina 6-OHDA (6-OHDA-HBr Sigma o MP Biomedicals,
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USA) en el cuerpo estriado del hemisfermmuierdo, disuelta en 0,02% de acido
ascorbico en solucion salina (NaCl 0,9%), utilizando una aguja 30G x 1”. Se probaron
diferentes dosis de 6-OHDA ébla 4) y distintas posiciones da barra incisal (Bl),

que se detallan en Teabla 5 (ver Resultados, Capitulg,la fin de obtener una lesion

con las caracteristicas relevantes paa desarrollo de nuestro proyecto. La
administracion de la toxina se realizé utilizando una bomba de infusién continua
(Stoelting Co., USA), a una velocidad de O@@ninuto. En los casos especificados, un
grupo de animales se inyectd con la solucion vehiculo (acido ascoérbico 0,02% en
solucion salina) (grupo Vehiculo). Al término de cada inyeccién la aguja permanecio en
el lugar durante un periodo de tiempo igul anitad del tiempo de infusién para evitar

el reflujo de liquido. Luego de retirar la aguja y de suturar el sitio de la incision, los

animales se colocaron en una cama térmica y se controlaron hasta recuperarse de la

anestesia.
Tanda 1 2 3 4 5 6
Dosis 7,5 pg/2ul
6-OHDA 7 png/l2ul 7 png/l2ul 7 png/2ul 9 pg/2ul 8 ng/2ul
(droga base) 8 pg/3ul

Tabla 4: Dosis de 6-OHDA ensayadas en grupos independientes de animales.

Inyeccion intraestriatal de tinta china: verificacion de las coordenadas de inyeccion

Con el objetivo de establecer la posicion real del sitio de administracion, un
grupo independiente de animales normales fue inyectado con 1 pl de tinta china
(Eureka, Argentina) en cada sitio de inyeccion, segun las coordenadas arriba
especificadas. Los animales fueron sacrificados antes de recuperarse de la anestesia por
perfusion intracardiaca con paraformaldehido (PFA) 4% en buffer fosfato (PB) 0,1M.
Luego la remocion del cerebro, se obtusesecciones coronales del estriado de 40 pm
utilizando un micrétomo de congelacion a nivel de los sitios de inyeccion. Los cortes se
colocaron sobre un portaobjetos y se los dejéar al aire. Por observacion directa se
procedié a determinar los sitios de inyeccion mediante la localizacion del tracto de la
aguja y se determinaron los planos aproxiosaen el atlas de Paxinos y Watson (1986).
Una serie de cortes de tejido se reservo [@apasterior tincion con violeta de cresilo y

evaluacion del tracto de la aguja (ver descripcidn de la técnica mas adelante).
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Efecto de la administracion de 6-OHDA: Evaluacion conductual e histologica

En cada una de las tandas de cirugia evaluamos los efectos comporeamental
inducidos por la desnervacion dopaminérgiEsgliema ). Una semana después de la
cirugia los animales fueron sometidos a la prueba de anfetamina B ad¢aanas a la
prueba de apomorfina (Kirik y col., 1998). téa de la lesion y argede la prueba de
apomorfina se realizo la prueba del cilindr€YRSchallert y col., 2000) y en la cuarta
semana la prueba de pasos de ajusBA(ROIsson y col., 1995). Los animales se
sacrificaron por perfusién con PFA 4% y posteriormente se extrajo el cerebro para
realizar cortes coronales a la altura del estriado y de la SN de forma seriada en un
micrétomo de congelacién. Sobre este tejidoesdizd la determinacion de la enzima
TH por inmunohistoquimica a nivel de ambas estructuras. La cuantificacion de las
neuronas TH-inmunoreactivas (TH-ir) en la SNcrealizé en ambos hemisferios para
evaluar el grado de desnervacion dopaminérgica alcanzado con la lesion, so6lo en

aquellas tandas de animales en las cuales se observaron deficiencias comportamentales

evidentes.
A anfetamina apomorfina
5-OHDA | I / Estriado: IHQ TH
SRata . T 5 1 5 3 f 4TTT5: Perfusion
eman \
PC PC PPA SN: IHQ TH
B anfetamina apomorfina
| Estriado: IHQ TH
hatn { Perfusion

Semana A0 1 2 3 § 4ﬂ.1u5' N

PC PC PPA SN: IHQ TH
Esquema 1:Curso temporal del experimento dedeterminacién dedosis de 6-OHDA (A)
Protocolo correspondiente a los animales lesionados con 6-Oldbdpd 6-OHDA). (B)
Protocolo correspondiente a los animaihamo vehiculo Grupo Vehiculo). PC: prueba del

cilindro; PPA: prueba de pasos de ajuste; SMNistantia nigralHQ TH: inmunohistoquimica
para tirosina hidroxilasa.

Pruebas comportamentales farmacolégicas
Prueba de anfetamina yprueba de apomorfina

Entre las pruebas comportamentales farmacol6gicas mas frecuentemente

utilizadas se encuentran la prueba de anfetamina y la prueba de apomorfina. Cuando la
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lesion alcanza cierto grado de severidadeleestriado desnervado aumenta el nimero

de receptores dopaminérgicos en la post-sisapsse alteran las vias de sefializacion
relacionadas con su estimulacién (Gerfen y col., 2002), como mecanismos adaptativos
post-sinapticos frente a la desnervacion. Eatacteristica queda en evidencia ante la
administracién de agonistas dopaminérgicaeatios, como la apomorfina, los cuales
promueven un comportamiento rotatorio de los animales en sentido contralateral al
hemisferio lesionado (en este caso girosehkcderecha). La apomorfina es un agonista

de receptores de DA que estimula ambas familias de receptores, D1 y D2, tanto pre-
sinapticos como post-sinapticos. Por ofparte, la anfetamina es un agonista
dopaminérgico indirecto ya que estimula teseptores dopaminérgicos al promover la
liberacién de DA de las terminales, hecho que ocurre principalmente en el hemisferio
control o intacto y por lo tanto induce rotaciones en sentido ipsilateral a la lesién (en
este caso giros hacia la izquierda). De esta manera, la induccion de rotaciones ante la
administracion de anfetamina indica una diferencia en el contenido de DA entre ambos
hemisferios (Hefti y col., 1980; Heikkila y col., 1981).

Se evalué el comportamiento rotatorio inducido por la administracion de
anfetamina (2,5 mg/kg, i.p.) y apomorfina (0,25 mg/kg, s.c., Rontag) a la primer y tercer
semana posteriores a la lesion, respectivamente (Kirik y col., 1998). La actividad
rotatoria se cuantificé en rotametros automaticos, los cuales registran en forma continua
los giros de 360° que el animal realiza, diferenciando la direccién de los mismos, en
giros hacia la derecha o hacia la izquierda (Urgerstedt y Arbuthnott, 1970; Larramendy
y col., 2008). En el caso de anfetamina las rotaciones se monitorearon durante 1 hora,
mientras que para el caso de apomorfims rotaciones se gestraron durante 40
minutos luego de la administracion de cada droga. Los valores se representan como

namero de vueltas ipsilateralesweltas contralaterales por minuto.

Pruebas comportamentales no farmacoldgicas
Prueba del cilindro

Para seleccionar los animales con deficiencias comportamentales, se evalu6 la
habilidad del uso de la PDC a la lesién (derecha en este caso, controlada por el

hemisferio izquierdo) mediante la PEidqura 7). Esta prueba evalla la conducta
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espontanea del animal sin intervencion del investigador durante el desarrollo de la
misma. Para ello el animal es colocadaertilindro de acrilico, de 20 cm de didmetro

y 30 cm de alto, donde inicia la actividad exploratoria del nuevo ambiente. Una de las
formas de exploracién que presentan estosaasres la exploracion vertical, para la

cual se elevan sobre sus patas traseras y apoyan las delanteras sobre la pared del
cilindro. Una de las consecuencias de una legidlateral de la via nigroestriatal es la
aguinesia de la PDC, lo que se traduce en la falta de apoyo de la misma durante la
exploracién vertical, utilizando mas frecuentereelat pata ipsilateral a la lesion. Esta
asimetria en el uso de las patas delanteras es la caracteristica que se aprovecha durante
la prueba, ya que el observador cuenta durante 5 minutos el nimero total de veces que
el animal se para sobre sus patas traseras y, de éstas, en cuantas apoya primero una u
otra pata delantera. Es importante sefalardbido a la corta duracién de la prueba no

se genera habituacion. En los casos en los que el animal no realizaba la actividad
exploratoria al ser colocado en el cilindro se modificaron las condiciones de la prueba
original. Dichas modificaciones consistieron en sacar y volver a introducir al animal,
prender y apagar la luz y/o golpear suavemente las paredes del cilindro (Schallert y col.,
2000). Los valores se representaron como porcentaje de uso de la PDC (% uso PDC), el

gue se calculé como (Woodle y col., 2005):

% uso PDC = N° de veces que apoya la PDC + % (N° de veces gue apoya ambas patas delanteras)

N° total de subidas

La PC se realiz6 previamente a la cirugia y dos semanas después de la misma en

una unica sesion.

Figura 7: Prueba del Cilindro. En estas fotografias se ilustra a una rata realizando la PC. El
animal se eleva sobre sus patas traseras y, en este caso, apoya sobre la pared del cilindro la pata
izquierda. Notese la retracciéie la pata derecha, caracteristica de una lesién de la via
nigroestriatal con aquinesia de la PDC.
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Prueba de pasos de ajuste

La PPA permite seleccionar los animales que presentan deficiencias
comportamentales asi como la PC, pera @svolucra la manipulacion directa del
animal por parte del investigador. El experimentador sujeta con una mano las patas
traseras y eleva levemente la parte posterior del cuerpo del animal. Con la otra mano
sujeta la pata delantera que no sera monitoreada y permite que el animaa@peyla
superficie la otra pata en estudio. El animsl inducido a recorrer una distancia de 90
cm en 5 segundos mientras que el investigador cuenta el nUmero de pasos que realiza
hacia la derecha y hacia la izquierda, cora u otra pata delantera alternativamente
(Olsson y col., 1995Kigura 8).

La PPA se realizd durante la cuarta seandespués de la cirugia. Luego de 2
sesiones de prueba para lograr que el arsmalcostumbre a la manipulacion por parte
del experimentador, la prueba se realizé dartnes dias seguidos, 2 veces por dia. Con
los datos obtenidos se calcula un valor promedio del nimero de pasos de ajuste para
cada pata delantera en direccidon derecha y en direccion izquierda. En nuestro modelo
animal la deficiencia en el uso de las patas delanteras se manifesté en la PDC en
direccion izquierda. Se obtuvieron asi 6 mexies que se promediaron resultando en el
parametro “nimero de pasos de ajuste BBXC” que se observa en los graficos. El

maximo establecido fue de 16 pasos.

D D D

Figura 8: Prueba de pasos de ajustd-otografias que ilustran la secuencia de pasos de ajuste
en direccion derecha de la pata ipsilaté@alC”") y de la pata contralater@d-D"") de una rata
lesionada con 6-OHDA en el hemisferio dereckb.animal arrastra la pata contralateral
pasivamente cuando es conducido hacia la demdatras que con la pata ipsilateral realiza
pasos frecuente$omado de Olsson y col., 1995
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Obtencién del tejido

Cada animal fue anestesiado con ketamina (60 mg/kg, Bayer) y xylazina (10
mg/kg, Rompun) y fue perfundido trascardiacamente con 100 ml de solucién fisiologica
0,9% heparinizada (1000 Ul heparina sofliica) y seguido de 250 ml de PFA 4% en
PB 0,1M. Se extrajo el cerebro y se fij6 2 horas en PFA a 4°C, cumplidas las cuales se

crioprotegi6é en sacarosa 30% en PB 0,1M por 48 horas.

Se obtuvieron secciones coronales seriattdscerebro a nivel de la SN y del
estriado, de 4Qum de espesor, en un micrétomo de congelacion. Los cortes se

conservaron a 4°C en PBS 0,1M conteniendo azida sédica 0,01%.

Tincién con violeta de cresilo (técnica de Nissl)

Con el objetivo de analizda naturaleza y extension del infiltrado inflamatorio
inducido por la inyeccién de 6-OHDA, al cabo de 3 semanas después de la lesion,
realizamos la tincién con violeta de creshHib.violeta de cresilo es un colorante basico
gue interacciona con los acidos nucleicos ytdiza para la tincion del nucleo celular y
la visualizacion de los cuerpos de Nissl (reticulo endoplasmatico rugoso) en el

citoplasma de las neuronas (Finn Geneser, 3° Ed. Capitulo 14, Tejido nervioso).

La tincion se realiz6 sobre seccionestdibgicas de 40 um a la altura del
estriado, previamente dispuestas sobre portaobjetos. Las mismas se incubaron en etanol
70% y luego en violeta de cresilo 0,8% (B& USA) por 5-10 minutos. Se realizo la
diferenciacion por inmersion en etanol 9§%os cortes se deshidrataron por pasajes
sucesivos en etanol 96% y 100%, finalmente se aclararon en xilol 100% y se cubrieron
con balsamo sintético (PMYR, Argentina). Este procedimiento también se realizo en las
secciones histologicas en las que se detgrra ubicacién de los sitios de inyeccion

mediante la inyeccion de tinta china.
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Evaluacién del grado de desnervacién dopaminérgica
Inmunohistoquimica para Tirosina Hidroxilasa

A fin de establecer el grado de desnervacion dopaminérgica de los animales
lesionados con 6-OHDA realizamos la determinacién inmunohistoquimica de TH,
enzima que participa en la via de sintesis de DA y, como tal, es un marcador especifico

de neuronas catecolaminérgicas.

La deteccién inmunohistoquimica fue realizada con los cortes en suspension
(“free floating) (Taravini y col., 2011). A lo largale toda la determinacién se utilizd
como buffer de lavado y comuuffer de dilucion de todos los reactivos PBS 0,1M
conteniendo Triton X-100 0,15% (PBS-T1B6%). Entre todas las incubaciones con
anticuerpos y reactivos sealizaron lavados con diclaffer. Inicialmente, se realiz6 la
inhibicion de la peroxidasa enddégena ca®i0,3% por 30 minutos. Luego, los cortes
se incubaron por 30 minutos en suero normal de cabra 10% para bloquear los sitios de
unién inespecifica. Posteriormente, seubi@ con el anticuerpo primario anti-TH
(dilucién 1:1000, Pel Freez, USA) a 4°C durante toda la noche y con el anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo conjugado con biotina (dilucion 1:250, Vector
Laboratories, USA) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la presencia
del anticuerpo primario se visualizé por incubacién con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (dilucion 1:125, Kit VectastaiMector Laboratories, USA) y se reveld
colorimétricamente con 3,3’-diaminobenzidina 0,5 mg/ml (DAB, Sigma, USA)Qs H
0,015% en TrisB 0,1M (TB, pH 7,4). Leeaccién de color indica las estructuras
celulares donde se encuentra la proteina detectada con el anticuerpo primario. Se lavo
con TB 0,25M y se procedio a disponer tmstes sobre portaobfet gelatinizados. Se
dejo secar 24 horas y luego se deshidratd mediante pasajes sucesivos en soluciones de
alcohol de graduacion creciente (30, 70, 95, 95, 100, 100%), se aclaré en xilol 100% vy

los cortes se cubrieron con medio de rafna base de xilol (PMYR, Argentina).
Cuantificacion del numero de células remanentes TH-ir en la SNpc

Bajo microscopio (Nikon, Eclipse 50i, USA) se procedio a contar el numero de
células TH-ir en 4 niveles de la SNpc dmbos hemisferios utilizando el software
Mercator Pro (Explora Nova, Francia) (cona amplificacion de 40x). Para determinar

el grado de lesion de los animales, se sumo el nimero de células de cada hemisferio de
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los cuatro niveles elegidos (4,80; 5,30; 5,80 y 6,04 mm posterior al bregma, segun el
atlas de Paxinos y Watson, 1986) y se relativizo al hemisferio control, obteniéndose asi

un porcentaje de células TiHremanentes por animal.
Cuantificacion del porcentaje dearea TH- ir en el estriado

La integridad del sistema dopaminérgico a nivel del estriado se evalué mediante
la determinacion de la densidad oOptica (DO) de secciones inmunomarcadas para TH y
reveladas con DABHigura 9). Se analizaron 7 secciones coronales, separadas 400 um,
entre 1,6 y -1,3 mm en relacién al breg(naveles estereotaxicos aproximados). Se
tomaron fotos de cada nivel anatomico coa amplificacién de 4x, con una resolucion
de 255 niveles de grises/pixel. Luego se compaginaron las fotos en el programa
CorelDraw. Empleando las herramientas del programa de procesamiento y analisis de

imagenes Image hitp://rsbweb.nih.gov/ij/ NIH, USA), el valor umbral de DO se

establecio de manera que permitio diferenciar la sefial especifica defadiiica. Este

valor umbral se determind en el hemisferio control para cada nivel y se utiliz6 como

referencia para medir el area inmunoreactiva en el estriado lesionado, obteniendo
directamente el porcentaje de area TH-ir en dicha estructura (% area TH-ir) (Taravini y
col., 2011).
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Figura 9: Determinacion del porcentaje de area imunoreactiva para TH en el estriado

En este ejemplo se muestra(ajpel hemisferio control y el histogma en el que se establecio el
valor umbral de densidad. Este valorw#izé como referencia para medir @ la DO del
estriado lesionado respectivo, obteniendo etgmiaje de area TH-ir de la regién delimitada
con el trazo negro. En este ca®e muestra un solo nivel de un animal inyectado con 6-OHDA.
Imagen del laboratorio de Parkinsonismo Experimental.
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Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism version 5.00 para Windows.

(GraphPad Software, Sdniego California USA www.graphpad.coim En todos los

casos un valor de p < 0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Para el andlisis de las comparaciones entre el grupo Vehiculo y el grupo 6-
OHDA de las distintas variables, comportamentales e histologicas, se utilizo la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes. Se utilizé6 una prueba

no paramétrica debido al bajo numero de animales del grupo Vehiculo.

Para analizar si dos variables estan asociadas se realizaron los analisis de
correlacion entre los distintos pares de vadesbutilizando la prueba de correlacion de
Spearman o de Pearson, segun corresponda. Se utilizé un método no paramétrico ya que
las variables “porcentaje de células TH-mementes” y “porcentaje de uso de la PDC”

no siguen una distribuciéon normal.
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RESULTADOS

Inyeccion intraestriatal de 6-OHDA: determinacion de la dosis

A los efectos de obtener un modelo que cumpla de manera satisfactoria los
requerimientos de nuestro proyecto, inyectamos diferentes dosis de 6-OHDA vy
probamos distintas posiciones de la Bl, coimtancion de cambiar la inclinacion del
craneo en el estereotaxico. Asimismoos propusimos inducir el menor dafio
inespecifico posible en los sitios de iog®n, variando la dosis y el volumen de 6-
OHDA inyectado. Para ensayar estas caood&s se realizaron tandas de animales
independientes, detalladas enTiabla 5. Se analizaron los efectos funcionales de la
administracion de 6-OHDA con la finalidad dbtener deficienciasomportamentales
claramente cuantificables a través de la PC y la PPA. En ambas pruebas se evalla la
habilidad en el uso de la PDC a la lesi&éin aquellos animales en los cuales se
evidencidé una deficiencia en el uso de la PDC inducida por la lesion se procedi6 a
realizar una inmunohistoquimica para TH en el estriado y la SN con el objetivo de
caracterizar bioquimicamente el gradod#snervacion dopaminérgica alcanzado. Por
otro lado se determiné el grado de dafio inei§ipe mediante la evaluacion de cortes

histolégicos coloreados con violeta de cresilo.

Dosis Deficiencia en el USPbario inespecifico
N° de ratas 6-OHDA| Ratas de la PDC en las b
Tanda| 6-OHDA L . severo en el cuerpo
(posicion BI) Vehiculo pruebas .
(droga base) estriado
comportamentales
8 (BI 0) Si
1 7ug/2ul No -
8 (Bl -3,3) Si
7 (0=B)
2 7ug/2ul No No -
11 (BI -3,3)
13 (=)
3 7ug/2ul No No -
15 (BI -3,3)
4 9ug/2ul 15 (Bl -3,3) Si Si Si
8ug/2ul 21 (BI -3,3) Si Si Si
6 7,5ug/2ul 12 (Bl -3,3) Si No No
8ug/3ul 13 (BI -3,3) Si Si No

Tabla 5: Determinacion de la dosis de 6-OHDA a inyectar en el estriado de ratd3atos
correspondientes a las 6 tandas de animales utizpara determinar la posicion de la Bl y la
dosis y el volumen de 6-OHDA a utilizar. Smlizaron 3 inyecciones de 6-OHDA por estriado,
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en la tabla se enumeran las dosis de 6-OHDA correspondientes solo a un punto de
administracion. Bl: barra incisal; lamda;f: bregma.

La dosis elegida fue 8ug/3ul de 6-OHDA. Esta dosis indujo deficiencias
comportamentales en el uso de la PDC claramente cuantificables, tanto en la PC
como en la PPA, con el minimo grado de dafo inespecifico en los sitios de

inyeccion.

Visualizacion de los sitios de inyeccién

Mediante la inyeccion de tinta china y la tincion con violeta de cresilo
caracterizamos la ubicacién de la aguja endlaitios de inyeccion. Para poner a punto
nuestro modelo de lesién nos basamosueo publicado por Kirik y colaboradores
(1998). Comparamos las coordenadas del siéi administracion del trabajo de Kirik
(Figura 10 A) y las obtenidas en nuestra experienEigyra 10 B) y observamos que
en nuestro modelo existe una diferencitemposterior aproximada de 600 um en la
ubicacion de la canula en el sitio numero 3.

A. Coordenadas_de Kirik y colaboradores (1998)

OO (Y (&

B. Coordenadas en nuestro modelo

Figura 10: Visualizacion de los sitios de inyeccién(A) Planos aproximados del atlas de
Paxinos y Watson (1986) que ilustran las cooad@s utilizadas por Kirik y colaboradores
(1998) en su modeldB) Tincién con violeta de cresilo de secciones coronales a nivel del
estriado de una rata representativa operada con tinta @jrstio de inyeccion 1(b) sitio de
inyeccioén 2(c) sitio de inyeccion 3. En las tres fotogpsede observar el trayecto de la aguja.

En vista de estos resultados pudimoshdster las coordenadas reales de los

sitios de inyeccion de 6-OHDA en nuestro mod@&labla 6).
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Coordenadas| Anteroposterior (AP)| Maliolateral (ML) |Dorsoventral (DV)
Sitio 1 +1,0 +3,0 -5,0
Sitio 2 -0,1 +3,7 -5,0
Sitio 3 -1,2 +4,5 -5,0

Tabla 6: Coordenadas aproximadas de los sitios de inyeccion de 6-OHDA en nuestro modelo
animal segun el atlas de Paxinos y Watson (1986).

Inyeccion intraestriatal de 8ug/3ul de 6-OHDA por sitio de inyeccion
Determinacién de la presencia de infiltrado inflamatorio

La dosis de 8ug/3ul de 6-OHDA, administrada en 3 sitios en el estriado
izquierdo o lesionado, indujo deficienciesmportamentales claramente cuantificables
con el minimo grado de dafo inespecifico en los sitios de inyeccién y en regiones
adyacentes a los mismos, como pudo comprobarse analizando el infiltrado inflamatorio,
puesto de manifiesto mediante la tincion con violeta de crdsigurg 11). En el
hemisferio desnervado (lesionado), el irditto inflamatorio esta circunscripto a los

puntos de inyeccion.

Sitio de inyeccion 1 Sitio de inyeccién 2 Sitio de inyeccion 3
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Figura 11: Determinacion de la presncia de infiltrado inflamatorio. Tincién con violeta de

cresilo de secciones coronales estriatales a diedbs tres sitios dayeccion de una rata
representativa. La segunda fila de imagenes muestra un campo a mayor aumento del infiltrado
inflamatorio observado en la primera fila de imagenes.

Estudios comportamentales
Pruebas farmacoldgicas: prueba de anfetamina y prueba de apomorfina

En una primera instancia analizamos el efecto de la administracion de 2,5 mg/kg
de anfetamina y de 0,25 mg/kg de apomorfina, a la semana y a las 3 semanas posteriores

a la cirugia, respectivamenteéigura 12).

A Rotaciones con anfetamina B  Rotaciones con apomorfina
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Figura 12: Pruebas comportamentales farmacolégicas.Rotaciones (vueltas/minuto)
inducidas por la administracién de anfetan{éypy por la administracion de apomorfi(B) de

los animales inyectados con 8ug/3ul de 6-OHDA por coordenada y con Vehiculo. Media +
S.E.M. Prueba de Mann-Whitney para muestras independientes, *p<0,05.

La administracion de apomorfina indujo un aumento de las vueltas
contralaterales por minuto en los animales del grupo 6-OHDA respecto de los animales
del grupo Vehiculo (p=0,0137). Esta diferencia no se observo para el caso de la

administracion de anfetamina.

Pruebas no farmacoldgicas: prueba de s de ajuste y prueba del cilindro

La administracion de 6-OHDA en los 3 sitios del estriado indujo deficiencias

comportamentales en el uso de la PDC, tanto en la PPA (p=0,007) como en la PC
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(p=0,007), relacionadas especificamente laomdministracion de la neurotoxina, como
pudo comprobarse al comparar con el comportamiento de los animales del grupo
Vehiculo Figura 13 A, B).
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Figura 13: Pruebas comportamentales no farmacolégicas de los grupos 6-OHDA vy
Vehiculo. (A, B) (a, b) PPA y PC de todos los animales sometidos a la cir(egiab) La linea

de puntos indica el umbral de selecciotilizado para elegir los animales con deficiencias
comportamentales(a’, b") PPA y PC de los animales seleccionados segun los criterios
establecidos. Media = S.E.M. Prueba de Mann-Whitney para muestras independientes, *p<0,05.
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¢, Cuédles fueron los pardmetros para decidir que un animal presenta deficiencias
comportamentales severas? Al analizar el nimero de pasos realizados con la PDC en la
PPA se observo que los animales del grupo Vehiculo realizaron un minimo de 9 pasos
de ajuste, mientras que la mayoria dednimales del grupo 6-OHDA realizaron hasta 8
pasos de ajuste como maxinkagura 13 g. Del mismo modo, en la PC, la mayoria de
los animales del grupo 6-OHDdtilizaron como méximo un 25% la PDC, mientras que
en el grupo Vehiculo no se evidencié preferencia en el uso de las patas delanteras
(promedio 50%)Kigura 13 b).

En vista de estos resultados establecimos un criterio de seleccion de los
animales que consistié en considerar a aquellos que realizaran hasta 8 pasos con la
PDC en la PPA y, que utilizaran hasta un 25% la PDC en la PC, como animales con
una lesion moderada inducida por la admstracion de 6-OHDA con deficiencias

comportamentales evidentes.

Basandonos en este criterio de ceién se mantuvieron las diferencias
significativas entre los grupos Vehiculo y 6-OH[RA el nimero de pasos de ajuste en
la PPA (p=0,001) y en el porcentaje de uso de la PDC en la PC (p=C5fi8p (13
a,b).

Determinacion del grado de desnervacion dopaminérgica
Inmunohistoquimica para TH

A fin de determinar el grado de desnervacion dopaminérgica inducido por la
administracion de 6-OHDA en el cuerpo estriado, realizamos una inmunohistoquimica

para TH en secciones coronales del estriado y de la SN.

La administracion de 6-OHDA en el a@atto indujo una degeneracion retrograda
de las neuronas TH-ir en la SN erdds los animales del grupo 6-OHDA. Esta
disminucién fue propia de la administraciéon de la neurotoxina, como pudo comprobarse
al comparar el porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN con el del grupo
Vehiculo (p=0,002)Kigura 14 A). Esta diferencia entre grupos se mantuvo para el caso
de los animales seleccionados segun ceterio establecido para las pruebas

comportamentales (p=0,00jigura 14 B).
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Figura 14: Determinacion del grado dedesnervacion dopaminérgica en la SNPorcentaje

de células TH-ir remanentes en la SN de los grupos Vehiculo y 6-OlDOA)dodos los
animales lesionados con 6-OHDA (B) los animales seleccionados segun los criterios
comportamentaleMedia + S.E.M. Prueba de Mann-Whitney para muestras independientes,
*p<0,05.

Sin embargo, no se observd homogeneidad en cuanto al porcentaje de células
TH-ir remanentes en la SN entre los aal®s que recibieron 6-OHDA y que fueron
seleccionados segun el criterio estallecien las pruebas comportamentales. Se
determind un rango de células TH-ir remagergn la SN del 16-52% inducido por la

administracion de 8ug/3ul de 6-OHDA por sitio de inyecéiigura 15 A, B).

A nivel del estriado, la inmunohistoquimica para TH revel6 un patrén de
desnervacion similar en los animales @ggsados seleccionados segun los criterios
comportamentales, con algunas diferenciastolns los casos la desnervacion afecta el
estriado dorsolateral en los niveles rostrales y se extiende ventralmente en los niveles
caudales. En los animales con lesiones s&®ras la desnervacién esta extendida

ventralmente en los niveles mas cauddtégufa 16 A, B).
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Figura 15: Inmunohistoquimica para TH a la altura de la SN.La imagen muestra las 4
secciones coronales de 40 um de espesorAdleui animal con 47% de células TH-ir
remanentes en la SN, respecto del hemisfeoiatrol, representando aquellos animales que
presentan una desnervacién menosrsegr los niveles mas caudale@By un animal con 19%

de células TH-ir remanentes representando aquellos animales que presentan una desnervacion
mas severa en los niveles mas caudales.
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Figura 16: Inmunohistoquimica para TH a nivel del estriado.La imagen muestra las 7
secciones coronales de 40 gmespesor de la serie @@ un animal con 47% de células TH-ir
remanentes en la SN, representando aqueatosales que presentan una desnervaciéon menos
severa en los niveles mas caudaléB)yde un animal con 19% de células TH-ir remanentes en

la SN, representando aquellos animales que presentan una desnervacion mas severa en los
niveles méas caudales.
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Andlisis de correlacion entre las variables comportamentales e histologicas

Por dltimo, para completar la caracterizacion del modelo animal desarrollado,
analizamos la posibilidad de que exista una correlaciéon entre:

= el porcentaje del area TH-ir en el estriado lesionado y el porcentaje de células
TH-ir remanentes en la SN. Amas variables se correlacionaron
significativamenteKigura 17 A).

= entre el numero de pasos de ajuste con la PDC en la PPA y el porcentaje de
células TH-ir remanentes en la SN de los animales del grupo 6-OHDA. Ambas
variables se correlaciaron significativamente={gura 17 B).

» entre el nimero de pasos de ajuste cd*& en la PPA y el porcentaje de area
TH-ir en el estriado de los animales del grupo 6-OHD®mbas variables se
correlacionaron significativament€igura 17 C).

= entre el porcentaje de uso de la PDC en la PC y el porcentaje de células TH-ir
remanentes en la SN de los animales del grupo 6-QHD#bas variables no
resultaron correlacionadasigura 17 D).

= entre el porcentaje de uso de la PDC en la PC y el porcentaje del area TH-ir en el
estriado en los animalegel grupo 6-OHDA. Ambas variables no resultaron
correlacionadadgura 17 E).

= entre las rotaciones inducidas por anfetamina o apomorfina y el porcentaje de
células TH-ir remanentes en la SN o el porcentaje de area TH-ir en el estriado de
los animales del grupo 6-OHDA. No se observo correlacion entre ninguno de los

pares de variables (no se muestran los gréficos).

Estos resultados se resumen ehdbla 7:

Grupo Porcentaje de | Numero de Porcentaje de | Rotaciones | Rotaciones
6-OHDA area- TH ir en | pasos de ajuste uso PDC en la| inducidas por| inducidas por
~ el estriado conPDCen | PC anfetamina | apomorfina
(n=13) lesionado PPA
Porcentaje de
células TH-ir r=0,7345 r=0,7014 r=0,2632 r=-0,2531 r=0,022
remanentes en *p<0,05 *p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
la SN
Porcentaje de
area- THiren el r=0,6268 r=0,5017 r=-0,2912 r=-0,057
estriado *p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
lesionado

Tabla 7: Resumen del analisis de correlacion entre las distintas variables (comportamentales e
histolégicas) del grupo 6-OHDA.
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Figura 17: Analisis de correlacion.Entre: (A) el porcentaje de area TH-ir en el estriado y el
porcentajede células TH-ir remanentes en la SN. Redio de 7 niveles coronales del estriado

de cada animal. Prueba de correlacién de Spearman, r=0,7345; *p<0,05 (B¥EB)nimero

de pasos de ajuste con la PDC en la PPA yrekeptaje de células TH-ir remanentes en la SN.
Prueba de correlacién de Spearman, r=0,7014; *p<0,05 (n€@B)l nimero de pasos de
ajuste con la PDC en la PPAy el porcentaje de area TH-ir en el estriado. Promedio de 7 niveles
coronales del estriado de cada animal. Prukbaorrelaciéon de Pearson, r=0,6268; *p<0,05
(n=13);(D) el porcentaje de uso de la PDC en la PC y el porcentaje de células TH-ir remanentes
en la SN. Prueba de correlacion de Spearman, r=0,2632 (r{El®ntre el porcentaje de uso

de la PDC en la PC y el porcentaje de arehir en el estriado. Prueba de correlacion de
Spearman, r=0,5017 (n=13).
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DISCUSION

La administracion de 8ug/3ul de 6-OHDA en 3 puntos del estriado de rata, segun
los parametros establecidos previameniegujo deficiencias comportamentales
claramente cuantificables con el menor grado de dafio inespecifico en los sitios de

inyeccion.

El dafio neuronal, determinado como porcentaje de células TH-ir remanentes en
la SN o como porcentaje de area TH-ir en el estriado, resultd ser variable entre los
animales lesionados pero ambas variables resultaron estar correlacionadas de manera
significativa. El rango de desnervacion dopaminérgica alcanzado indica un dafio
moderado de la via nigroestriatal. A pesar de eariabilidad en el dafio neuronal entre
los animales de este grupo, el comportamiemntéa PC revel6 una aquinesia severa de
la PDC en la mayoria de ellos; este He@ncontraria explicacion en que para esta
prueba seria mas importante la region delagk afectada por la 6-OHDA mas que la
extension de la lesion. Por otro lado, einportamiento en la PPA revel6 una cierta
variabilidad en el nimero de pasos realizados con la PDC entre los animales del grupo.
Este comportamiento estaria relacionado no solo con la regién estriatal afectada sino
también con la extension de la desnervacion dopaminérgica. La relacion entre la
extension de la desnervacion dopaminérgica y la performance en la PPA, en alésencia
drogas, ha sido descripta por varios grupdénkler y col., 1996; Kirik y col., 1998;
Chang y col., 1999).

De todo lo expuesto se desprende que:

La PPA, en este modelo, es una pruati#iable para relacionar fehacientemente
el resultado de esta conducta “forzadah el grado de desnervacion dopaminérgica
inducido por la administracion de 6-OHDAa sea determinado como porcentaje de
células TH-ir remanentes en la SN o como porcentaje de area TH-ir en el estriado. Este
ultimo es el parametro que mejor correlacignde hecho, el andlisis de la correlacion
permite pensar en una relacion lineal entre el nimero de pasos de ajuste con la PDC vy el
porcentaje de area TH-ir en el estriado lesionado. El andlisis de regresion lineal arroja la
ecuacion de una recta (datos no presentados) que, en teoria, permitiria a partir del

namero de pasos predecir el porcentajeadea TH-ir en el estriado lesionado o
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viceversa. Esto es de gran utilidad a la hora de seleccionar animales con diferente grado

de desnervacién dopaminérgica para nuestro modelo animal de la EP.

Por otro lado, para la PC se observa un nivel umbral en el porcentaje ddaiso de
PDC dentro del rango de desnervacion dopaminérgica determinado como porcentaje de
células TH-ir remanentes en la SN o como porcentaje de area TH-ir en el estriado. A su
vez, esta conducta espontanea establece una amplia diferencia respecto del grupo
Vehiculo, lo que facilitara analizar si existe de un beneficio terapéutico inducido por la
administracion de un farmaco, determinado como una mejoria del uso de la PDC,
equivalente a un porcentaje de uso de la PDC mayor al 25%. Este hecho resulta de gran
utilidad a la hora de establecer las dadevodopa y pramipexol, las cuales deberan
ser equipotentes y producir un beneficio terapéutico comparable en nuestro modelo

animal de la EP.

La respuesta de los animales lesionados frente a la administracion de anfetamina
y apomorfina resulté confusa y de dificil interpretacion. Posiblemente, en los animales
que presentaban las lesiones mas resvese haya inducido el fenémeno de
supersensibilidad desnervatoria y estos animales hayan contribuido a la diferencia
observada en el numero de vueltas contralaterales/minuto respecto del grupo Vehiculo
frente a la administracion de apomorfina. La evaluacion de la conducta rotatoria frente a
la administracion de anfetamina y de apomorfina tradicionalmente ha tenido su utilidad
para seleccionar animales lesionados, especial aquellos con una lesion severa
(revisado por Schwarting y Huston, 1996a, 1996b). En este trabajo las utilizamos como
parte de la caracterizacion del modelonsi desarrollado. Sin embargo, desde que
numerosos trabajos demostraron que la administracion de éstas drogas afecta el
comportamiento de los animales frente al tratamiento ulterior con farmacos anti-
parkinsonianos pfriming) (Delfino y col., 2004) en nuestro laboratorio dejamos de

utilizarlas co6mo método de seleccidn.
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CONSIDERACIONES PRELIMINARES

En esta etapa del trabajo nos propusimstsblecer y caracterizar un protocolo
de administracion de levodopa y de pramipexol, cuyas dosis elegidas produzcan una
mejoria de las deficiencias comportartedes inducidas por la desnervacion
dopaminérgica (beneficio terapéutico) y ademds, que dicha respuesta terapéutica sea

similar entre levodopa y pramipexol.

El protocolo de administracion farmacoldgica involucra la administracion oral y
el uso de los comprimidadisponibles comercialmente de levodopa y de pramipexol.
Esta forma de administracion de logonistas intenta simular algunas de las
caracteristicas del tratamientle un paciente parkinsoniano. En trabajos previos de
nuestro laboratorio y de otros grupos, ddministracion de levodopa se realizo
disolviendo el comprimido comercial en el agua de bebida de los animales, siendo ésta

la Unica fuente de liquido (Datla y col., 2001; Ferrario y col., 2004).

Como el fin dltimo de esta tesis es establecer el efecto del tratamiento con
levodopa y con pramipexol sobre la expresion de genes en el estriado, la duracion del
tratamiento es un factor importante a determiSabien se discute si un tratamiento es
agudo o crénico dependiendo de la duracion del mismo, en muchos trabajos en los que
se estudi6 el efecto del tratamiento prokhg con farmacos se establecio la duracion
del mismo en 3 semanas (Medhurst y col., 2001; Ferrario y col., 2003; Napolitano y
col., 2006; Marin y col., 2007; Marin y col., 2008). La duracion del tratamiento debe ser
tal que garantice que los animales se adapten al mismo. Ademas, debe ser
suficientemente largo para permitir monitaresl posible desarrollo de disquinesias,
fendmeno que puede ocurrir en forma gradual. Por dltimo, y no menos importante, la
duraciéon del tratamiento debe garantizamptsible modificacion en la expresion de

genes, los que son el eje de estudio de este trabajo.

Las dosis de los farmacos a utilizabdgan ser equivalentes, desde el punto de
vista terapéutico, y ser tales que garantiseraccion a nivel del SNC. Para obtener
estas dosis analizaremos el beneficio terapéutico de los farmacos sobre la aquinesia de
la PDC inducida por la desnervacion dopaminérgica de la via nigroestriatal (Konradi y

col., 2004). Este déficit conductual sera evaduaon la PC, segun la cual, los animales
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lesionados utilizan hasta un 25% la PDC a la lesion, como se establecié para el modelo
animal de la EP que desarrollamos. Para esto, en nuestro modelo animal, el beneficio
terapéutico sera establecido como una disoiin de la aquinesia, determinada por un
porcentaje de uso de la PDC mayor al 25% como consecuencia del tratamiento
farmacolégico. Como los farmacos se administraran en el agua de bebidandstiac

se evaluara durante el periodo de oscurikdciclo de luz/oscuridad de los animales,

ya que es cuando los mismos ingieren la mayor cantidad de liquido por ser animales de

actividad nocturna (Ferrario y col., 2004).

Una vez establecido el protocolo demawistracion, las dosis y el beneficio
terapéutico alcanzado con levodopa y pranopeprocederemos a analizar si el

tratamiento con dichos farmacos induce cambios en la expresion de genes.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la c&jistar (Facultad de Farmacia y Bioguimica,
Universidad de Buenos Aires) de entre 200 y 220 gr de peso corporal al inicio de los
experimentos. Los animales se mantuvieron en grupos de 3 o 4 individuos por jaula, con
libre acceso a comida y agua, en un ambiente con temperatura controlada (20 + 2°C) y
un periodo de 12 horas de luz-oscuriddd, acuerdo con las regulaciones locales
(SENASA, Argentina). Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales
se realizaron en conformidad con las normativas de la comision institucional local y la
Guia para el Cuidado y Uso de los animales de Laboratorio (Publicacion N°80-23/96,
National Institute of HealthNIH, USA).

Lesion intraestriatal con 6-OHDA

La cirugia se realizé bajo un estado afeestesia inducido por ketamina (60
mg/kg, Ketamina 50, Holliday Scott, Argentina) y xylazina (10 mg/kg, Kensol, Kénig,
Argentina). Para prolongar el efecto de lastasia durante el tiempo que dura la cirugia
10 minutos después de la dosis inicial seregéf@on 0,2 ml de ketamina por animal. El
animal se colocé en un marco estereotéxico (Stoelting Co., USA) y se procedi6é a
inyectar 8ug de 6-OHDA (base libre, 6-OHDA-HBr Sigma o MP Biomedicals, USA),
disuelta en 3ul de 0,02% de acido ascorbico en solucién salina (NaCl 0,9%), por medio
de una aguja 30G x 1”. Las inyeccionesesadizaron utilizando una bomba de infusién
continua (Stdelting Co., USA), a una velocidad de @JB6inuto a la altura del estriado
(Sitio 1: AP:+1,0 ML:+3,0 DV:-5,0;Sitio 2: AP:-0,1 ML:+3,7 DV:-5,0;Sitio 3: AP:-

1,2 ML:+4,5 DV:-5,0), en el hemisferio izquierdo. Al término de cada infusién la aguja
permanecié en el lugar durante un periodo de tiempo igual a la mitad del tiempo de
infusién para evitar el reflujo de liquido. Luego de retirar la aguja y de suturar el sitio de
la incision, los animales se colocaron en una cama térmica y se controlaron hasta

recuperarse de la anestesia.
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Determinacioén de la estabilidad de la solucién de pramipexol por HPLC

La estabilidad de la solucién de pramipexol en la botella se evalud por la técnica
de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para establecer la periodicidad de la
preparacion de la misma. Esta técnicaesdiza de rutina en el ININFA por personal
especializado. La pastilla de pramipexol se disolvio en el agua de bebida de los animales
(agua de la red). La solucion se filtr6 y se colocé en una botella color caramelo,
manteniéndola a temperatura ambiente durante 4 dias. La determinacion por HPLC se
realizé, por medicion de la altura del pico en el cromatograma de 4 muestras, al primer y

al cuarto dia de preparada cada solucién.

SoluciéanPeL;amipexol Dia 1 Dia 4
Promedio (n=4) 26886,25 28169,50
Desvio estandar 610,43 709,00

CV% 2,27 2,52
pH 6 6

Tabla 8: Determinacion de la estabillad de la solucidon de pramipexol.

Como puede observarse enTibla 8, no se encontraron variaciones en la altura
del pico en el cromatograma entre las medesodel dia 1 y del dia 4 de preparacion de
la solucion de pramipexol. En vista de estos resultados, y de la estabilidad de la levodopa
determinada en un trabajo previo por Bea y colaboradores (2004), establecimos

renovar las soluciones 3 veces por semana (Datla y col., 2001; Ferrario y col., 2004).

Generalidades del tratamiento farmacol6gico

Un mes después de la cirugia, los angsaon lesion moderada intraestriatal se
seleccionaron por la PC y la PPA, inclaogése en el experimento aquellos animales
que utilizaron la PDC en la PC hasta un 25% y que a la vez realizaron hasta un maximo

de 8 pasos, con la PDC en direccion izquierda, en la PPA.

Los animales se asignaron al azar a los distintos tratamientos y se alojaron de a 2
por jaula. Los animales fueron tratadas ¢evodopa o pramipexol. Los farmacos bajo
estudio son de uso clinico y se utilizaron los comprimidos comerciales:
levodopa/carbidopa (250/25 mg, Lebocar, &fiPharmacia, Argentina) y pramipexol

(2 mg, Sifrol, Boehringer-Ingelheim, Alemaj. Los comprimidos se disolvieron en
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agua de la red (agua de bebida de los animales), se filtraron las soluciones y se
colocaron en botellas color caramelo protegidas de la luz. Cada semana se monitoreo el
peso de los animales para ajustar las dsegisin la variacion del peso y del volumen de
liquido ingerido por los animales en estudiurante los dias de tratamiento. Es
importante resaltar que ésta fue la Unica fuente de liquido durante todo el tratamiento
(Datla y col., 2001; Ferrario y col., 2004).

La duracion del tratamiento fue de 3 semanas. Dicho periodo representa un
tiempo suficiente para lograr que los animales se adapten al mismo y al mismo tiempo
es suficiente para monitoreat posible desarrollo de disquinesias por efecto de los

farmacos Esquema 2.

Tratamiento
iR 3 semanas Estriado: IHQ TH
Rata = -
Perf
SemanaTO 1 2 3 f 4T‘H'5 6 7 fsl e uswn\
Pe PC PPA PC SN: IHQ TH

Esquema 2: Curso temporal general del experimento de caracterizacion del tratamiento
farmacologico.6-OHDA: 6-hidroxidopaminalC: prueba del cilindro; PPA: prueba de pasos de
ajuste; SNsubstantia nigralHQ TH: inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa.

Prueba del cilindro bajo efecto de los farmacos

En la tercer y Ultima semana de tratamiento, se evaluo el uso de la PDC en la PC
bajo efecto de los farmacoEqguema 3. Esta prueba se realiz6 como se describi
previamente en la seccidateriales y Métodos, Capitulpén un cuarto acondicionado
con luz roja como unica fuente de luz. El criterio de eleccion de las dosis de los
farmacos en estudio esta relacionado con la necesidad de asegurar la disponibilidad de
los mismos a nivel del SNC y para tal fin evaluamos el comportamiento de los animales
a través de la PC, esperando ver una disrdnuie la aquinesia de la PDC bajo efecto
del tratamiento (efecto terapéutico de la djo§h comportamiento de los animales se
evalué de noche (periodo de actividad de los mismos) ya que es cuando ingieren la
mayor cantidad de liquido y, por lo tanto, es cuando estan bajo el efecto de los
farmacos. La evaluacion de los animales se realizé en repetidas sesiones desde las 10
pm hasta las 6 am, ya que la frecuencia de bebida y el volumen de liquido varian entre

animales y a lo largo de la noche. Durante la PC los animales fueron observados
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minuciosamente para detectar la aparicion de disquinesias (Cenci y col., 1998; Lee y
col., 2000; Lundblad y col., 2002; Winkler y col., 2002; Larramendy y col., 2008).

Obtencién del tejido e inmunohistoquimica para TH

Al cabo de las 3 semanas de tratamiento y luego de 24 horas de lavado de las
drogas cada animal se perfundi6 y se extrajo el cerebro. En un micrétomo de
congelacion se realizaron cortes coronales a la altura del estriado y la SN de forma
seriada. La inmunohistoquimica para la enzima TH se realiz0 a nivel de dichas
estructuras. La deteccion inmunohistoquamitie realizada siguiendo el protocolo

descripto en la seccidateriales y Métodos, Capitulo |

Bajo microscopio se procedié a contar el nimero de células TH-ir en 4 niveles
de la SN de ambos hemisferios (4,80; 5,30; 5,80 y 6,04 mm posterior al bregma, segun
el atlas de Paxinos y Watson, 1986). Pdeerminar el grado de desnervacion
dopaminérgica de los animales, se sumaron los nimeros de células de los 4 niveles de
cada hemisferio y el valor obtenido en redmisferio lesionado se relativizé al del
hemisferio control, obteniéndose asi un porgiende células TH-ir reanentes en la SN

por animal.

Puesta a punto de la dosis de pramipexol

Siguiendo el protocolo experimental arridbascripto, se analizo la respuesta en
la PC de los animales bajo efecto del tratamiento con levodopa/carbidopa 170/17
mg/kg/dia, dosis que fue utilizada en un trabajo anterior de nuestro grupo (Ferrario y
col., 2004) y se determiné la dosis gwamipexol que indujo una respuesta
comportamental comparable. Para ello, en un primer paso realizamos una curva dosis
respuesta de pramipexol, en la cual comparamos el efecto de 3 dosis diferentes: i) 1,5
mg/kg/dia, i) 2,5 mg/kg/dia vy iii) 3,5 mg/kg/dia de pramipexol sobre el uso de la PDC

en la PC de noche.

Una vez seleccionada la dosis de pramipexol capaz de inducir un beneficio

terapéutico en la mayoria de los animales tratados, comparamos eltefapgutico
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alcanzado con la dosis de pramipexol selewma y la dosis de levodopa establecida
previamente. Para tal fin, en un dltimaigo independiente de animales se analiz6 el
porcentaje de uso de la PDC en la PC lefguto de los tratamientos en los siguientes
grupos experimentales: (a) Lesionado Agua (LA, n=6), (b) Lesionado Levodopa 170
mg/kg/dia (LL, n=6), (c) Lesionado Pramipexol 3,5 mg/kg/dia (LP, n=6). Un grupo de
animales normales recibié vehiculo (agueonformando el grupo (d) Normal Agua
(NA, n=5) Esquema 3. La eleccion de estos grupos experimentales tiene que ver con
el disefio del experimento de microarreglos,detalles del cual se veran mas adelante
(ver Capitulo IlI).

A
Vehiculo
6-OHDA Levodopa Estriado: IHQ TH
Pramipexol
Rata | Perfusién
Semana s 0 1 2 3 e 4fff5 6 7 A 8" N
PC PC PPA PC SN: IHQ TH
B
Vehiculo Estriado: IHQ TH
Rata | i
Perfi
Semana TO 1 2 3 T 4???5 6 7 TS 1 Perfusion
PC PC PPA PC SN: IHQ TH

Esquema 3: Curso temporal del experimento de caracterizacion del tratamiento
farmacologica (A) Protocolo correspondiente a los aales de los grupos LA, LL y LRB)
Protocolo correspondiente a los animalek gtapo NA. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; PC:
prueba del cilindro; PPA: prba de pasos de ajuste; SHubstantia nigra IHQ TH:
inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa.

Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism versién 5.00 para Windows.

(GraphPad Software, Sdbiego California USA www.graphpad.coim En todos los

casos un valor de p<0,05 se congidestadisticamente significativo.

Para el andlisis de comparacion entedoupos NA, LA, LL y LP se utilizo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallls en caso de relar en diferencias
significativas, como pruehaost hocse realizé la prueba de comparaciones mdltiples de

Dunn. Estas pruebas se realizaron para eoanpentre los grupos experimentales los
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resultados correspondientes a las variables “ptajgede uso de la PDC” en la PC bajo

efecto de los tratamientos y “porcentaje de células TH-ir remanentes” en la SN.

67



Capitulo Il- Resultados- Lic. Celia Larramendy

RESULTADOS

Curva dosis respuesta de pramipexol: efedtla dosis sobre la aquinesia de la PDC
enla PC

Para determinar la dosis de pramipexol que en nuestro modelo experimental
induzca un beneficio terapéutico, realizanbms curva dosis respuesta. Evaluamos el
efecto de 3 dosis de pramipexol sobre el uso de la PDC en la PC. Los animales con
lesion moderada intraestriatal presentaron una aquinesia de la PDC inducida por la
inyeccion de 6-OHDA en el cuerpo estriado. Esta deficiencia en el uso de la PDC,
evaluada mediante la PC fue establecida como un porcentaje de uso de la PDC menor al
25%. Esta deficiencia observada forma pdeeuno de los criterios establecidos para
seleccionar los animales con lesion moderadaResultados, Capitulg.IPor lo tanto,
el beneficio terapéutico inducido por el tratamiento farmacoldgico, en nuestro modelo,

fue determinado como un porcentaje de uso de la PDC mayor al 25% en la PC.

De las 3 dosis evaluadas, observamos que a partir de la dosis de 2,5 mg/kg/dia
de pramipexol, un alto porcentaje de animales mejoré la aquinesia de la PDC, utilizando
la misma por encima del 25% en la PC de noEfgu(a 18).
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Dosis (mg/kg/dia)

Figura 18: Curva dosis respuesta de pramipexolRespuesta de los animales con lesion
moderada en la PC bajo efecto del tratamiemin 3 dosis de pramipexol. Dosis (mg/kg/dia):
porcentaje de animales que presentaron un porcentaje de uso de la PDC mayor al 25%; 1,5: 11%
(n=9); 2,5: 63% (n = 11); 3,5: 75% (n = Ba linea de puntos indica el umbral de seleccién de

los animales lesionados.
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Elegimos la dosis de 3,5 mg/kg/dia para los experimentos siguientka.
eleccion de esta dosis se basa en aselgurespuesta terapéutica de pramipexol debido
a la variabilidad en la ingesta de la dosis que involucra el modo de administracién de los
farmacos utilizado. Por lo tanto, la dosie 3,5 mg/kg/dia es una dosis mayor a la
minima dosis (2,5 mg/kg/dia) capaz de inducir una disminucion de la aquinesia de la
PDC. Los animales que mejoraron el uso de la PDC bajo el tratamiento con 3,5
mg/kg/dia de pramipexol (n=6) presentaron un porcentaje promedio de uso de la PDC
de 50 + 7 (media £ S.E.M.). No se observaildarencias significativas en el porcentaje
de uso de la PDC en la PC entre los grupos 2,5y 3,5 mg/kgigisg 19).

1004

754

504

% uso PDC

251---

Dosis (mg/kg/dia)

Figura 19: Porcentaje de uso de la PDC en la PRespuesta de los animales que mejoraron

el uso de la PDC bajo el tratamiento con pramipexol 2,5 mg/kg/dia (n=7) y con pramipexol 3,5
mg/kg/dia (n=6). Media + S.E.M. Prueba de t para muestras independientes, pa0ij0&a de
puntos indica el umbral de seleccién de los animales lesionados.

Evaluacién del efecto de levodopa y pramipésobre el uso de la PDC en la PC

A continuacion, para determinar si las dosis de levodopa y pramipexol elegidas
resultaron equivalentes, comparamos el efecto sobre la aquinesia de la PDC en la PC del
tratamiento con 3,5 mg/kg/dia de pramipexol con el de 170 mg/kg/dia de levodopa. Los
grupos experimentales fueron Normal Agua (NA), Lesion Agua (LA), Lesién Levodopa
(LL) y Lesion Pramipexol (LP). Estos grupssran los grupos experimentales de interés
determinados segun el disefio del experimete microarreglos. En el grafico se
muestran para los grupos LL y LP los datos de los animales seleccionados que

mostraron una disminucion de la aquinesig&ad@DC bajo efectos de los tratamientos.
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El tratamiento con levodopa y con pramipexol produjo una disminucion de la
aguinesia de la PDC en comparacion con el grupo LA. No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de uso d@XC entre los grupos LL y LP. Como era de
esperarse, no se observo una preferencia en el uso de la PDC en el grupo NA (uso de la
PDC alrededor del 50%lrigura 20).
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Figura 20: Prueba del cilindro bajo tratamiento de los 4 grupos experimentaleMedia +
S.E.M. Prueba de Kruskal-Wallis y pruebacdenparaciones multiples de Dunn; *p<0,05 (NA,
n=>5; LA, LLYy LP, n =6).La linea de puntos indica el umbral de seleccién de los animales
lesionados

Para determinar el grado de desnervacién dopaminérgica alcanzado por la lesién
entre los grupos experimentales lesionadadizamos el porcentaje de células TH-ir
remanentes en la SN. No hubo diferencias en el grado de desnervacién de los animales
entre los grupos lesionados (LA, LL y LPidura 21).
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Figura 21: Porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN de los animales
correspondientes a los cuatro grupos experimentalebledia + S.E.M Analisis de la varianza
de un factor, seguido de prueba de comparasiomiltiples de Tukey, *p<0,05 (NA, n = 5; LA,
LLy LP, n=6).
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Evaluacién del efecto de las dosis de los facus sobre el desarrollo de disquinesias

Durante la evaluacion del uso de la PDC en la PC bajo efecto de los tratamientos
con levodopa y con pramipexol se observd minuciosamente a los animales a fin de
determinar la posible induccion de disquiias por parte de los farmacos. En ningun
caso se observo el desarrollo de disquinesias bajo efecto de la dosis de levodopa o de las

dosis de pramipexol evaluadas.
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DISCUSION

Establecimos un protocolo de administracion de levodopa y de pramipexol por
via oral. Las drogas se administraron disuatagel agua de bebida de los animales. La
dosis de pramipexol de 3,5 mg/kg/dia fue seleccionada dado que indujo una respuesta
terapéutica comparable a la de 170 mg/kg/dia de levodopa, dosis que fue utilizada en
trabajos previos del grupo (Ferrario y col.,, 2004). Por lo tanto, ambas dosis
seleccionadas fueron capaces de inducir una disminucion de la aquinesia de la PDC,
determinada, en nuestro modelo, como un porcentaje de uso de la PDC mayor al 25%

en la PC durante el periodo de oscuridad.

El beneficio terapéutico evaluado seguP(@ pareceria ser una respuesta aguda
inducida por ambos tratamientos, ya que la mejoria en el uso de la PDC no se mantiene,
por ejemplo, a lo largo de una noche, sine dicha respuesta se observa en un periodo
de tiempo durante la misma y depende de la toma de liquido. Esta respuesta, en aquellos
animales en los que se observa una disminucion de la aquinesia, aumenta gradualmente,
llega a un maximo y luego disminuye hastaagp@recer durante una noche de testeo (no
se muestran los datos). La respuesta maxima obtenida posiblemente se deba a un pico
de dosis, el cual depende de la cantidad de liquido ingerida por cada animal. El valor
gue se grafica es el promedio, entre los animales en los que el tratamiento resultd

efectivo, del valor maximo obtenido en cada noche de testeo.

En base a datos bibliograficos, la akion del tratamiento fue fijjado en 3
semanas. Con estas caracteristicas el tratdones considerado un tratamiento cronico
(Medhurst y col., 2001; Ferrario y col., 2003; Napolitano y col., 2006; Marin y col.,
2007; Marin y col., 2008). Este tiempo fudisiente para garantizar que los animales
se adapten al tratamiento y para analizar el posible desarrollo de disquinesias. En
nuestro modelo animal y con las dosidizadas no se observaron disquinesias en
ningun animal. La ausencia de disquinesias podria deberse al grado de desnervacion
dopaminérgica (Paillé y col., 2004), a la dosis y al modo de administracion de los

farmacos en estudio (revisado por Sharmay col.,)2010

El periodo de lavado se establecié enhddas para garantizar que los efectos

observados en la ultima etapa de este trabajo de tesis sobre la expresién de genes se
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deban a efectos debidos al tratamiento prolongado y no debido a efectos agudos de los

farmacos.
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CONSIDERACIONES PRELIMINARES

Levodopa y pramipexol son dos farmacosude frecuente en la terapéutica de

la EP, cuya administracion presenta ventajas y desverifajala 9):

Levodopa Pramipexol

Metabolito de la sintesis de Agonista de los receptores para
Accion farmacoldgica DA~ estimula receptoreg DA de la familia D2, mayor
para DA afinidad por los RD

No depende de la

Eficacia anti- -
progresion de la

Depende de la progresion de |a

parkinsoniana enfermedad
enfermedad
Neurotoxicidad? Antidepresivo
Otros efectos - .
Neuroproteccion? Neuroproteccion?
Movimientos
involuntarios anormales Alta induccién Nula o baja induccion

o disquinesias

Somnolencia, trastorno en el
Nauseas, vomitos, anorexja control de los impulsos (por

Otros efectos adversos ejemplo: juego compulsivo)
| Alucinaciones, ideacién anormal, psicosis
Episodios hipotensivos ortostaticos

Tabla 9: Ventajas y desventajas del tratamiento con levodopa y con pramipex{erez-
Lloret y Rascol, 2010).

Desde su introduccion, levodopa continda siendo la terapia farmacolégica de
eleccion en la clinica de la enfermedad, aunque en los ultimos afios se ha tendido a
retrasar el inicio del tratamiento con lasmia. En un primer momento dicho retraso se
basaba en la hipoétesis, sélo corroborada en estirdidgo (Mytilineou y col., 1993;

Basma y col.,, 1995), de que levodopa podria ser toxica para las neuronas
dopaminérgicas remanentes en la SN, debido a su metabolismo (y al de DA) altamente
oxidativo (Cheng y col., 1996). Actualmente, el retraso en la introduccion de levodopa
se basa en evitar o retrasar la aparicion de los efectos adversos. Debido a la relevancia
de estos efectos adversosnstituidos en su mayoria por movimientos involuntarios
anormales o disquinesias, se han pubibicaaumerosos trabajos sobre los efectos
funcionales y moleculares de levodopa en modelos animales de disquinesias (revisado
por Santini y col., 2008; por Berthet y Bezard, 2009; por Pisani y Shen, 2009). Sin
embargo, dichos efectos de levodopa subsisten mas alla de la discontinuidad del

tratamiento, ya que la severidad de lasgdinesias no disminuye con la suspension
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temporal del mismo (Rascol, 2000b). Este hecho refleja efectos y adaptaciones de larga
duracién que involucran cambios en la expresion de genes (revisado por Canales y
Graybiel, 2000b; por Damier, 2000; por Linazasoro, 2005).

Respecto de pramipexol, existen fuertes evidencias clinicas que lo relacionan
con una menor induccion de disquinesias (PSG, 2000) pero su potencia terapéutica es
menor que la de levodopa y, por lo tantogeneral se lo utiliza en etapas tempranas de
la enfermedad (Holloway y col., 2004; revisado por Constantinescu, 2008). Ademas, a
pramipexol se le han atribuido acciones neuroprotectorastro e in vivo, las cuales
ejerceria a través de diferentes mecanisfans-apoptoticos, antioxidantes, antitoxicos
e induccion de factores neurotréficos), aunque los estudios al respecto en pacientes no

son concluyentes (revisado por Constantinescu, 2008).

La regulacion de genes en distintos aspe relacionados con la EP ha sido
estudiada utilizando la tecnologia de microarreglos (en modelos animales, en tejidos
post mértem de pacientes, en animales y pacientes bajo el efecto del tratamiento con
levodopa, entre otros). Ademas, también se ha estudiado la regulacion a nivel proteico
(proteoma: conjunto de proteinas expresadas en un momento dado bajo una determinada
condicion) y su relacion con el desarrollodisquinesias. Sin embargo, hasta la fecha
no existen trabajos en los que se haya analizado el efecto del tratamiento con

pramipexol sobre la regulacién de geimesivo.

En vista de la importancia de las terag@snacoldgicas en la clinica de la EP,
del amplio uso de levodopa y de pramipexale las grandes diferencias, clinicas y
farmacoldgicas, que existen entre ambos farmacos, nos propusimos estudiar los efectos
de dichos farmacos a nivel de la expresion de genes. Para estudiar dichos efectos y
adaptaciones inducidos por Idasatamientos utilizaremos ldecnologia de los
microarreglos de ADN la que permite evaluar laxpresion de miles de genes
simultaneamente. En este trabajo utilizamos el recurso bioinformatico DAVID para el
analisis de ontologia de genes y la visualizacion de las vias KEGG enriguecidas (ver
mas adelante en esta seccion). Como fuese oportunamente mencionado en la
introduccion de esta tesis, los microarregle ADN no dejan de ser una herramienta de
primera aproximacion cuyo principal valore@sde permitir elaborar nuevas hipétesis y
el de identificar elementos inesperados. De esta manera, esperamos que los genes que se

expresan/modifican su expresion bajo efed¢olos tratamientos a largo plazo, en el
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estriado desnervado de aquellos animales en los cuales el tratamiento resulte efectivo,
den indicios sobre su relacién con i) el/los mecanismo/s por el cual los farmacos ejercen
su accion farmacologica, i) la respuestatar@ anti-parkinsoniana, iii) los posibles
mecanismos de neuroproteccion/indemnidad celular y/o iv) los cambios moleculares

gue subyacen al desarrollo de disquinesias.

El uso de la expresion génica como hamienta de estudio de primera aproximacion

Desde el descubrimiento de los mecanismos de transcripcion y traduccion, el
andlisis de la expresion de los genes, ya sea a nivel del ARNm o a nivel de proteinas, se
convirti6 en una metodologia de estudioulifizacion imperativa en todas las areas

biolégicas.

El estudio de expresion de genes involucra una gran variedad deos)étotie
ellos los microarreglos de ADN para el analisis de expresion del ARNm. Esta técnica es
una herramienta poderosa para estudiar la actividad de una enorme cantidad de genes
simultineamente, permitiendo obteneonclusiones sobre las funciones y la
importancia de genes especificos y via®leculares, en sdiintas condiciones
fisiologicas y celulares (revisado por Waillky Hughes, 2008). Cabe resaltar que si bien
el ARNm es, por supuesto, un intermediariol@rsintesis de proteinas a partir de la
informacién codificada en el ADN, en la mayoria de los casos es razonable asumir que

los niveles de ARNm son representativos de los niveles proteicos.

Mientras que el genoma es comun a todas las células de un organisnemy es,
general, estatico durante toda la vida del mismo, el transcriptoma (conjunto de todos los
ARN que se expresan en un momento dado bajo una determinada condicion) es
altamente dinamico y cambia en respuesta a estimulos externos y en situaciones de
enfermedad o patoldgicas. La terminologia “perfil de expresion de ARNm” se utiliza
para el analisis del transcriptoma medianteulantificacion simultanea de los niveles de
ARNmM expresados a partir de un gran numero de genes. El tamafio y la comgkejidad
esta informacion excede ampliamente aguelle se puede obtener usando técnicas
tradicionales como el anadlisis p&orthern blot o por RT-PCR en tiempo real

cuantitativa (qQRT-PCR, revisado por Walker y Hughes, 2008).
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Los microarreglos han sido descriptos como un arrdgio inglés array)
ordenado de elementos microscépicos sobre una superficie plana (soporte sélido) que
permite la unién especifica de genes o productos de genes. Requiere que todos los
elementos analiticos (gen o productos génicos) tengan una ubicacién Unica en la
superficie y que estén organizados en codiguracion uniforme y equidistante. Esto
permite una identificacion precisa durante el andlisis subsecuente (revisado por
Chaudhuri, 2005). Se han desarrollado distintos tipos de microarreglos que varian segun
la naturaleza del materisbndaanclado al soporte del mismo, el cual puede ser ADNCc,
ARNmM, proteinas, pequefias moléculas g@iucleotidos), tejidos o cualquier otro
material que permita el anadlisis cuantitativo de genes. misoarreglos de
oligonucledtidosconsisten en conjuntos de sondas de oligonucleotidos, generalmente d
25 nucledtidos de longitud, que representan miles de genes y que son sintetizados
directamente i situ) sobre un soporte solido por fotolitografia. Para cada gen, hay
entre 11 y 20 pares de sondas de oligaios diferentes. Cada par de sondas

pertenece a un conjunto de sondas de una molécula de ARN producida por un gen.

Un par de sondas consiste en una secuencia sentido y una secuencia antisentido.
Multiples sondas son utilizadas para cada gen para distinguir entre hibridacién
especifica e inespecifica. El primer tipo de sonda de cada par se conocpetfatio
match(PM) y son 25 bases tomadas de la secuencia géilisagundo tipo de sonda se
conoce comanismatch(MM) y es creada cambiando la base numero 13 de la secuencia
PM para reducir la tasa dmion especifica del ARNm para ese gen. El objetivo de los
MM es controlar la variacién experimental y la unién inespecifica de ARNm de otras

partes del genoma. Estas dos sonBdtsy MM, son un par de sonddsdura 22).

R T
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4 Millones de cadenas de ADN
E 4 construidas sobre cada parcela

6,5 millones de parcelas
en cada GeneChip® array Cadena real =
25 pares de bases
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Figura 22: Tecnologia de microarreglos. (AJmagen de un chip (soporte sélido)Aféymetrix.
(B) Esquema simplificado que representa tauesura de un chip de microarreglo.

Las muestras de ARN (élanco) se preparan, se marcan (radioactivamente o
mediante fluorescencia) y se hibridan coraehy. Los arrays son escaneados y las
imagenes son producidas y analizadas pataner un valor de intensidad para cada
sonda. El promedio de las diferencias PN#Npara todos los pares de sondas de un
conjunto de sondas es usado como indicexgeesion para el gede interés (revisado

por Suéarez y col., 2009).

Los experimentos de microarreglos son en general complejos, generan una
inmensa cantidad de datos y requieren un planeamiento cuidadoso. La calidad, integridad
y pureza de la muestra de ARN blanco es de fundamental importancia para llevar a cabo
el experimento con éxito. En la actualidad, mediante microcaptura por laser se logro
aislar poblaciones de ARNm de regiones muyueéias, incluso de una sola célula, y por
la alta capacidad de amplificacion del ADNae se ha logrado puede utilizarse la
tecnologia de microarreglos para conaplas (Mikulowska-Mennis y col., 2002;

Kamme y col., 2003).

Esta tecnologia es muy valiosa para identificar novedosos mecanismos en la
regulacion de la produccidon de proteinas y para refinar los conocimientos sobre vias
moleculares conocidas en el contexto dprt@edmica y del metaboloma (conjunto de
metabolitos que se pueden encontrar en una muestra biolégica en un momento dado
bajo una dada condicién). También favoretelescubrimiento de genes sensibles a
drogas y de las subestructuras quimicasiadas a respuestas genéticas especificas.
Las aplicaciones clinicas actuales incluyandesarrollo de biomarcadores para la
clasificacién en subgrupos de enfermedaa gnonitoreo de la progresion de la misma
(revisado por Verducci y col., 2006). Las &eake aplicacion dentro de las ciencias
humanas son variadas e incluyen endocrinologia, microbiologia, inmunologia,
oncologia, toxicogendmica, desarrollongtca y gerontologia (revisado por Mello-
Coelho y Hess, 2005).

Dentro de los objetivos del uso de microarreglos se incluyen los enumerados en
la Tabla 10:
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Perfil de expresion de genesomparacion del nivel de expresion de genes bajo diferentes
condiciones, como salud y enfermedad, ludgaodistintas intervenciones terapéuticas y
siguiendo la exposicién a drogas y a radiacion.

Localizacion de la expresion de genaentificacion de genes Unicos relacionados |con
diferentes organelas subcelulares y tejidos.

Funcién génica analisis del comportamiento dengs en relacion a vias metabdlicas
especificas como sefializacion celular y apoptosis.

Caracterizacion génicacaracterizacion de genes en un organismo y comparacién gon un
organismo de referencia.

Polimorfismos de un Unico nucleétiddeteccién de diferencias en nucleétidos Unicos
entre muestras gendmicas obtias de organismos similares.

Tabla 10: Aplicaciones de la técnica de microarreglfrevisado por Chaudhuri, 2005).

Andlisis e interpretacion de los datos de un experimento de microarreglos

Luego de la hibridacion de l@srays, los mismos se visualizan obteniendo una

imagen digitalizada mediante un escaner optiaguia 23).

A La iluminacién con laser del array hace que los fi de ADN hibridados brillen B

D (LP1) 4_{RaGene-1_0-st-v1).CEL

] ]
!ie

ADN no hibridade

&

=) ﬁ ] P
ADN hibridado %

Figura 23: Tecnologia de microarreglos. (A)Esquema que representa la hibridacion de la
muestra marcada sobre el ch{B) Imagen obtenida de un microarreglo de rata luego de la
hibridacion y la digitalizacién de la imagen

Estas imagenes deben ser sometidas a la correccion del fondo (en inglés,
background para ajustar las uniones inespecifidadluorescencia de otros quimicos,
etc. En el siguiente paso de la etapgmeprocesamiento, los nuevos datos corregidos
son normalizados para ajustar las diferengjae no son de naturaleza bioldgica sino
mas bien de naturaleza técnica, y resumidos, de tal modo que los valores normalizados
de las multiples sondas para el mismo gen son combinados en un Unico valor

representando el nivel consenso de expresion de cada gen.
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Luego del pre-procesamiento, los pasos siguientes comprenden la determinacion
de cuales genes son expresados diferencialmente, y la anotacion des amrellma

descripcion funcional asignadagguema 4.

Analisis de imagenes

Pre-procesamiento « Ajuste del background

@ « Normalizacion

«Estimacién «Filtrado «Agrupamiento

Analisis
Expresion diferencial
Integracion de los datos Enriguecimiento  Analisis de vias
funcional metabolicas

Esquema 4:Metodologia general del analisis e intetpogdn de los datos de un experimento
de microarreglos.

Visualizacion de la expresion génica: graficos Heatmaps

Las matrices de expresion, por su alta dimensionalidad y por la complejidad de
los analisis, son un reto interesante para la visualizacion de informacion. En una matriz
de expresion hay tres entidades principaleslucradas: genes, condiciones y niveles
de expresion. Ademas, es interesante limrapatrones de comportamiento en la
expresion de determinados grupos de getdna de las técnicas de visualizacion
fundamentales para la representacion deiceatrde expresion y su estructura es el

mapa de calor beatmap

Un heatmapes una representacion 2D de la matriz, donde las filas representan
genes y las columnas condiciones (o viceveisg)a 24). Cada nivel de expresion se
representa como un cuadrado de color en la posicidon correspondiente a su gen y a su
condicion. El color depende del nivel de eegén, y suele seguir una escala bi o tri-
color, tipicamente de rojo (baja expresion) a negro (expresion media) y a verde (alta
expresion). La interaccion confeatmapsuele permitir cambiar las escalas de colores,
reordenar en funcion de grupos, hacer zoobmesta matriz, distorsionar ciertas areas,

buscar por nombres genes o condiciones, antes aplicaciones. La visualizacion de
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patrones se obtiene reordenando los elementos de la matriz segun, por ejemplo, los

grupos encontrados por algin método de andlisis (Wilkinson y Friendly, 2009).

Entidad Heatmap
Gen Ejey
Condicion Ejex
Nivel de expresion Color
Estructura Reordenacion
A1
A2
A3
| B1
B2
B3

W o
= L =
QL O C
OO0 Q2

G

Figura 24: Esquema representativo de urmeatmapy las entidades del mismoEn

este caso cada fila representa una condi@oa B). A1-A3 serian réplicas biologicas

de la condicion A, mientras que B1-B3 s@riréplicas bioldgicas de la condicién B.
Cada columna representa un gen (genl-genl0). Cada casilla de color representa el nivel
de expresion del gen, por ejemplo, el color verde indica un alto nivel de expresion vy el
color rojo un bajo nivel de expresion. El arbol de barras sobre la izquierdeadeiap

da idea de cuan parecidas son dos 0 mas muestras entre si, segun el comportamiento de
los genes determinados como diferenciales. Asi es que las muestras A1 y A2 son mas
parecidas entre si que la A3, y a su vedasolas muestras de la condicién A son mas
parecidas entre si que las muestras de la condicidbn B, respecto de los niveles de
expresion de los 10 genes en todas las muestras.

Caracterizacion funcional: Ontologia de genes

La ontologia de genes (GO, del inglgsne ontologyes lo primero en lo que se
piensa cuando se pretende extraer genes de una lista y darles sentido en un contexto
bioldgico (Werner, 2008). Una ontologia es una estructura formal de conocimiento.
Consiste de universos (entidades, clasesceptos o términos) y de la relacion entre
ellos. Es una base de datos curada por expertos que asigna los genes a \aigsscate
funcionales (Thomas y col., 2007). Es una drarramienta para conocer qué genes de
una lista pertenecen juntos a términos de una de las ramas GO, afwatién

molecular, proceso biolégico y componente celulgkisten tres vocabularios GO
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estructurados y controlados (ontologias), cada uno provee un tipo de informacion
especifica sobre un gen o una proteina: Iuscién molecular, 2) el proceso biologico

en el que esta involucrado y 3) el compartimento celular donde actia (Lomax, 2005).

La anotacion funcional de genes es una forma de capturar lo que se sabe sobre
ese gen. Estas anotaciones proveen cada vez mas informacion para los investigadores,
pero si las diferentes especies se anotan en diferentes bases de datos, ¢como podemos
captar y usar esa informacion de la mejmanera? Haciendo de las anotaciones un
conjunto comun y compartido de vocabularios. El proyecto GO provee una herramienta
poderosa para capturar y analizar esfarinacion de manera independiente de la
especie. Este proyecto es el resultado de un trabajo de colaboracion que trata la
necesidad de descripciones consistentes de productos de genes hedifaerdns
bases de datos. Hay tres aspectos neosspdra concretar este trabajo los cuales
incluyen el desarrollo y mantenimiento de las ontologias en si mismas, la anotacion de
los productos génicos (lo cual implica haesociaciones entre las ontologias y los
genes y productos de genes en las bases de datos que colaboran) lynppeeld
desarrollo de herramientas que faciliten la creacién, el mantenimiento y el uso de las

ontologias [ttp://www.geneontology.ojg

El proyecto GO provee una ontologia de términos definidos que representa las
propiedades del producto génico. Como mencionamos precedentemente, la ontologia
cubre tres dominios: i) la funcion molday ii) el proceso biolégico y iii) el
componente celular. La ontologia estawedtirada como un grafico aciclico directo y
cada término tiene relaciondsfinidas con uno o0 mas términos en el mismo dominio y
a veces en otros dominios. El vocabulario €834 disefiado para ser neutro, desde el
punto de vista de las especies bioldgicas e incluye términos aplicables a procariotas y

eucariotas, a organismos simples o multicelulares.

Funcion molecular: describe actividades, conaztividades catalitica® de unién que
ocurren a nivel molecular. Los términos G@hcion molecular representan actividades
mas que entidades (moléculas o complejos) que realizan acciones y no especifica gdénde o
cuando o en qué contexto dicha accién se lleva a cabo. Las funciones moleculares
generalmente corresponden a actividadespgeden ser realizadas por productos de genes

individuales, pero algunas actividades semlizadas por complejos ensamblados |de

productos génicos. Ejemplos de témos de funcion molecular amplios sanotividad
catalitica actividad de transportadoio unién ejemplos de términos mas especificos son
actividad de adenilato ciclasaunién al receptor Toll
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Proceso bioldgico:describe una serie de eventos lograda por uno 0 mas conjuntos
ordenados de funciones moleculares. Sonampamnes o grupo de eventos moleculares gon

un principio y fin definidos, pertinente al funcionamiento de unidades vivas integradas
(células, tejidos, drganos, y organismos). Ejemplos de términos de grandes prpcesos
biol6gicos sonproceso fisiolégico celularo transduccién de sefialeEjemplos de
términos mas especificos sproceso metabolico pirimidina transporte alfa-glucosido
Puede ser dificil distinguir entre un progdsiolégico y una funcién molecular pero Ia
regla general es que un proceso debe tener mas de un paso diferente.

Un proceso bioldgico no es equivalente a wia; hasta el presente GO no trata |de
representar la dinamica o la dependencia que requiere describir completamerfde una

Componente celular:describe utomponente de la célula o el ambiente extracelular pero
con la condicién de que es parte de algun objeto mayor. Esto puede ser una esfructura
anatémica, como por ejemplel, reticulo endoplasmatico rugosoel nicleo,0 un grupo
de productos génicos, como por ejempiiliosoma proteosomaso un dimero de
proteinas

Hay dos maneras de continuar el analisis bioldgico mas alla de la ctadifica
GO: yendo al nivel molecular, que incluye el andlisis de redes regulatorias y
promotoras, o empleando el vasto conocimiento acumulado en la literatura para llevar a
cabo el analisis de vias. Las vias se emf@ainteracciones funcionales vy fisioldgicas
entre genes, mas que en utilizar la informacion GO de los genes individuales de cada
via. Por lo tanto, es interesante mapeésia de los genes diferenciales sobre vias pre-
compiladas para dilucidar cadenas de eventos completas a partiresulcsdos de un
experimento de microarreglos. No todos tnapas son igualmente adecuados para un
analisis de microarreglos. Las vias metabolicas son controladas en graa padid
eventos basados a nivel de proteinas, no observables en los microarreglos ya que soélo se
monitorean niveles estables de ARNm. Las cascadas de sefalizacién basadas en
guinasas tampoco involucran necesariamente cambios en los niveles de ARNm. El
mejor caso para el andlisis de vias basadas en resultados de microarreglos son aquellas
que estan directamente acopladas a la transcript@onmovo (vias de sefializacion
transcripcional). La mayoria de las herramientas para analisis de vias recaen sobre bases
de datos pre-compiladas de estudios a graale&sle la literatura, lo que requiere la
actualizacion constante debido al continueconiento de la misma. Los esfuerzos de
actualizacion de estas bases exceden los recursos de los grupos académicos
involucrados, es por esto que la base de datos KEGG es la mas comprometida con esta
tarea convirtiéndose en la base méamfiable y ampliamente utilizada por los

investigadores (Werner, 2008).
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KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Un gran reto en la era post-genGmica es la representacidon computacional
completa de la célula, el organismo, el ecosistema, y la biosfera, lo cual permitira la
prediccion computacional de procesos lkeeks de mayor nivel de complejidad y
comportamiento de organismos basandose en la informacion gendémica y molecular.
Siguiendo este objetivo se ha estado @elando un recurso bioinformatico llamado
KEGG como parte de un proyecto de investigacion de los laboratorios Kanehisa en el
Centro de Bioinformatica y del Centro Genoma Humano de la Universidad de Kyoto

(http://www.genome.jp/kegd/

La base de datos KEGG PATHWAY es una coleccion de diagramas y graficos
dibujados manualmente, llamadawapas de vias KEGGrepresentando vias
moleculares para metabolismo, procesamiento de la informacion genética,
procesamiento de la informacion ambiental, otros procesos celulares, enfermedades
humanas y desarrollo de drogas. Cada via esta identificada por 5 nimeros precedidos de
alguna de las siglamap, ko, ec, rny un codigo de tres o cuatro letras segun el
organismo. El mapa de via se dibuja y dealiza con la anotacién que se muestra en la
Figura 25. El mapa de via sin colorear es la version original, el cual es dibujado
manualmente utilizando un programa llamado KegSketch. Los mapas con color son

generados computacionalmente.
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Figura 25: Mapas KEGG. Representaciones graficas y leyendas de los elementos que forman
parte de los mapas de las vias KEGG.

DAVID Bioinformatics (the database for r@notation, visualization and integrated
discovery)

El andlisis de datos de una gran lista de genes es una tarea muy importante y
necesaria para completar los experimentos de las tecnologias de alta transferencia y con
esto poder comprender el significado biolégdm las listas de genes resultantes. El
analisis de tal volumen y complejidad de datos es una tarea desafiante, lo que requiere el

apoyo de paquetes de programas especiales.

DAVID es un recurso bioinformatico para mejorar el andlisis de datos en la
anotacion funcional, particularmente ertudgs de proteOmica y de microarreglos

(http://david.abcc.ncifcrf.qoy/ Este programa es capaz de extraer el significado o las

caracteristicas biologicas asociadas a laligéss de genes. DAVID, introducido en
2003, asi como las numerosas herramiesitaiares disponibles, (GoMiner, GOstat,
Onto-express, GoToolBox, FatiGO, GFINDer, GOBar y GSEA) trata varios aspectos
del desafio del analisis funcional de exteristas de genes. Aunque cada herramienta
tiene distintas debilidades y fortalezas, todas adoptan una estrategia comun para mapear
sistematicamente un gran numero de geleiterés de una lista sobre la anotacion
biolégica asociada a dichos genes (por ejemplo, los términos GO), y luego resaltar
estadisticamente las anotaciones biol6gicasesepresentadas (enriquecidas) de miles
de términos asociados y contenidos. El iaigade enriqguecimiento es una estrategia
prometedora que incrementa la posibilidad de los investigadores de identificar los
procesos bioldégicos mas pertinentes a los fenésbajo estudio. El andlisis de dichas
listas de genes es de hecho, un procedimiexploratorio, computacional, mas que una

solucion puramente estadistica (Huang day col., 2009).

Validacion de los resultados ded@xperimentos de microarreglos

La tecnologia de microarreglos representa el punto de partida para la
identificacidbn de genes expresados diferalmente bajo determinadas condiciones

experimentales. Sin embargo, es necesario y conveniente confirmar la expresion

85



Capitulo Ill — Consideraciones preliminaresLic. Celia Larramendy

diferencial de aquellos transcriptos que resultan de mayor interés mediante otras
aproximaciones experimentales. Por lo taetcandlisis masivo de la expresion génica
habitualmente se complementa posteriori con técnicas cuantitativas o semi-
cuantitativas, tanto a nivel del ARNm (tales como gRT-PCR, hibridanidsitu, o
Northern blo} o bien de las proteinas codificadas por dichos ARMfasternblot o
inmunohistoquimica). La necesidad de validar mediante técnicas alternativas los
resultados obtenidos de experimentosnderoarreglos se debe a que la variacion
biolégica entre individuos y las diferentes poblaciones génicas de interés pueden causar
variacion en los resultados @erays. Esto puede dificultar la interpretacion de los
resultados, especialmente en aquellos casos en los que es complicado identificar las
causas de la variacion como las debidas a razones técnicas, a la variacién bioldgica
natural o a un resultado real. Por lo tanto, la reproducibilidad @eray a otro debe
demostrase respecto de la variacion técnigmhpgica, mientras que la veracidad de los
resultados debe ser confirmada comparandolos con los resultados obtenidos por
metodologias comdorthern bloto qRT-PCR. Los pasos criticos en los cuales se
introduce variacion técnica son la hidrigizon (por ejemplo, debido a la pureza del
ARN), la eficiencia de la amplificacion del ADNc y el marcado, el lavado y la lectura.
Por eso deben utilizarse controles positivasegativos para controlar la calidad de la
muestra y la performance técnica delay. Por ultimo debe tenerse especial atencién
debe tenerse en la seleccidon de los gerted software utilizado pa la normalizacion

de los datos crudos asi como en el método estadistico utilizado para evaluar dichos

datos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho tecepa Wistar (Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires) de entre 200 y 220 gr de peso corporal al inicio de los
experimentosLos animales se mantuvieron en grupos de 3 o 4 individuos por jaula, con
libre acceso a comida y agua, en un ambiente con temperatura controlada (20 + 2°C) y
un periodo de 12 horas de luz-oscuridad, de acuerdo con las regulaciones locales
(SENASA, Argentina). Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales
se realizaron en conformidad con las normativas de la comision institucional local y la
Guia para el Cuidado y Uso de los animales de Laboratorio (Publicacion N°80-23/96,
National Institute of HealthNIH, USA).

Lesion intraestriatal con 6-OHDA

La cirugia se realizé bajo un estado de anestesia inducido por ketamina (60
mg/kg, Ketamina 50, Holliday Scott, Argentina) y xylazina (10 mg/kg, Kensol, Kénig,
Argentina). Para prolongar el efecto de la anestesia durante el tiempo que insume la
cirugia 10 minutos después de la dosisiahise reforzé con 0,2 ml de ketamina por
animal. El animal se colocé en un marco estereotaxico (Stoelting Co., USA) y se
procedid a inyectar 8 pg de 6-OHDA (base libre, 6-OHDA-HBr Sigma o MP
Biomedicals, USA), disuelta en 3 ul 6602% de acido ascorbico en solucion salina
(NaCl 0,9%), por medio de una aguja 30G x 1". Las inyecciones se realizaron utilizando
una bomba de infusién continua (Stoelting Co., USA), a una velocidad de 0,56
ul/minuto a la altura del estriad&®ifio 1: AP: 1,0 ML:+3,0 DV-5,0;Sitio 2: AP:-0,1
ML: 3,7 DV:-5,0; Sitio 3: AP:-1,2 ML:+4,5 DV:-5,0), en el hemisferio izquierdo. Al
término de cada infusion la aguja permanecié en el lugar durante un periodo de tiempo
igual a la mitad del tiempo de infusion dedaina para evitar el reflujo de liquido. Se
suturd el sitio de la incisién. Los animales se colocaron en una cama térmica y se

controlaron hasta recupesa de la anestesia.

87



Capitulo lll — Materiales y Métodos Lic. Celia Larramendy

Protocolo experimental

Se utilizaron 3 grupos independientes de animales (réplicas biologicas o
bloques) con lesion intraestriatal moderadairgiiyeron en el experimento aquellos
animales que utilizaron la PDC en la PC hasta un 25% y que a la vez realizaron hasta un
maximo de 8 pasos, con la PDC en direccion izquierda, en la PPA. Los animales se
alojaron de a 2 por jaula y fueron asignadbsizar a cada grupo experimental. Los
animales lesionados fueron sometidos al tratamiento por 3 semanas con
levodopa/carbidopa 170/17 mg/kg/dia (LL), pramipexol 3,5 mg/kg/dia (LP) o vehiculo
(agua, LA). Las drogas se prepararon y se administraron como se detallé en la seccion
Materiales y Métodos, Capitulo. IAdemds, un cuarto grupo de animales normales fue
tratado con vehiculo como control (NA). Se realiz6 la PC bajo efecto del tratamiento
durante la tercera semana del mismo. Los animales se decapitaron al cabo de las 3
semanas de tratamiento, luego de un periodo de lavado de los farmacos de 24 horas en
promedio. Se diseco el estriado lesionado para extraer el ARN total. El mesencéfalo
ventral, conteniendo la SN, se colocé en PFA para realizar la inmunohistoquimica para

TH y determinar el grado de desnervacion dopaminérgica de los aniEsdesiina 3.

A
Vehiculo " - 4
Diseccién estriado "
6-OHDA Levodapa Extraccion de ARN - Microarreglos
Pramipexol
Rata 1 Extraccion
Semana ?0 1 2 3 1. 4*{*5 6 7 ? 8 ' cerebro \
Fijacion SN ——» |HQ TH
PC PC PPA PC .
B
) Diseccion estriado i
Vehiculo ¥ Extraccion de ARN Nt
Rata j Extraccion
Semana ?0 1 2 3 f 4***5 6 7 ? 8 ' cerebro \
Fijacion SN ——» IHQ TH
PC PC PPA PC .

Esquema 5: Curso temporal del experimento. (AProtocolo correspondiente a los animales
lesionados con 6-OHDA(B) Protocolo correspondiente a los animales norméaissos
protocolos se repitieron para cada réplicadgica. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; PC: prueba
del cilindro; PPA: prueba de pasos de ajuste; ARN: &cido ribonucleicasublstantia nigra
IHQ TH: inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa.

Eleccion y preparacion de las mueas del experimento de microarreglos
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Se utilizaron tres réplicas biologicas bloques. Los gruposxperimentales
fueron: Normal Agua (NA), Lesion AguélLA), Lesion levodopa (LL) y Lesion
Pramipexol (LP). Luego del tratamiento seleccionaron al azar 4 animales de los
grupos NA y LA de cada bloque. De los animales bajo tratamiento con levodopa y
pramipexol se seleccionaron al azar 4 amesig@lor bloque de entre aquellos en los que
se observé una disminucion de la aquinesia de la PDC en la PC (equivalente a un
porcentaje de uso de la PDC mayor al 25%) bajo efecto de los farmacos. Se extrajo el
estriado izquierdo y se realizarguools de 4 para cada grupo de cada bloque
(Napolitano y col., 2002), de los cuales se extrajo el ARN total y, luego del protocolo de

preparacion de la muestra, se hibridizdé en un chip o microarreglo de AGUNZ 26).

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Estriado [[NA LA LL LP|||[NA LA LL LP|||[NA LA LL LP|
ARN [[NA LA LL LP|[|[NA LA LL LP|||[NA LA LL LP]|
Microarreglo || 1 2 3 4|5 6 7 8]/|[9 10 11 12]

Figura 26: Disefio del experimento de microarreglosNA: normal/agua; LA: lesién/agua;
LL: lesion/levodopa; LP: lesion/pramipexol, ARN: acido ribonucleico.

Obtencién del tejido

Al cabo de las 3 semanas de tratamiento, y luego de un periodo de lavado de las
drogas de 24 horas, los animales se sacrificaron por decapitacion. Se extrajo el cerebro
en fresco y se lo cortdé coronalmente conubisa la altura del hipotalamo. El estriado
lesionado o izquierdo se disecO a 4°C reanos de 3 minutos y se lo congelo
inmediatamente a -80°C para, posteriormente, extraer el ARN total. El mesencéfalo
ventral se colocé en PFA 4% durante 8 hgas el proceso de fijacion por inmersion,
cumplidas las cuales se crioprotegio en solucién de sacarosa 30% en PB 0,1M por 48
horas. El tejido se cortdé en un micr6tomo de congelacién en secciones coronales de 40
pum de espesor, las cuales se recolectardorara seriada en 5 tubos. Para corroborar el
grado de desnervacion dopaminérgica de cada animal por inmunohistoquimica para TH
se selecciond un tubo al azar, de entre los 5 tubos.
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Inmunohistoquimica para TH

La deteccidon inmunohistoquimica fue ieatla siguiendo el protocolo descrito
en la secciorMateriales y Métodos, Capitulg ton algunas modificaciones debido a
gue el mesencéfalo ventral, conteniendo la &N\gisec6 en fresco. La inhibicién de la
peroxidasa enddgena se realizé cogOHO0,5% y la inhibicion de las reacciones

inespecificas se realizé con suero normal de cabra 2%.

Bajo microscopio se procedié a contamé@mero de células TH-ir en 4 niveles
de la SN de ambos hemisferios (4,80; 5,30; 5,80 y 6,04 mm posterior al bregma, segun
el atlas de Paxinos y Watson, 1986). Pdeterminar el grado de desnervacion
dopaminérgica de los animales, se sumaron los numeros de células de los cuatro niveles
de cada hemisferio y se relativizé al hef@fio control, obteniéndose asi un porcentaje

de células TH-ir remanentes en el hemisferio lesionado por animal.

Extraccion de ARN total

Los estriados lesionados o izquierdos (en el caso de los animales normales)
disecados de las 3 tandas de animalgg®@eesaron para el aislamiento y purificacion
del ARN total utilizando un kit para tejido lipidicQkgen RNeasy Lipid Tissue Mini
kit, Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucme del fabricante. Todos los reactivos
mencionados fueron provistos en el kit. Durante todo el procedimiento se trabajé en
condiciones libre de RNAsas. Cagaol de 4 estriados izquierdos (por grupo y por
bloque) se homogeniz6 en 1 ml de QIAZOL en un homogenizador manual de 1,5 ml
(Kontes, USA) y posterior paso por jeringa y aguja 23G. El homogenato se incubé por 5
minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 200 ul de cloroformo y se agito
por 15 segundos, incubdndose por otros 2-3 minutos a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugé a 12000 g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa superior, que
contiene al ARN, se colecté en un tupose agregd un volumen de etanol 70%,
otorgandole a la muestra lasncliciones apropiadas para la union a la membrana de la
columna del kit. Salvo que se indique lo contrario en los pasos que siguen luego de cada
centrifugacion se descart6 el eluido. La muestra se transfirio a una columna RNeasy y
se centrifugd por 15 segundos a 8000 g. Para eliminar los contaminantes, se agregaron
700 ul de buffer RW1 y se centrifugd 158ados a 8000 g. Se agregaron 500 ul de
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buffer RPE a la columna y se centrifugd por 15 segundos a 8000 g. Este paso se repitid
y la muestra se centrifugd por 2 minutos a 8000 g. La columna se colocé en un nuevo
tubo y el ARN de alta calidad fue eluido con agua libre de RNAsas por centrifugacion a

8000 g por 1 minuto, obteniéndose un volumen final de 40 pl por muestra. Las muestras

se conservaron a -70°C hasta su utilizacion.

Cuantificacion y determinacion de la calidad y pureza del ARN total

La concentracion del ARN total en las muestras se cuantificoO midiendo la
absorbancia a 260 nm (A260 nm) en un espectrofotometro (Amersham). La pureza de
las muestras (presencia de contaminantesbserben en el espectro UV) se determind
midiendo la relacion entre la absorbancia a 260 y a 280 nm (A260/280) y entre 260 y
230 (A260/230). Una relacién de A260/280~2,0 es generalmente aceptada como
indicativa de ARN “puro”. Una relaciénoosiderablemente menor puede indicar la
presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes con una absorbancia alrededor de
280 nm. Los contaminantes organicos, como los fenoles y otros compuestos aromaticos,
el TRIzol y algunos reactivos utilizados en la extraccion de ARN absorben luz a 230
nm. Las muestras con una relacion 260/230 menor a 1,8 tienen una presencia importante
de contaminantes organicos que podrian interferir con otros procedimientos, como RT-
PCR, disminuyendo su eficiencia. La integridad de la muestra se determiné por medio
de electroforesis en gel de agarosa 12%isualizacion de las bandas de ARN
ribosomal 28S y 18S con bromuro de etigioun transiluminador UV (Fotodyne, USA)
(Figura 27).

Ejemplo: Muestra X

16l 8l 4ul

(]

w

28S

ot
n

18S
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Figura 27: Determinacion de la clidad y pureza del ARN total. (A)Las bandas de ARN
ribosomal 18S y 28S son claramente visibles cuando la muestra de ARN esta intacta. Una
muestra cuyo ARN estd degradado se visual@ao un chorreado de bajo peso molecular,
como se puede observar endalle central de la imagedmomada deApplied Biosystems
Website (B) Fotografia que ilustra una corrida de distintos volimenes de una muestra de prueba
de ARN extraida en nuestro laboratorio.

Las muestras de ARN cumplieron lsgjuientes requisitos para poder ser

procesadas mediante la técnica de microarreglos: Concentea@jbnug/ul; A260/280:
1,8-2,2; A260/230: 1-ZTiabla 11).

Muestra A230nm A260nm A280nm A320nm A260/230nm A260/280nm Qag/pl)

NA1 0,178 0,285 0,137 0,009 1,60 2,08 2,28
LAl 0,078 0,165 0,076 0,000 2,11 2,17 1,32
LL1 0,164 0,254 0,119 0,002 15 2,13 2,03
LP1 0,166 0,246 0,113 0,000 1,48 2,18 1,97
NA2 0,147 0,310 0,143 0,002 2,11 2,17 2,48
LA2 0,194 0,252 0,117 0,001 1,30 2,15 2,02
LL2 0,133 0,288 0,134 0,002 2,17 2,15 2,30
LP2 0,180 0,294 0,137 0,002 1,63 2,15 2,35
NA3 0,194 0,379 0,173 -0,004 1,95 2,19 3,03
LA3 0,179 0,355 0,165 0,003 1,98 2,15 2,84
LL3 0,250 0,427 0,224 0,051 1,71 191 3,42
LP3 0,183 0,384 0,180 0,004 2,10 2,13 3,07

Tabla 11: Datos correspondientes a las muestras destinadas al experimento de
microarreglos. Dilucién 1/20 erbuffer Tris HCI 10 mM, pH 7,0. Paso optico de la cubeta: 1
mm. Volumen final de muestra obtenido: 4Gplagua libre de RNAsas. Cc: concentracion.

Procesamiento de las muestras por la técnica de microarreglos

Los pasos de transcripcion inversa, mdeoca hibridizacion de las muestras para
los microarreglos se llevaron a cabo porspaal especializado en el Instituto de
Investigaciones Fisiolégicas y Ecoldgicas ulaclas a la Agricultura (IFEVA), en la

Facultad de Agronomia de la UBA. El IFEVA cuenta con la plataforma Affymetrix.

El GeneChip® Rat Gene 1.0 ST Arrag el Gltimo producto de la familia de
arrays de expresion de Affymetrix que abarca el transcriptoma completo de rata. Cada
uno de los 27342 genes esta representadoamaglpor 26 sondas, aproximadamente,

dispersas a lo largo de la longitud todi@l gen, garantizando un cuadro completo y
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preciso de la expresion del mismo. Lrasléculas de ADN semtd, son generadas a

partir de 100 ng de ARN total. Bkray tiene un contenido de genes con la anotacion

mas actualizada. El andlisis de nivel de expresion de genes de mutimdes sobre
diferentes exones es resumido en un valor de expresion representando todos los
transcriptos del mismo gen. El disefio @getay estd basado en anotaciones de
secuencias y genes obtenidas a partir de distintas bases de datos y agrupa sondas en un

set de sondas a nivel de genEslfa 12).

Especificaciones Rat Gene 1.0 ST Array
NUmero dearrays 1
Tamario 5pum
Longitud de las sondas de oligonucleétidos 25-mer
NUmero total de sondas distintas 722254
Cadena interrogada Sentido
Numero de sondas por gen (resolucion) 26 (mediana)
NUmero estimado de genes 27342
Set de sondas a nivel de genes sdgisembl 26008
Set de sondas a nivel de genes con transcripto 9916

longitud completa supuest@énBanky RefSe}

Noviembre 2004 (UCSC rn4; Baylor HGSC

Genome assembly build 3.4)
TranscriptoRRefSeq NN_turados y provisorios, no Abril 3, 2007 (10084)
predichos
Transcriptos supuest@enBankde longitud completg Enero 25, 2007

399 set de sondas a nivel de exones
putativos de genes supuestos

1153 set de sondas a nivel de introneg
supuestos de genes supuestos

Controles positivos (genes de expresion constituti

Controles negativos

Controles de hibridacion bioB, bioC, bioD, cre
Sondas ddbackground Set anti-gendmico
Controles poly-A dap, lys, phe, Thr
Cantidad de material 100 ng

Tabla 12: Caracteristicas de lo&SeneChip® Rat Gene 1.0 ST Array.
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Muestra de ARN total
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Figura 28: Descripcion esquematica del mtocolo de la técnica de microarreglas
Brevemente, a partir de 100 dg ARN total se sintetizé &iDN doble cadena con hexameros

al azar marcados con una secuencia promotora de T7. La doble cadena de ADNc fue luego
utilizada como molde y amplificadpor la polimerasa de ARN T7 produciendo varias copias de
ARNCc antisentido En el segundo ciclo de sintesis de ADNc, los hexameros al azar fueron
usados como cebadores de la transcripcionrsavdel ARNc del primer ciclo para producir
ADN simple cadena en la orientaciéantido Para fragmentar en forma reproducible el ADN
simple cadena y aumentar la robustez del ensaydilizé una técnica novedosa donde el dUTP

es incorporado en el ADN durante la reacciornrdescripcion inversa de la primera cadena del
segundo ciclo. Este ADN simple cadena fue luego tratado con una combinacion de UDG (del
inglés,uracil DNA glicosilasgy APE 1 (del inglésapurinic/apyrimidinic endonucleasg fjue
especificamente reconocen los residuos dUTP no-naturales y rompen la caddvid. del

ADN fue marcado con TdT (del ingléserminal deoxynucleotidyl transfergseon el
Affymetrix® proprietary ADN Labeling Reageqtie esta covalentemente unido a biotina.
Tomado y adaptado déeneChi@® Whole Transcript Sense Target Labeling Assay Manual de
Affymetrix ®.
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Validacién de los resultados del experento de microarreglos por qRT-PCR

Para validar los resultados del experimento de microarresgteccionamos un
cierto numero de genes diferencialagglizamos el analisis de expresion por la técnica
de gRT-PCR. Utilizamos el sistema de PCR en tiempo real 7500 y el Software 7500
v.2.0.3 (Applied Biosystems, Foster City, CASA). La técnica se realizé en un anico
paso usando el kRower SYBR Green RNA-to-CY 1-step siguiendo las instrucciones
del fabricante (Applied Biosystems, Fos@ty, CA, USA). El volumen final de cada
reaccion fue de 12,5 pl. La mezcla incluy6 6,25 pl de la mezcla RT-PCR (2x), 0,1 ul de
la mezcla de la enzima RT (125x), y un volumen variable deriosers (forward y
revers¢ (Tecnolab S.A) y de agua ultrapura lilse nucleasas. La retrotranscripcion se
realiz6 a 48°C durante 30 minutos. Luego de la activacién de la enzima 10 minutos a
95°C, se realizé la amplificacion del amplicon en 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y de
1 minuto a 60°C. Se utilizaron 2,5 pl de la muestra de ARN. Por ultimo, debido a la
utilizacion del sistema de deteccion SYBR Green, se realizo la curva de disociacion (en
inglés,melt curve al final de la etapa de amplificacién para confirmar la especificidad
del producto de PCRF{gura 29).

Cada muestra se analizé por triplicado (réplicas técnicas). Por cada par de
primersy cada concentracion de los mismos realizamos un control sin muestra (NTC;
del inglés,non template contrpl también por triplicado, para descartar la posible
formacion de dimeros deimers

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

Tm: 8263
Tempersture (°C)
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Figura 29: Curva de disociacion En esta imagen se muestra un ejemplo de la curva de
disociacién correspondiente a uno de los paregriuers disefiados para amplificar un
fragmento de uno de los genes seleccionados. La amplificacién del mismo amplicon en cada
muestra y sus triplicados se observa comainieo pico con un Unico Tm (temperatura de
melting. Las curvas sin amplificacion que se observan en la parte inferior del grafico
corresponden a los NTCs, corriders paralelopor triplicados.

El método de cuantificacion que utilizamos fue el dCT (Livak y
Schmittgen, 2001). Este es un método de cuantificacion del nivel de expresion del gen
de interés relativo al nivel de expresida un gen endogeno y relativo al nivel de
expresion del gen de interés en una muekdsignada como “calibradora”. Para tal fin,
antes de cada experimento y luego dscddar la posible contaminacion con ADN
(control sin RT; debido al método de extcidon de ARN), realizamos las curvas de
rango dinamico para cada par mhémers (Figura 30) para determinar la eficiencia de

amplificacion.

Las muestras de ARN fueron luego testeadas en el rango de concentracion donde
la pendiente de la curva estandar del gen de interés y del gen enddbgeno fue
aproximadamente 3,3 (aceptamos el rango 3,1 a 3,5), que representa una eficiencia del
100 + 10%) Figura 31).

En todos los casos el punto correspondiente a la muestra pura se elimino de la
curva estandar ya que en la curva de rango dinamico se observd saturacion de la

reaccion.

Amplification Plot
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Figura 30: Curva de rango dinamico Cada conjunto de curvas corresponden a la muestra
puray a diluciones al décimo de dicha muestra.
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Standard Curve
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Figura 31: Curva estandar. Se grafican los CTs (del ingléscle thresholdl correspondientes
a cada dilucion y se obtiene una recta, de la cual el programa calcula la pendiente y la eficiencia.

Las secuencias de Ipsimers utilizados en esta etapa se pueden observar en la
Tabla 13. A excepcién de loprimers utilizados para amplificar GFAP, el resto fue

disefiado utilizando el programa Primer Express® version 3.0.

Sdl‘;rllt;c:: (r?l\;I:) Forward primer (5'—3’) Reverse primef5'—3’)
Nrda2 100 | TGCCTT CTC CTG CATTGC T GTT CCT TGA GCC CGT GTC TCT
Psmd14 150 | GGC TGA TTC ATC GCT GTG TCT GCA GCG CCT CAC AAT CAA
GFAP E 5(5)8 CAG AAG CTC CAA GAT GAAACC AA | TCT CCT CCT CCA GCG ACT CAAC
Ndufal2 150 | TGC CAC CCT CGA CAC CTT CCC GGA AGT GCT AGG AAC AG
OIr1375 100 | CTG CAC ACC GCC ATG TACTT GAG GAG AAG CAG ACA TCC ACA AA
Hprt 100 | ACC CTC AGT CCC AGC GTC GT CGA GCAAGT CTT TCAGTC CTG TCC A
GAPDH | 400 | CGGATT TGG CCG TAT TGG CAA TGT CCA CTT TGT CAC AAG AGA A

Tabla 13: Secuencias de Igsrimersutilizados en los experimentos de validaciomR: reverse
primer, F:forward primer

Los genes de interés evaluados por qRT-PCR fuéata2 (o Nurrl, nuclear
receptor subfamily 4, group A, membégr2smd14(proteasome (prosome, macropain)
26S subunit, non-ATPas&4), GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Marie-Claire y
col., 2004),Ndufal2 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcompléexy 12
OIr1375 (olfactory receptor 1376 Los genes enddgenos utilizados fuetdART
(hipoxantina-guanina fosfimosil transferasa) yGAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
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deshidrogenasa) para determinar los niveles relativos de expresion de éss gen
diferenciales seleccionados. El aumentbadenbio en la expresién se determin6 con
respecto al valor promedio de los valodesla muestra designada como “calibradora”,
arbitrariamente definido como 1. La designacion de una muestra como calibradora

depende del gen analizado.

Analisis estadistico

Se utilizd el paquete estadistico @m®ad Prism version 5.00 para Windows.

(GraphPad Software, Sdbiego California USA www.graphpad.coim En todos los

casos un valor de p<0,05 se congidestadisticamente significativo.

Para el analisis de comparacion entre los grupos NA, LA, LL y LP de la variable
porcentaje de uso de la PDC en la PC bajo efecto de los tratamientos se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis y, en caso de resultar en diferencias significativas,
como pruebgost hocse realizé la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Para la
variable porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN se utilizé el Andlisis de la
varianza de un factor (ANOVA), seguido geueba de comparaciones multiples de
Tukey. Cuando se comparo el porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN de todos
los animales que mejoraron la aquinesia de la PDC en la PC de los grupos LL y LP se

utilizé la prueba de t para muestras independientes, *p<0,01.

El analisis de las imagenes, la normalizacion y el andlisis estadistico de los datos
se realiz6 en colaboracion con el Dr. Elrf@rnandez de la Universidad Catodlica de
Cordoba. Brevemente, los valores de expresion a nivel de genes fueron obtenidos
mediante la aplicacion del algoritmo RMA (del ingIRebust Media Averagyélrizarry
y col., 2003). Para la determinacién de demes expresados diferencialmente entre las
distintas condiciones experimentales siizat el estadistico "t" moderado (Smyth,
2004). Todos los algoritmos se corrieron en la plataformanRwy(r-project.org con
librerias de softwaree Bioconductorvyww.bioconductor.ory Establecimos un valor
limite del valor de p<0,05 y un nivel de cambidotd change> 0,3. El analisis de
ontologia de genes se realizé con la plataforma DA\DRtgbase for Annotation,

Visualization and Integrated Discovéripnttp://david.abcc.ncifcrf.goy/
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RESULTADOS

RESULTADOS COMPORTAMENTALES

Efecto del tratamiento con levodopa y con pramipexol sobre el uso de la PDC en la
PC

Analizamos el efecto de los farmacos sobre la aquinesia de la PDC en la PC
durante la tercera semana de tratamiento. Del total de animales que fueron tratados con
levodopa y pramipexol, el 73% y el 54% respectivamente, disminuyd la aquinesia de la
PDC en la PC. De entre estos animalesleccionamos al azar 12 por grupo y
analizamos el porcentaje de uso de la PDC en la PC. Como esperabamos, levodopa y
pramipexol produjeron una mejoria en el uso de la PDC, en comparacion con el grupo
LA; incluso se obtuvieron porcentajes promedios de uso de la PDC similares a los del

grupo NA(Figura 32 A). Este patron de comportamiesi® observo en las tres réplicas
biolégicas(Figura 32 B, C, D)
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Figura 32: Prueba del cilindro bajo tratamiento. (A) Porcentaje de uso de la PDC en la PC

bajo tratamiento de los animales seleccionguira el experimento de microarreglos de los
grupos experimentales NA, LA, LL y LPrueba de Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones
multiples de Dunn; *p<0,05 (n=12 por grup{}, C, D) Porcentaje de uso de la PDC en la PC
bajo tratamiento de los animales selenados para el experimento de microarreglesada
bloque o réplica bioloégica (n=4 por grupo experimental, por bloddejlia + S.E.M.
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Al analizar el porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN, respecto del
grupo NA, los 12 animales de los grupbé, LL y LP, seleccionados para el
experimento de microarreglosresentaron una lesibn moderada de la via nigroestriatal
como consecuencia de la administracion6®@HDA en el estriado. Sin embargo, se
obtuvieron diferencias significativas en el portaje de células TH-ir remanentes entre

los grupos LL y LRFigura 33).

» 1207 %
2 B
§ 100 ——
=
(1]
E 80
X —
E —
E 40+ —— ——
=]
g 209 g
=S Lo
C T 1 T
NA LA LL LP

Figura 33: Porcentaje de células TH-ir remanentes eta SN de los animales seleccionados
para el experimento de microarreglosAnalisis de la varianza de un factor, seguido de prueba
de comparaciones multiples de Tukey, *p<0,05 (n=12 por grupo). Media + S.E.M.

La diferencia en el porcentaje de células TH-ir remanentes se observo en una muestra
seleccionada para el experimento de micegfos de los grupos LL y LP. Analizamos

esta variable para todos los animalesodegrupos LL y LP que mejoraron la aquinesia

de la PDC en la PC, seleccionados o0 no para el experimento de microgFeglos

34). Los resultados del analisis muestran que esta diferencia se mantuvo entre el total de
los animales de los grupos LL y LP que mejoraron el uso de la PDC en la PC,

seleccionados o no para el experimento de microarreglos
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Figura 34: Porcentaje de células TH-ir remanentegn la SN.En este gréafico se representan

todos los animales que mejoraron la aquinesia de la PDC en la PC de los grupos LL y LP.
Prueba de t para muestras independientes, *p<0,01 (LL: n=16, LP: n=15). Media + S.E.M.
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La diferencia hallada en el numero de células TH-ir remanentes en la SN entre
los grupos LL y LP promueve el planteo darias hipotesis. Esta diferencia podria
deberse a: i) un sesgo introducido en la asignacion de los animales lesionados a los
grupos experimentales ( a pesar de que fueron asignados al azar), debido a la
variabilidad en el grado de desnervacion dopaminérgica, propio del modelo animal
(efecto pre-tratamiento) o ii) a un efecto lde drogas sobre la supervivencia celular
(efecto post-tratamiento). Ninguna de edigmdtesis puede ponerse a prueba con este
disefio experimental, sin embargo disponemos de herramientas o evidencias que

favorecen la discusién al respecto.

Si la raz6n de esta diferencia se debe a un sesgo introducido en la asignacion al
azar de los animales lesionados a lospgs experimentales entonces deberian
observarse diferencias en el comportamiento de los animales antes del comienzo de los
tratamientos. En particular, en nuestro modelo animal, el nimero de pasos en la PPA se
correlaciona con el porcentaje de células TH-ir remanentes en la SN (seccion
Resultados, Capitulo, IFigura 17). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias
significativas en el nUmero de pasos de ajuste con la PDC en la PPA entre los grupos
LL y LP de los animaleseleccionadopara el experimento de microarreglos (p=1,000)
(Figura 35 A), ni en el nimero de pasos de ajuste con la PDC en la PPA entre los
grupos LL y LP detodos los animales lesionados asignados a dichos grupos
experimentales (p= 0,905) que mejoraron el uso de la PDC bajo efecto de los farmacos
(Figura 35 B).
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Figura 35: Prueba de pasos de ajuste antes deldip de los tratamientos farmacol6gicosle

(A) los animales seleccionados para el érpento de microarreglos (n=12 por grup(®) de
todos los animales que mejoraron la aquinesia 8#C bajo efecto de los tratamientos. Prueba
de t para muestras independientes, p>0,05 (LL: n=16 y LP: n=15). Media + S.E.M.
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Por lo tanto, podemos descartar que la diferencia en el porcentaje de células TH-
ir remanentes en la SN entre los animales desnervados tratados con levodopa o con
pramipexol se deba a un sesgo introduciddaeasignacion al azar de los animales
lesionados a los tratamientos.

De la observacion de los datos crudos notamos una tendencia en los animales
tratados con pramipexol: aquellos animales con mayor porcentaje de células TH-ir
remanentes tenian un mayor porcentaje dedesla PDC en la PC de noche. Por lo
tanto analizamos la relacion entre el porcentaje de células TH-ir remanentes y la
respuesta en la PC bajo efecto de tésmacos. Graficamos ambas variables y
realizamos un andlisis de correlacififigura 36). La respuesta en la PC frente al
tratamiento con pramipexol se correlaciondrera significativa con el porcentaje de
células TH-ir remanentes en la @Rgura 36 B).
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Figura 36: Andlisis de correlaciéon entre las variables porcentaje de uso de la PDC en la
PC bajo tratamiento y porcentaje de células TH-ir remanentes en la SHe todos los
animales que formaron parte de los grupgpedmentales en los tres bloques o réplicas
bioldgicas. (A) Grupo LL: Prueba de correlacién de Pearson r=0,1257 (n=21,01580;

p=0,5872).(B) Grupo LP: Prueba de correlacién de Pearson r=0,7321 (n=26,5859;
*p<0,0001).

Otra forma de visualizar la relacidque observamos entre el porcentaje de
células TH-ir remanentes en &\ y la respuesta en el cilindro de los animales bajo
tratamiento con pramipexol es comparando el porcentaje de células TH-ir remanentes
de los animales que usaron la PDC méas de un 25% (animales que mejoraron la
aquinesia inducida por la lesion bajo efedébtratamiento) con el porcentaje de células
TH-ir remanentes de los animales quaras la PDC hasta un 25% (animales que no
mejoraron la aquinesia inducida por la ledi@jo efecto del tratamiento). El resultado

de este andlisis puede observarse é&iglara 37.

102



Capitulo lll — Resultados- Lic. Celia Larramendy
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Figura 37: Porcentaje de células TH-ir remanentes en la SNEn este grafico se representan

los animales bajo tratamiento con pramipexd®)(gue mejoraron la aquinesia de la PDC (R) y
de los que no mejoraron kEquinesia de la PDC (NR) da PC.Prueba de t para muestras

independientes, *p<0,01 (LPR n=15, LPNR n=11). Media + S.E.M.

Claramente existe una relacion entre el porcentaje de células TH-ir remanentes
en la SN y la respuesta terapéutica, determinada como habilidad de uso de la PDC en la

PC, inducida por el tratamiento con pramipexol.

La segunda hipotesis, que trata sobre usibp® efecto de las drogas sobre la
supervivencia celular (efecto postatamiento), podria discutirse a partir del analisis de

la expresion de genes inducida por levodopa y con pramipexol.

RESULTADOS A NIVEL DE EXPRESION GENICA

Expresion génica inducida por los ag@®tas dopaminérgicos en el estriado

desnervado

Las comparaciones mas relevantes arrojaron un gran niumero de genes anotados

gue se expresan diferencialmente en el estriado desnefaida (4).

Comparacion p<0,05 p<0,01
LL-LA 1182 216
LP-LA 773 102
LL-LP 2299 583

Tabla 14: Nimero de genes anotados expresados diferencialmente en el estriado desnervado,
para dos valores de p y sin restriccion del nivel de carfddtb¢hange)le la expresion génica.
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Los niveles de cambio en la expresionloe genes diferenciales de todas las
comparaciones resultaron ser bajos; aparentemente no hubo genes cuya expresion se
modificé en gran medida a causa de los tratamientos. Por lo tanto, pensamos que quiza,
los tratamientos modificaron la expresion de grupos de genes relacionados

funcionalmente, en vez de modificar la eegi6n de genes particulares o individuales.

A fin de obtener la mejor informacién a partir de este gran namero de genes
diferenciales, analizamos las vias KEGG enriquecidas segun el nivel de cambio
establecido. Finalmente, fijamos los parametros emalor de p<0,05 y un nivel de
cambio > 0,3 Esto generd el siguiente numero genes anotados diferenciales para

cada comparacion:

p<0,05 y nivel de cambi@ 0,3

Comparacion N° de genes anotados
LL-LA 240
LP-LA 189
LL-LP 549

Tabla 15: Genes diferenciales entre comparaciones para un valor de p<0,05 y un nivel de
cambio> 0,3.

El tratamiento por 3 semanas con levodopa o con pramipexol modifico la
expresion de un gran numero de genes en el estriado desnervado de animales con

lesibn moderada nigroestriatal.

LL-LA

LP-LA

402

LL-LP

Figura 38 Numero de genes diferencialesEn el grafico se muestra el nimero de genes
exclusivos de una dada comparacién y el nimero de genes en comdn entre comparaciones
(intersecciones)ntre estos genes diferenciales de cada comparacion: hay un cierto nimero de
genes que son exclusivos de una dada compardtay 24 genes que aparecen a la vez en las
comparaciones LL-LA y LP-LA, hay un cierto nimero de genes que aparecen tanto en la
comparacion LL-LP y LL-LA (100) o LP-LA (47).
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Como puede observarse entddla 15y en lafigura 38, al comparar con el
tratamiento con vehiculo, el tratamiento con levodopa modifico el nivel de los ARNm
de 240 genes mientras que el tratamiento con pramipexol modificé el nivel de los
ARNmM de 189 genes. Sin embargo, el mayor numero de genes diferenciales se observé
al comparar el tratamiento de los dos farmacos en esthdios 549 genes de la
comparacion LL-LP denotan grandes diferencias en cuanto a los efectos del

tratamiento con levodopa o con pramipexol sobre la expresién de genes.

Si bien, la mayor parte de los genes egpresion diferencial son especificos de
cada comparacion, existe cierto grado de solapamiento entre ellas, como puede
apreciarse en laigura 38. Ademas, en cada comparacién un porcentaje dado de genes
presentaup-regulationde los niveles de sus ARNm, mientras que el resto de los genes
presentadown-regulationde los niveles de sus ARNm, como se puede apreciar en la
Figura 39.
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Figura 39: Porcentaje de genes diferenciale&l grafico representa el porcentaje de genes
diferenciales para las comparaciones LL-LA-LRy LL-LP. Las barras blancas representan
up-regulation(valores positivos del nivel de cambidadd chang¢ y las barras negratown-
regulationde los niveles de los ARNm (valores negativos del nivel de canfbld ohangé.

Dado el gran numero de genes difeciales que se obtuvieron para las
comparaciones mas relevantes, a continuagétizamos un analisis descriptivo que
comprendio la visualizacion de los resultados de dichas comparaciones por medio de
graficosheatmap la determinacion del porcentaje de genes que pragemegulation
de los niveles de sus ARNm y del porcentaje de genes que présentaegulationde
los niveles de sus ARNm vy las vias enriquecidas KEGG. Ademas, los genes
diferenciales que pertenecen a cada vi&&Eenriquecida fueron sefialados sobre los
mapas KEGG correspondientes para facilitavitaalizacion y comprension de estos

resultados. Por ultimo, como cada gen emisimo es un resultado y un gran aporte de

105



Capitulo lll — Resultados- Lic. Celia Larramendy

este trabajo, en lo&péndices I, 11 y llise encuentran las listas completas de los genes
diferenciales para cada comparacion. EAmdndice I\Vse encuentran los resultados y
la lista de genes diferenciales para la comparacion LA-NA.

Comparacién grupos Lesionado Ledopa (LL)- Lesionado Agua (LA)
Efecto del tratamiento con levodop sobre la expresion de genes

El tratamiento por 3 semanas con 170tig7kg/dia de levodopa/carbidopa en el
agua de bebida modificé la expresion de 240 genes en el estriado lesionado de los
animales 6-OHDA (LL) con respecto a losraales 6-OHDA que recibieron solo agua
(LA). Estos genes permitieron diferenciar ambas condiciones, como puede observarse
en laFigura 40.
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Figura 40: Heatmapresultante de la comparacion LL-LA El color de la casilla indica el
nivel de expresidn absoluto: el color rojo indica bajo nivel de expresion y el color verde indica
alto nivel de expresion. Cada columna represantgen y cada fila un microarreglo, es decir,
una réplica biologica para cada condicion de la comparacion.

De los 240 genes cuya expresion se vio modificada en esta comparacion, el 62%
presentd elevados niveles de sus mensajatiesitras el 38% presentd bajos niveles de
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sus mensajeros en la condicién i(la lista completa de genes se detalla efpéindice

). Algunos de los genes de esta larga lista formaron parte de las vias KEGG
enriguecidas, las cuales fueron reveladas mediante el andlisis de ontologias utilizando el
recurso bioinformatico DAVIDTabla 16). Por lo tanto, el analisis de ontologias reveld

las siguientes vias enriquecidas KEGG:

Via KEGG Término N° de genes
rno03010 Ribosoma 13
rno00190 Fosforilaciopxidativa 6
rno05012 Enfermedadk Parkinson 7
rno04740 Transduccidoifatoria 21

Tabla 16: Vias KEGG enriquecidas en la comparacion LL-LA.

En la condicién LL se obserwip-regulationde los niveles de los mensajeros de
todos los genes de las vias KEGG Ribosofigufa 41), Fosforilacion oxidativa
(Figura 42) y Enfermedad de ParkinsoRigura 43), en relacion con el tratamiento con
agua (LA) de los animales con lesion moderaigroestriatal. Excepto uno de ellos, el
resto de los genes de la via Enfermedad de Parkinson son los mismos que los
enriquecidos en la via Fosforilacion oxidativa. Los genes involucrados en la via
Transduccion olfatoria son genes deemores olfatorios; se observo tanip-
regulationcomodown-regulationde los niveles de los mensajeros de estos genes en la
condicion LL. En las figuras se muestran los mapas de las vias KEGG, en los que se
sefialan los genes con expresion diferenEisios mapas son una manera de visualizar

facilmente estos resultados.

! Los términos up-regulation o down-regulation se refieren a los niveles relativos de cada ARNm de una
condicidn respecto a la otra, en cada comparacion. No podria en principio hablarse de un mecanismo,
por ejemplo, para la comparacion LL-LP, decir que levodopa indujo un aumento del ARNm de cierto gen
seria equivalente a decir que pramipexol indujo una disminucion del ARNm de dicho gen. Lo que si es
cierto es que el nivel del mensajero es diferente y que es mayor en la condicidn LL para este ejemplo.
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Figura 41: Mapa de la via KEGG Ribosoma.Las estrellas rojas indican
diferenciales en la comparacion LL-LA.
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Figura 42: Mapa de la via KEGG Fosforilacion oxidativa.Las estrellas rojas indican los

genes diferenciales en la comparacion LL-LA.
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Figura 43: Mapa de la via KEGG Enfermedad de ParkinsonLas estrellas rojas indican los
genes diferenciales en la comparacién LL-LA.

Comparacién grupos Lesionado Pramipexol (LP)- Lesionado Agua (LA)

Efecto del tratamiento con pramipexol sobre la expresion de genes

El tratamiento por 3 semanas con 3,5 mg/kg/dia de pramipexol en el agua de
bebida modifico la expresion de 189 gerasel estriado lesionado de los animales 6-
OHDA con respecto a los animales que recibieron solo agua (LA). Estos genes

permitieron diferenciar ambas condiees, como puede observarse eFridmira 44.
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Figura 44: Heatmapresultante de la comparacién LP-LA El color de la casilla indica el
nivel de expresion absoluto: el color rojo indica bajo nivel de expresion y el color verde indica
alto nivel de expresion. Cada columna representgen y cada fila un microarreglo, es decir,
una réplica bioldgica para cada condicion de la comparacion.

Del total de genes diferenciales, de 29% presenté niveles elevadass de s
ARNmM, mientras que el 71% de los genes presentd bajos niveles de sus ARNm en la
condicion LP respecto de la condicion LA en el estriado desnervado de los animales
lesionados (la lista completa de genes se detalla é&péidice ). El andlisis de

ontologia solo revel6 una via KEGG enriquecida:

Via KEGG Término N° de genes
rno04740 Transduccidmifatoria 17

Tabla 17: Via KEGG enriquecida en la comparacion LP-LA.

Comparacion grupos Lesionado Levodofid.) — Lesionado Pramipexol (LP)

Los resultados mas numerosos se obtuvieron de la comparacion del efecto de los
tratamientos farmacologicos (LL vs LP). s 549 genes con expresion diferencial, el
57% de los genes presentd niveles elevados de sus ARNm en la condicién LL, mientras

que el 43% presento niveles elevados de sus ARNm en la condiciéiguRa(45).
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Figura 45: Heatmap resultante de la comparacion LL-LP. El color de la casilla indica el

nivel de expresion absoluto: el color rojo indica bajo nivel de expresion y el color verde indica
alto nivel de expresion. Cada columna representa un gen y cada fila un chip, es decir, una
réplica bioldgica para cadarudicion de la comparacion.

El analisis de ontologia revelo las siguientes vias enriquecidas KEGG:

Via KEGG Término N° de genes
rno00190 Fosforilacionxidativa 12
rno05012 Enfermedadk Parkinson 12
rno05016 Enfermedadk Huntington 14
rno03010 Ribosoma 15
rno03050 Proteosoma 5

Tabla 18: Vias KEGG enriquecidas en la comparacion LL-LP.

Al analizar en detalle que genes formaban parte de estas vias KEGG observamos
gue entre las vias Fosforilacion oxidativa, Enfermedad de Parkinson y Enfermedad de
Huntington se compartian la mayoria de los genes involucrados, en particular los genes
de la via denominada Fosforilacion oxidativa. Los genes que forman parte de estas vias
se detallan en Idabla 19, observandoseip-regulationde los mensajeros frente al
tratamiento con levodopa.
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Nivel rno00190: rno05012: rno05016:
Simbolo del gen Nombre del gen de Fosforilacion  Enfermedad Enfermedad
cambio oxidativa de Parkinson de Huntington
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
Ndufa6 alpha subcomplex, 6 (B14) 0,334 v v v
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
Ndufbé beta subcomplex, 6 0,741 v v N
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1,
Ndufc2 subcomplex unknown, 2 0315 v v N
cytochrome c oxidase subunit Vlla
Cox7a2l polypeptide 2 like 0328 v v v
cytochrome c oxidase, subunit Vla,
Cox6al polypeptide 1 0,499 N < N,
Cox5a cytochrome ¢ oxidase, subunit Va 0,391 v + \
similar to ubiquinol-cytochrome ¢
reductase subunit; ubiquinol-
cytochrome c reductase, 6.4kDa 0,349 v v v
subunit
succinate dehydrogenase complex,
Sdhe subunit C, integral membrane protein 0499 v v N
ubiquinol-cytochrome c reductase,
Ugcrfsl Rieske iron-sulfur polypeptide 1 0371 v v N
ubiquinol-cytochrome c reductase,
Ugcerq complex Il subunit VI 0370 v v v
Atp6vif ATPase, H transportmy lysosomal V1 0,446 N ) )
subunit F
Ndufall NADH dehydrogenase (ubiguinone) 1 0.320 N ) )

alpha subcomplex 11

solute carrier family 25
Sic25a4 (mitochondrial carrier; adenine 0,316 N N
nucleotide translocator), member 4

Htra2 HtrA serine peptidase 2 - < -
Gpx1 glutathione peroxidase 1 0,310 - - v
Sod1 superoxide dismutase 1, soluble 0,472 - - v
Dnai2 dynein, axonemazl, intermediate chain 0.309 ) ) N
similar to solute carrier organic anion
RGD1559925 transporter family, member 6¢1 0,337 ) ) v
# de genes 12 12 14

Tabla 19: Genes diferenciales de las vias KEGG enriquecidas en la comparacion LL-LP.
Comparacion de los genes diferenciales entre las condiciones LL y LP de las vias enriquecidas
KEGG: Fosforilacion oxidativa, Enfermedad Earkinson y Enfermedad de Huntington.

A continuacion, se observan los mapas de las vias KEGG enriquecidas
resultantes de la comparacion LL-LPiguras 46, 47, 48 y 490 Como se puede
observar, en las comparaciones LL-LA y LL-LP resultaron enriquecidas las mismas vias
KEGG. Sin embargo, algunos de los genesrelifeiales de estas vias aparecieron en

ambas comparaciones y otros son exclusivos de cada comparacion.
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Figura 46: Mapa de la via KEGG Fosforilacion oxidativa.Las estrellas rojas indican los
genes diferenciales en la comparacion LL-LP.
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Figura 47: Mapa de la via KEGG Enfermedad de ParkinsonLas estrellas rojas indican los
genes diferenciales en la comparacion LL-LP.
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Bajo el tratamiento con levodopa se obsempédegulationde los mensajeros de

todos los genes de la via KEGG Ribosaaspecto del tratamiento con pramipexol.
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Figura 48: Mapa de la via KEGG Ribosoma.Las estrellas rojas indican los genes
diferenciales en la comparacion LL-LP.
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Figura 49: Mapa de la via KEGG Proteosoma.Las estrellas rojas indican los genes
diferenciales en la comparacion LL-LP.

Validacion de los resultados del experimento de microarreglos por gRT-PCR

La calidad de los resultados obtenidos de un experimento de microarreglos
puede variar enormemente segun la plataforma y el protocolo utilizado, entre otros
factores. Es por esto que es necesaria la validacion de los resultados, analizando los
niveles de expresion de cierto nimerogagmes por medio de otra técnica (Northern
Blot, qRT-PCR o hibridaciém situ) y comparar estos resultados con los obtenidos por

el experimento de microarreglos.

Realizamos la seleccion de algunos genes y analizamos su nivel de expresion
por qRT-PCR en alicuotas de las muestras utilizadas para el experimento de
microarreglos. Los genes seleccionados fueron Nurrl, Psmd14, Ndufal2, Olr 1375y
GFAP. En laTabla 20 se detallan, para cada gers atos correspondientes a la/las
comparacion/es en las que se modificaron los niveles del ARNm vy, si corresponde, la

via KEGG en la cual patrticipa.

LL-LA  LP-LA  LL-LP LA-NA KEGG
Psmd14 1 - 1 - Proteosoma
Ndufal2 1 - 1 - Fosforilacionoxidativa
Olr1375 - ! - - Transducciomlfatoria
Nurrl - i l - -
GFAP - - - 1 -

Tabla 20: Genes seleccionados para la validacion por gRT-PCRas flechas indican: up-
regulationo |: down-regulationde los niveles del ARNm en cada comparacidp-regulation
(valor positivo de log2 o nivel de cambio) seesfi a niveles elevados del ARNm del gen en la
condicion que se presenta primero en la comparabidwn-regulation(valor negativo de log2

o nivel de cambio) se refiere a niveles elevadielsSARNm en la condicién que se presenta en
segundo lugar en la comparacidtor ejemplo, se obserudp-regulationde los niveles del
mensajero de GFAP en la comparacion LA-NiAdicando que los niveles del ARNm fueron
mayores en la condicion LA.

De los 5 genes seleccionados, corroboramos el cambio del nivel de expresiéon de
Nurrl, en las comparaciones LA-LP y LL-LP, y de GFAP en la comparacion NA-LA.
La direccion del cambio de los niveles de expresion de estos genes coincide con el

resultado obtenido en el experimento de caareglos. Sin embargo, la intensidad de
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estos cambios no necesariamente tiene aqirecidir debido a que son dos técnicas

diferentes con distinta sensibilidad. Los resultados se muestrafigaia 50.

LL-LA LP-LA LA-NA
1.5+ 1.5+ 5+
44
1.0 1.0+ 3
2-
o~ 0.5‘ o 0-5' o~ 1_
2 11 2 D 4 B
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[ gRT-PCR
1.0 ,
Nurr1 Psmd14 Ndufa12 Bl Microarray

Figura 50: Validacion de los resultados del experimento de microarreglos por qRT-PCR.

En el grafico se muestra, para cada comparaeibnivel de cambio (expresado en la escala
log2) y la direccion del mismo, en la expdesie los genes Nurrl, Psmd14, Ndufal2, Olr 1375

y GFAP en el experimento de microarreglos (barras negras) y en el experimento de gRT-PCR
(barras blancas)Jn valor positivo de log2 indica niveles elevados del ARNm del gen en la
condicion que se presenta primero en el titulo de cada grafico, es decir, un valor positivo de
log2 para GFAP en la comparacion LA-NA indica que los niveles de expresién de GFAP son
mayores en la condicion LA.

El aumento del ARNm de GFAP debido a un dafio en el SNC es un resultado
comunmente observado en distintos moslaede lesiones cerebrales y para nosotros
implica una validacién del método experimentadel analisis de datos. Por su parte,
existen evidenciag vitro del aumento de los niveles del mensajero de Nurrl bajo
efecto del tratamiento con pramipexol, pero al dia de la fecha desconocemos trabajos
gue hayan analizado los efecfosvivo del tratamiento con un agonista D2 sobre los

niveles de Nurrl. La importancia de est#lazgo se discute en siguiente seccion.

116



Capitulo Il - Discusion- Lic. Celia Larramendy

DISCUSION

Tratamiento con levodopa y con pramipexol: &isis masivo de la expresion de genes

El tratamiento por 3 semanas ctevodopamodificd la expresion de un gran
namero de genes en el estriado desadovde los animales con lesion moderada
nigroestriatal. Asimismo, el tratamiento cpramipexoltambién modifico la expresién
de un gran numero de genes en el estriado desnervado de los animales con lesion
moderada nigroestriatalSegin nuestro conocimienteste es el primer trabajo en el
que se estudidn vivo el efecto del tratamiento prolongado con pramipexol sobre la
expresion de genes. Respecto de los aesnigsionados que recibieron vehiculo, los
genes cuya expresion se modificO como consecuencia de los tratsmient
farmacologicos resultaron ser distintos, cortipadose cambios en la expresion de solo
24 genes entre las comparaciones LL-LA y LP-LA. Sin embargo, el nimero de genes
cuya expresion se modificd en la comparacion LL-LP fue mucho mayor que el nimero
de genes diferenciales entre cada farmaco y el vehieslo.sugiere la existencia de
importantes diferencias en los efectos del tratamiento con levodopa y con pramipexol

sobre la expresion de genes

Es evidente, en base a nuestros resultados, que levodopa y pramipexol, ademas
de las ya conocidas diferencias farmacologicas, clinicas y en el perfil de induccion de
efectos adversos, presentan ademas diferencias en sus efectos a nivel de la expresiéon de
genes. Si bien con la metodologia y el disefio experimental utilizados es dificil
relacionar directamente cada gen, o gsuge genes, con expresion diferencial con
alguna de estas caracteristicas, no se puede descartar que en algun nivel de interaccion

de estos genes con otros elementos celulares se encuentren esas respuestas.

Vias KEGG enriquecidas

Todas las comparaciones arrojaron un gran numero de genes con expresion
diferencial. El analisis individual de muchgenes que forman parte de esas listas da

indicios sobre su conexién con distintos aspectos de la enfermedad de Parkinson. Con
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estos resultados pueden plantearse mdultiples hipétesis nove&asasmbargo, a los

fines de facilitar la comprension de los alcances de este trabajo, discutiremos los
resultados del andlisis de las vias KEGG enriquecidas. El analisis de las vias KEGG
enriquecidas es una herramienta bioinfdicaa disefiada para extraer rapidamente
informacion bioldgica de largas listas denge diferenciales. Ademas, en la discusion

de estas vias, relacionaremos los gedeslas mismas con algunos otros genes

diferenciales que destacamos a partir del analisis individual.

¢, Cudl seria el significado biologico y la implicancia de los efectos de los

tratamientos respecto de los genes de las vias KEGG enriquecidas?

En todas las comparaciones analizadas la via KEGG Transduccion olfatoria
resultd enriquecida. Los genes que forman parte de esta via son en general
correspondientes a los llamados receptores olfatorios. Estos pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteina G vy lalifane los receptores olfatorios es la mas
grande del genoma. Si bien en un ppiwiintentamos relacionar los receptores
olfatorios con el signo temprano de hiposmia observado en los pacientes
parkinsonianos, no existe bibliografia @dspecto que sustente cualquier hipotesis
posible. Por lo tanto, desconocemos el significado de este resultado inesperado o

novedoso. Sin embargo, creemos que lesaate dejar asentado este hallazgo.

En el caso del tratamiento con pramipexol no se vio enriquecida ninguna otra via
KEGG de interés, si bien se encontra 189 genes diferenciales respecto del
tratamiento con vehiculo y 549 genes wifeciales respecto del tratamiento con
levodopa, en el estriado desnervado de &mimales lesionados. Esto sugiere la
necesidad de un analisis exhaustivo de ggapara extraer la informacion biolégica

pertinente.

Bajo el tratamiento con levodopa se obsargéregulationde los niveles de los
mensajeros de genes relacionados consfffitacion oxidativa y la cadena respiratoria
mitocondrial. Ademas, en este trabajo bajo el tratamiento con levodopa de animales
lesionados con 6-OHDA se determiné un aumetd los niveles de mensajeros de la
superoxido dismutasa 1 (SOD)respecto del tratamiento con agua o pramipexol, y de
glutation peroxidasa 1(Gpx1)y glutation S-transferasa alpha 4 (Gsta4)respecto del
tratamiento con pramipexol. Con la metoddtogtilizada podemos hipotetizar que este

efecto podria deberse a dos eventos muy difiese En primer lugar, el aumento de los
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niveles de estos mensajeros podria deberse a un efecto directo del tratamiento con
levodopa sobre la expresion géniésquema 6 A. Este efecto podria interpretarse
como un mecanismo protector indirecto. O bien, podria deberse a un efecto indirecto,
compensatorio de las células frente al metata oxidativo de la levodopa y la DA, el
cual bajo este tratamiento se encuentra aumentado (Cohen, 1990; Cohen, 2000)

(Esquema 6 B.
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Esquema 6: Levodopa y el efecto sobre losrgs de enzimas antioxidantes y los de la via
KEGG Fosforilacién oxidativa. (A) Efecto directo de levodopa sobre la expresion de los
genes(B) Efecto indirecto del tratamiento con levodopa.

Los oxidantes, incluyendo el perdxido kielrégeno y los radicales superoxido
son productos de la fosforilacién oxidativaerslo la mitocondria el principal sitio de
produccion de ROS (del inglégactive oxigen specigdentro de la célula. Esto es asi
en una situacion normal en la cual losefes basales de ROS son limitados por una
gama de antioxidantes. Levodopa y DA son sustancias que presentan un metabolismo
altamente oxidativo; la autoxidacion de DA y de levodopa origina peroxido de
hidrogeno, radicales libres altamenteaatevos y quinonas (Cheng y col., 1996).
Ademas, se ha establecido que un cierto grado de estrés oxidativo favorece los
mecanismos de autofagia, en particular la autofagia de mitocondrias dafadas

(mitofagia) (revisado por Deas y col., 201Bor otra parte, se piensa que el

119



Capitulo Il - Discusion- Lic. Celia Larramendy

metabolismo oxidativo favoreceria la neurgeleeracion por interrupcion de la funcion
mitocondrial (Gluck y Zeevalk, 2004; revisado por Moreira y col., 2010). Por todo lo
expuesto, el posible efecto neurotéxico dieledopa fue siempre un tema de debate en

la comunidad cientifica (revisado por Muyecol., 1999b, por Olanow y col., 2004; por

Fahn, 2006). Varios estudias vitro han demostrado que levodopa y DA pueden ser
toxicas para una gran variedad de células neuronales y que las neuronas dopaminérgicas
son especialmente sensibles (Mena y col., 1992; Mytilineou y col., 1993; Basma y col.,
1995). Sin embargo, no existen estudinsvivo que hayan demostrado en forma
convincente la toxicidad de levodopa, sino que abundan los trabajos que demuestran la
ausencia de toxicidad de la misma (Perry y col., 1984; Fahn y col., 2004; Oli y col.,
2010). En linea con estos resultados, nuestro grupo publicé un par de trabajos en los
cuales las evidencias apuntan hacia el segundo punto. Se trataron animales desnervados
parcial y totalmente de terminales dopaminérgicas en el estriado durante 6 meses con
levodopa/carbidopa, con dosis analogas a las que reciben los pacientes. Los resultados
de este experimento mostraron que levodopa no tiene ningun efecto téxico sobre las
neuronas remanentes (Dziewczapolski y col., 1997b), sino por el contrario promueve el
aumento de 3 marcadores dopaminérgicos (TH, DAT y VMAT) en el estriado
parcialmente desnervado (Murer y col., 1998; Datla y col., 2001). En un trabajo mas
reciente del grupo, mediante el estudio deXpresion diferencial de genes expresados

en el estriado de una nueva poblacién tesriratadas con levodopa durante 6 meses, se
obtuvo una interesante cantidad de transcriptos, entre ellos algunas enzimas metabdlicas
como SOD, glutation peroxidasa 4 (GPXAYylutation S-transfasa subunidad 7 pi
(GST-7) (Ferrario y col., 2004). En linea coresuos resultados, joael tratamiento

con levodopa se observo unp-regulationdel mensajero del gebogl0a[coenzyme

Q10 homolog A (S. cerevisideEsta tendria una accion complementaria sobre los

mecanismos oxidativos mitocondriales.

El sistema proteosoma-ubiquitina (UPS; del inglé@gjquitin-proteasome
systemes la via principal que media la degreidn de proteinas solubles intracelulares
indeseables (mutantes, mal plegadas, desnaturalizadas, mal localizadas o dafiadas) en el
citoplasma, el nucleo y el reticulo entbgmatico de las células eucariotas. Las
proteinas que estan excesivamente mal plegadas o agregadas resisten la degradacion y
pueden inhibir la funcién proteosomal por bloqueo de la camara interna del proteosoma

(revisado por Olanow y McNaught, 2006kl rol del UPS en el proceso
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neurodegenerativo en varias enfermedades ha sido siempre un tema de debate (Upadhya
y Hegde, 2007; Paul, 2008; Matsuda y Tanaka, 2010). La funcion proteosomal esta
disminuida en la SN de los pacienteskpasonianos (McNaught y Jenner, 2001; Duke

y col., 2006). Ademas, la presencia de los poerde Lewy es una caracteristica de la

EP y es sinbnimo de agregacion proteica, hecho que pone de manifiesto la importancia
del UPS en esta enfermedad. Li y colaboradores demostraron la presencia de
subunidades del proteosoma en los cuemp®sLewy, y la co-localizacion con-
sinucleina, UCH-L1, y parkina (Li y col., 1997; Gai y col., 2000; Shimura y col., 2001).

En el presente trabajo, bajo el tratamiento con levodopa se obgerggulationde los

niveles de varios ARNm de genes relaci@msadon la funcién proteosomal, mientras

que bajo el tratamiento con pramipexol se determipdegulationde algunos genes
relacionados con la ubiquiticibn de proteinas (vekpéndice ll). Estos resultados
podrian interpretarse como mecanismos diferentes por medio de los cuales levodopa y
pramipexol podrian favorecer la funcion d#PS y, por lo tanto, la depuracién de
proteinas acumuladas en el citoplasma celular. Por todo lo expuesto, queda abierta la
siguiente preguntg;El aumento de los mensajeros de los genes relacionados con la
ubiquitinacion de proteinas pgrarte de pramipexol y el aumento de los mensajeros de

los genes relacionados con el proteosoma por parte de levodopa podrian reflejar
mecanismos diferentes de neuroprotecciédeoprocesos tendiesg a mantener la

indemnidad celular?

En linea con estos resultados, el tratamiento con levodopa imghuggulation
del nivel del mensajero del g&ABARAP (del inglés,GABA(A) receptor-associated
protein). La proteina GABARAP es necesapara la formacion del fagosoma durante
el proceso de autofagia (revisado por Deas y col., 2011). Por el otro lado, bajo el
tratamiento con pramipexol se obsenup-regulation del mensajero del gen
sequestosoma Itambién conocida comp62). La proteina p62 es inducida por estrés
oxidativo y posee un efecto protector en células humanas y de raton (Ishii y col., 1996;
Liu y col., 2007). Esta proteina ha sido localizada en los agregosomas de varias
enfermedades neurodegenerativas (Zatloukal y col., 2002). Si bien el rol de p62 en las
enfermedades neurodegenerativas no da essclarecido, numerosos estudios proponen
un rol de esta proteina en la formacion de los cuerpos de inclusion y el trafico de
proteinas para la degradacion de las misibasausencia de p62 conduce a la pérdida

de los agregosomas y a la muerte neuronal (Nakaso y col., 2004; Ramesh Babu y col.,
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2008). Esta proteina es un componente comun de las inclusiones ubiquitina positivas
encontradas en varias enfermedades neurodegenerativas, como en los cuerpos de Lewy
de la EP (Kuusisto y col., 2001; Zatloukal y col., 2002). La misma interacttia con LC3,
un marcador del autogafosoma, para facilaadegradacién de agregados de proteinas
ubiquitinadas por autofagia (Pankiv y c@Q07). Du y colaboradores propusieron que

p62 juega un papel fundamental en la regulacion de la neurodegeneracion (Du y col.,
2009) debido a su capacidad para activar sefales de supervivencia (Moscat y col.,
2007), como asi también debido a su capacidad de conducir los sustratos de poli-
ubiquitina para la degradacion proteosomal (Seibenhener y col., 2004; Geetha y col.,
2008), y de secuestrar proteinas ubiquitinadas, mal plegadas y toxicas, para ser
eliminadas por autofagia (Nakaso y col., 2004; Wooten y col., 2006; Komatsu y col.,
2007).

Validacién de los resultados de los microarreglos: GFAP y NURR1

El analisis por gqRT-PCR de los niveleelativos de expresion de los genes
Psmd14 Ndufal2y OIr1375 no coincidié con el resultado obtenido por la técnica de
microarreglos de ADN. Si bien esta inconsistencia es comun observarla en los trabajos
publicados que utilizan ambas técnicas (Hong y col., 2004; Miller y col., 2004), en
nuestro caso podemos argumentar que el bajo nimero de genes analizados por ambas
técnicas, la variabilidad existente entre las réplicas bioldgicas, el bajo niumero de
réplicas biolégicas (suficiente para la t€ande microarreglos pero no para la de qRT-
PCR) y la sensibilidad inherente a cada técnica son factores que pueden haber
contribuido a esta diferencia. Por otro ladb,nivel de cambio establecido en este
trabajo es relativamente bajo y esto aumenta la probabilidad de obtener falsos positivos.
Es por esto que consideramos necesarvittimuar con la validacién de otros genes,
luego de un analisis exhaustivo de suvaheia con las nuevas preguntas planteadas.
Sin embargo, el andlisis de validacion por qRT-PCR confirmo el aumento de los niveles
del mensajero del gen de GFAP en el estriado lesionado respecto del estriado intacto, y
del mensajero de Nurrl bajo el tratamiecbn pramipexol, respecto del tratamiento

con vehiculo y con levodopa.
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La comparacion LA-NA resulté ser para nosotros una comparacion control o de
referencia de nuestro método experimentalel andlisis de datos. Las vias KEGG
enriquecidas tuvieron una total coherencia con los datos de la bibliografia respecto de
los efectos de la desnervacién dopaminérgicael cuerpo estriado. En este trabajo
validamos el aumento de la expresionGFAP en el estriado como consecuencia de la
desnervacion dopaminérgica por medio de dos técnicas moleculares distintas. Varios
estudios utilizando diferentes modelos anesade la EP han sugerido que una de las
respuestas notables a la lesion de la proyeccion dopaminérgica nigroestriatal es la
astrogliosis reactiva (Kay y Blum, 2000; Mao y col., 2001; Aponso y col., 2008). La
astrogliosis reactiva es la respuesta univaasalialquier dafio cerebral. Se caracteriza
por una hipertrofia celularup-regulation del marcador de astrocitos GFAP vy
proliferacion celular. Laup-regulation de la expresion de GFAP es una de las
principales caracteristicas de la reacca®trocitica comunmente observada luego de
una lesién del SNC (Gomes y col., 1999). En el sitio de inyeccién, los astrocitos son
destruidos y nuevos astrocitos invaden ebajue lo rodea (Stromberg y col., 1986). El
aumento en la expresion de GFAP en el estriado de animales lesionados con 6-OHDA
fue descrito en varios trabajos publicados distintos modelos animales con lesion
unilateral (Rataboul y col., 1989; Rodrigues y col., 2001; Wachter y col., 2010). En
linea con este resultado, la administracion de 6-OHDA indpjoegulationde los
niveles del mensajero démentina. Las proteinas de filamentos intermedios (FI)
constituyen una gran familia de proteinasdaielesqueleto reguladas por el desarrollo y
en funcion del tipo de tejido y son abundantes en la mayoria de los tipos seli@dare
vertebrados. Los precursores de astroditelsSNC generalmente expresan vimentina
como el principal Fl. La maduracién de los astrocitos es seguida por un cambio en la
expresion entre vimentina y GFAP, con éste ultimo reconocido como un marcador de

astrocitos maduros.

Nurrl (también llamado Nr4a2) es un miemluate la superfamilia de receptores
nucleares, la cual incluye una variedad drdi@s de transcripcion. Nurrl es expresado
principalmente dentro del SNC, durante el desarrollo y en el cerebro adulto. Su
expresion es maxima en las neuronas dopé@micas mesencefalicas y en las células
del bulbo olfatorio (revisado por Jankovic y col., 2005). Algunos trabajos indican que
Nurrl contribuye al mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas maduras. Ademas,

se observd una dramétiop-regulationde Nurrl luego de distintos tipos de estrés del
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SNC, por lo que se piensa que dicho factor podria tener un rol en la proteccion neuronal
(revisado por Perlmann y Wallén-Mackenz2904). Por otro lado, los receptores
dopaminérgicos D2 tendrian influencia en la expresion de Nurrl. Se ha demostrado que
pramipexol tiene la capacidad de aumentaxjaresion del mensajero y de la proteina
Nurrl en una linea celular humana (Pan y col., 2005). En este trabajo demostramos que
bajo el tratamiento con pramipexol los niveles del mensajero de Nurrl resultaron
elevados en el estriadoslenado de animales con lesion unilateral moderada en
comparacion con el tratamiento corvddopa y vehiculo. Ojeda y colaboradores
describieron por primera vez la localizacion del mensajero de Nurrl en el estriado
(Ojeda y col., 2003). Ademas, Nurrl es egado en cultivos de microglia de ratén
(Fan y col., 2009). En nuestro paradigma experimental desconocemos la localizacion y
el tipo celular responsable de la expresion de Nurrl, sin embargo es importante
considerar que la muestra de tejido utilzgzhra el experimento de microarreglos es
una mezcla de neuronas, células de la gkdylas de la serie hemética, terminales
glutamatérgicas y dopaminérgicas, entre otior Ultimo, cabe resaltar que existen
varios trabajos que describen la presencia de células TH-ir en el cuerpo estriado y que

las mismas serian células dopaminérg(oagisado por Huot y Parent, 2007).

Otros genes de interés con expresion diferencial

Como mencionamos anteriormente, el analisis de los genes diferenciales en
forma individual permitio la identificaciéde algunos que podrian tener relevancia con
distintos aspectos de la EP, como lalefi@a y la terapéutica. Algunos casos fueron
discutidos en esta seccion. Sin embarg@remos destacar la expresion diferencial de

otros genes y discutir su relacion copexgos de interés en relacion a la EP.

En el presente trabajo, bajo el tratamiento con pramipexol se obsergowama
regulation del mensajero de FGF20, respecto del tratamiento con vehiculo. La familia
FGF (del inglésfibroblast growth factor contiene 22 proteinas que regulan una gran
variedad de procesos fisioldgicos duranteledarrollo y en el organismo adulto. Siete
integrantes de esta familia han sido asociados con enfermedades humanas, entre ellos, el
FGF20 con la EP (Krejci y col., 2009). Entre los factores de riesgo ultimamente

postulados, se piensa que wparegulationde FGF20 podria ser una causa de EP. En el

124



Capitulo Il - Discusion- Lic. Celia Larramendy

cerebro, FGF20 es expresado preferencialmente en la SN. Este factor posee acciones
neurotroficas y aumentaria la supervivande las neuronas dopaminérgicas (Ohmachi

y col., 2000; Murase y McKay, 2006). Sin leango, como se demostré en la linea
celular dopaminérgica de neuroblastor8al-SY5Y, FGF20 puede inducir lap-
regulationde a-sinucleina (Spillantini y col., 1997; Wang y col., 2008). Estas acciones
antagonicas podrian ser relevantes en layaPque durante las tempranas etapas del
desarrollo FGF20 regularia positivamenteptaliferacion, diferenciacion y resistencia

al estrés de las neuronas dopaminérgicas. No obstante, en ancianos, niveles
cronicamente elevados de FGF20 podria contribuir al deterioro de las neuronas

dopaminérgicas al promoveru@-regulationdea-sinucleina (Wang y col., 2008).

Por otro lado, bajo el tratamiento con levodopa se observapinegulationde
los niveles del mensajero ddtra2 (HtrA serine peptidase )2 Este gen ha sido
relacionado con la etiologia de la EP. Htré®2 una serin-proteasa, sustrato de PINK1,
gue se localiza en la mitocondria y quelibsrada al citosol luego de un estimulo
apoptotico. Se piensa que HtrA2 induce apoptosis uniéndose a la proteina inhibidora de
la apoptosis Xiap (del inglédaculoviral IAP repeat-containing)4(Schapira, 2006;
revisado por Schapira, 2008).

Por dltimo, queremos destacar la expresion diferencial de los Bppds3a
(protein  phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit),3a Ppplr2 (protein
phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subuni) 2l comparar los tratamientos
farmacologicos entres si. Estas son suladed de PP-1, proteina que ha sido
relacionada con los mecanismos molecularessgbgacen al desarrollo de disquinesias
(Santini y col., 2008).

¢Levodopa y pramipexol: mecanismos difetes que favorecen la indemnidad o

“salud” celular?

El principal valor de la herramienta de andlisis masivo de genes epriavder
de nuevos elementos que permiten elabop@itésis novedosas. En base a esto y a todo
lo discutido en las secciones anteriopeponemos que los efectos del tratamiento con
levodopa y con pramipexol son tales que modifila expresion de genes relacionados

con procesos tendientes a favorecer la indemnidad celular o “salud celular”.
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Levodopa modific6 la expresibn de genes relacionados con la funcién
mitocondrial, con el sistema de proteosorbatuitina y con el mecanismo de autofagia,
dentro del cual se incluye el de mitofagiesuema 7. Todos estos procesos estan

relacionados con la tificacion celular.

Funcion mitocondrial

Genes cadena
respiratoria mitocondrial

/ SOD1

enes =~ ¢—( LEVODOPA ) —» Gstas

proteosomales
ay Coq10
| 4
Sistema

proteosoma-ubiquitina GABARAP ===s=snnnn » | Autofagia |- -« = ===~ » | Mitofagia

Esquema 7:Efectos mudltiples del tratamiento ctevodopa sobre diversos mecanismos que
favorecerian la indemnidad o “salud celular”.

ELLDOPA es un estudio clinico controladoegiue disefiado para analizar si la
progresion natural de la EP puede ser fiatia mediante el tratamiento con levodopa
(revisado por Fahn y PSG, 2005). Los resubaiddicaron que los signos progresaron
en menor medida que en el grupo placebo, y de manera dosis dependiente. Estos
novedosos resultados sugieren que levodopa tendria efectos neuroprotectores (Fahn,
2006; Chan y col., 2007). Teniendo en cuenta estos hallazgos y nuestros resultados,
proponemos que la terapia a largo plazolewndopa podria modificar el curso natural
de la EP debido a los cambios en la expresion de genes relacionados con procesos
tendientes a favorecer la detoxificacion celular y, por lo tanto, la indemnidad o “salud

celular” de las poblaciones neuronales pertinentes.

El tratamiento con pramipexol, por surfga modificé la expresion de otros
genes relacionados con el sistema deepgima-ubiquitina, con el mecanismo de

autofagia y mitofagia y de genes de factores como Nurrl o FESg0€éma §.
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Nurr1/Nrda2 =------ P DAT?
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Esquema 8:Efectos multiples del tratamiento cpramipexol sobre diversos mecanismos que
favorecerian la indemnidad o “salud celular”.

Como mencionamos en varias oportunidades a pramipexol se le han atribuido
efectos neuroprotectores, sobre lo cual abunda la bibliogragatdeios pre-clinicos.
El estudio clinico CALM-PD fue disefiado pastudiar el posible efecto neuroprotector
del tratamiento con pramipexol en humanos, cuantificando la velocidad de la
disminucién del marcador del recaptador de DA (DAT) como medida de la densidad de
inervacion dopaminérgica pre-sinaptica (lo que refleja la degeneracion en la SN a
medida que la enfermedad progresa). Si bien en un primer momento los resultados de
este estudio argumentaban a favor de un efecto neuroprotector de pramipexol, el trabajo
condujo a un debate sobre la eleccion de este marcador para los estudios de
neuroimagenes (revisado por Constantingscal., 2008 y por Stoessl|, 2011). Se sabe
que el DAT esta sujeto a una regulacion faroidgica directa por parte de pramipexol
(Guttman y col., 2001). Por otro lado, Nurrl puede regular la expresion de genes
dopaminérgicos, entre ellos el de DAT aruronas dopaminérgicas en desarrollo
(Jankovic y col., 2005). Por todo lo expuesto y en vista de nuestros hallazgos,
postulamos que pramipexol podria modificar taveles del DAT mediante la accién de
Nurrl, sin implicar necesariamente un efecto sobre la inervacién y/o supervivencia

celular, en los pacientes parkinsonianos.

Relacion entre la respuesta terapéutica bajo efecto de los tratamientos y el grado de

desnervacién dopaminérgica
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Un resultado inesperado de este trabajo fue encontrar que existe una relacion
entre el porcentaje de células TH-ir remanentes en la sustancia negra y la respuesta
terapéutica, determinada como habilidad de uso de la PDC en la PC, inducida por el
tratamiento con pramipexol. En la clinica de la EP existe una cuestién de gran
relevancia que tiene que ver con la dismidnmale la eficacia anti-parkinsoniana del
tratamiento con agonistas dopaminérgicos D2 a medida que progresa la
neurodegeneracion dopaminérgica. Este hecho hace que finalmente, sea necesario
adicionar levodopa al tratamiento, y, por lo tanto, aumente la probabilidad de
desarrollar disquinesias. Ssabe que las respuestazediadas por los agonistas
dopaminérgicos D2 son facilitadas por la estimulacién concomitante de los RD1, ya sea
por accion de la DA endogena o por la administracion de agonistas D1 (Robertson y
Robertson, 1986; Dziewczapolski y col., 1997a). Nuestros resultados sugieren que seria
necesario un mayor numero de células TH-ir remanentes (y, por lo tanto, de mayor
cantidad de dopamina enddgena y mayor estimulaci)np&ra observar el efecto

terapéutico de pramipexol.
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CONCLUSIONES FINALES

En este trabajo desarrollamos y caracterizamos un modelo animal de la
enfermedad de Parkinson con pérdida moderada de neuronas TH-ir en la SN. EI mismo
incluyé la administracién unilateral del neurotoxico 6-OHDA en el estriado de ratas. La
administracion de 6-OHDA indujo deficienciasveras en el uso de la PDC, evaluadas
mediante dos pruebas comportamentales, la prueba del cilindro y la prueba de pasos de
ajuste. Por ultimo, establecimos un critericsdieccion de los animales el cual consistid
en considerar a aquellos que realizaran hasta 8 pasos con la PDC en la prueba de pasos
de ajuste y, que utilizaran hasta un 25% la PDC en la prueba del cilindro, como
animales con una lesion moderada inducida por la administracién ¢tDB8-@on

deficiencias comportamentales evidentes.

En una segunda etapa caracterizamos el protocolo de administracion de los dos
farmacos en estudios, levodopa y pramipexol. Estos fueron administrados disueltos en
el agua de bebida durante tres semanas. Las dosis elegidas fueron equipotentes en
disminuir la aquinesia de la PDC en laigiba del cilindro (equivalente a un porcentaje
de uso de la PDC mayor al 25%). Estmducta fue evaluada durante el periodo de

oscuridad del ciclo de luz/oscuridad.

Por altimo, para estudiar el efecto del tratamiento prolongado con levodopa y
con pramipexol sobre la expresion de gesregl estriado de ratas con lesion moderada
intraestriatal, utilizamos la técnica de microarreglos de ADN. Esta técnica permite
evaluar la expresion de miles de genes simultaneamente. En este trabajo demostramos
por primera vez el efectm vivo del tratamiento prolongado con pramipexol sobre la
expresion de genes. Ademas, corroboraaiganos hallazgos preamente descriptos
para el tratamiento prolongado con levodopa. Por dltimo, pudimos analizamos la
relacion de algunos de los genes cuya expresion se vio modificada con estos
tratamientos con distintos aspectos de la enfermedad de Parkitssdmportante
resaltar que dichos genes son solo algunasmejos del valor de la tecnologia de

microarreglos para elaborar nuevas preguntas e hipétesis.
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