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Introduccién

INTRODUCCION

El marco general de la presente Memoria es el estudio de los factores
involucrados en la etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson (EP). Como
se comentara brevemente a lo largo de esta Introduccion, se trata de una
enfermedad compleja que afecta a distintas poblaciones celulares de los
ganglios basales, y cuya génesis involucra mecanismos neurodegenerativos de
diversa naturaleza. Primero se realizard una breve descripcion de los ganglios
basales para la posterior aproximacion a algunos aspectos de estos centros que
resultan particularmente relevantes para el desarrollo de esta enfermedad.
Finalmente la atencion recaera en el marco tedrico mas directamente asociado
a los estudios que aqui se presentan y que involucran al glutamato (GLU)
como excitotoxico y a su relacién con los astrocitos estriatales en su papel
como “agente doble”, esto es, como neuroprotector y como vector potencial
de dafio neuronal.

GANGLIOS BASALES

El modelo vigente de ganglios basales (GB) fue propuesto en la
década de los ochenta (Albin, Young and Penney 1989). En este modelo el
estriado es considerado el centro principal de los GB. El estriado ocupa un
gran volumen bajo la corteza cerebral de la cual recibe aferencias
glutamatérgicas masivas desde todas sus regiones (salvo quizas de la corteza
visual primaria). La informacion procedente de la corteza es procesada en el
estriado, desde donde transita por dos rutas de salida relativamente
independientes, la via directa (estrio-nigral/palido medial) y la via indirecta,
(estriado-palido lateral-subtalamo-nigral/palido medial). Ambas rutas
confluyen en los centros de salida de los GB, la sustancia negra (SN) y el
palido medial, desde los cuales la informacion vuelve a la corteza a través de
los nicleos motores del tdlamo (Alexander et a. 1986). En estado normal, la
activacion cortical de la via directa facilitaria la ejecucion de los movimientos
seleccionados, mientras que la via indirecta inhibiria los patrones motores no
seleccionados. En este modelo, la dopamina liberada por las neuronas
dopaminérgicas nigro-estriatales genera un efecto dual sobre el estriado,
facilitando a través de los receptores D1 la accion de las aferencias corticales
glutamatérgicas sobre las neuronas estriatales que conforman la via directa
(neuronas espinosas de tamafio medio de naturaleza GABAdérgica) e



inhibiendo a través de los receptores D2 la accion de las aferencias corticales
glutamatérgicas sobre las neuronas espinosas de tamafilo medio
(GABA¢rgicas) que conforman la via indirecta. Esta accién moduladora
resulta imprescindible para conservar el equilibrio funcional normal de las
vias directa e indirecta, equilibrio necesario para una ejecucién motora
selectiva, precisa y temporal adecuada. Las vias directa e indirecta ejercen una
accion moduladora sobre las neuronas GABAérgicas del conjunto SN
reticulada / globo palido que proyectan a los ntcleos motores del tdlamo. Un
exceso de actividad de la via directa (GABAérgica) desencadenaria una
inhibicion de las neuronas GABAérgicas de estos centros que proyectan al
talamo. Por el contrario, un exceso de actividad de la via indirecta (la
proyeccion glutamatérgica subtadlamo-nigral) desencadenaria una hiper-
activacion de las neuronas GABAérgicas del grupo SN reticulada / globo
palido que proyectan al tdlamo. Dado que las neuronas tdlamo-corticales son
glutamatérgicas, un aumento en la actividad de la via directa se traduce en una
hiperactividad de las proyecciones tdlamo-corticales, y por tanto un aumento
en la actividad de la propia corteza. En cambio, una hiperactividad de la via
indirecta se traduce en una hiper-actividad de las neuronas nigro/palido
talamicas (GABA¢érgicas), seguido de una disminucion de la actividad de las
proyecciones talamo-corticales y, en definitiva, en una inhibicion de la
corteza cerebral.

En la enfermedad de Parkinson, la reduccion de la accién de la
dopamina sobre el estriado altera el equilibrio entre las vias directa e
indirecta, provocando un aumento en la actividad de las neuronas de la via
indirecta paralelamente a una disminucion en la actividad de la via directa. El
resultado final es el incremento de la actividad del globo palido interno y la
SN reticulada que origina una inhibicidbn sobre las proyecciones
glutamatérgicas talamo-corticales y, por tanto, de la actividad de las areas
corticales involucradas en la respuesta motora. Esta inhibicion se ha asociado
principalmente a la bradicinesia/hipocinesia que presenta el paciente
parkinsoniano. Estas modificaciones funcionales han sido descritas por
distintos procedimientos experimentales en animales (Bergman et al. 1994,
Vila et al. 1996, Alvarez et al. 2001), y son habitualmente utilizadas para
explicar la fisiopatologia de los trastornos motores y no motores de la EP
(lesion / estimulacion del nacleo subtalamico, lesion del palido medial...).



Introduccion

El modelo de ganglios basales continfia en evolucién ya que no
explica distintos hechos asociados al tratamiento de estos pacientes y no
incluye un numero cada vez mayor de datos neuroquimicos,
electrofisiologicos y moleculares publicados diariamente en relacion a los
GB. A continuacion se expondrdn algunos ejemplos referentes a las
limitaciones del modelo actual.

En primer lugar, las neuronas dopaminérgicas que degeneran en la
enfermedad de Parkinson son mucho mas complejas que lo que sugiere el
modelo. En su descripcion inicial (Dahlstroem y Fuxe 1964, Ungerstedt
1971), estas neuronas se consideraron como una poblacién celular homogénea
con el soma localizado en la SN compacta y con proyecciones que so6lo
inervaban el estriado. Hoy se sabe que otras neuronas dopaminérgicas no
nigrales del mesencéfalo también pueden inervar el estriado. Al conjunto de
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo que proyectan al estriado se les
conoce como sistema dopaminérgico meso-estriatal e incluye también a las
neuronas del area retrorrubral y del area tegmental ventral. Ademas, las
neuronas dopaminérgicas de la SN envian proyecciones a otros centros como
al nicleo subtalamico, a diversos nticleos del talamo, al globo palido y a la
corteza cerebral (Cossette et al. 1999, Lavoie et al. 1989, Marcusson y
Eriksson 1988, Parent y Smith 1987, Prensa et al. 2000, Rommelfanger y
Wichmann). La poblacion de neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales dista
mucho de ser homogénea. En ella se han observado subpoblaciones celulares
diferentes en funcidon de su expresion de calbindina, calrretinina y
colecistoquinina (Gonzalez-Hernandez y Rodriguez 2000), de la acumulacion
de melanina (un producto de la auto-oxidacion de la dopamina a
quinona/semiquinona) (Hirsch et al. 1988, Rescigno et al. 1998, Newcomer et
al. 1993) y de la expresion de proteinas asociadas a la sinapsis dopaminérgica
(proteina trasportadora de dopamina —DAT- y proteina vesicular trasportadora
de monoamina -VMAT?2) (Cruz-Muros et al. 2007a, Cruz-Muros et al.
2007b). Estas diferencias podrian ser la base de la diferente vulnerabilidad
observada en las distintas subpoblaciones celulares del sistema dopaminérgico
mesoestriatal (Rodriguez et al. 2001b, Damier et al. 1999)

La dopamina puede comportarse como un neurotransmisor clasico
con acciones postsinapticas locales (a nanometros de los lugares sinapticos de
liberacion) y de corta duracion (<20 milisegundos), o como un
neuromodulador con acciones de amplia distribucidon espacial (de micras a
milimetros) y de larga duracién (de muchos milisegundos a segundos)



(Schultz 1998, Rodriguez et al. 2006). Desde la perspectiva del
comportamiento de la dopamina, deberian incorporarse al modelo vigente de
ganglios basales factores neuroquimicos como su difusividad por el medio
extracelular, como los mecanismos reguladores de su sintesis, liberacion y
recaptacion por las neuronas dopaminérgicas, o como los mecanismos
compensatorios postsinapticos (hipersensibilidad de denervacion...) (Gonon
1988, Wightman y Zimmerman 1990, Rodriguez et al. 2006).

Durante los tltimos afios se han venido acumulando nuevos datos
estructurales que también precisan ser incorporados al modelo de ganglios
basales. Un area de especial interés en este sentido es la posible conservacion
de la somatotopia cortical a lo largo del circuito corteza-GB-corteza. Es
probable que la informacién proveniente de distintas regiones corticales o de
distintas areas somatotopicas de una misma region de la corteza transite de
forma paralela por los GB (Parent y Hazrati 1995), una posibilidad que apoya
la idea de que la informacién se procese en estos centros de forma paralela y
mediante canales independientes (Alexander et al. 1986, Hoover y Strick
1993, Hoover y Strick 1999). Otros autores sugieren en cambio, que una de
las caracteristicas principales de los GB es la capacidad de hacer confluir la
informacion proveniente de centros corticales implicados en funciones
diferentes, realizando asi una convergencia e integracion inter-modal que no
puede ser realizada en ninguna otra region del cerebro (Percheron and Filion
1991) y que podria estar alterada en la EP (Filion et al. 1988, Pessiglione et al.
2005, Bergman et al. 1998, Chiken et a. 2008, Vitek et al. 1999).

Otra caracteristica estructural a incluir en el modelo son los circuitos
cortos que anidan en el interior del gran circuito corteza — estriado — sustancia
negra/palido medial — tdlamo — corteza. Este seria el caso del circuito SN —
estriado — SN, del circuito estriado — SN— nticleos intralaminares del talamo —
estriado, y del circuito tdlamo — corteza — tdlamo (Castle et al. 2005)),
circuitos que atraen la atencidon de un numero creciente de nuevos grupos de
investigacion (McHaffie et al. 2005). Otra caracteristica a considerar son las
conexiones inter-hemisféricas de los GB. Un ejemplo de estas conexiones
son las establecidas por las proyecciones cortico-estriatales donde una parte
sustancial de ellas se decusan hacia el estriado contralateral (Reiner et al.,
2010). Sélo una pequeila parte de la neuronas dopaminérgicas nigro-
estriatales proyectan al estriado contralateral (4%), hecho que no impide que
estas neuronas presenten una marcada interaccion reguladora inter-
hemisférica (Castellano y Rodriguez Diaz 1991, Rodriguez et al. 1990,
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Gonzalez-Hernandez et al. 2004). A estos datos estructurales, neuroquimicos
y electrofisiologicos habria que afiadir otros muchos, algunos de los cuales
han sido investigados en nuestro grupo. Este es el caso de la inclusion en el
sistema dopaminérgicos nigro-estriatal de un porcentaje de neuronas
GABAérgicas o GABA-Dopérgicas (10-15%) (Rodriguez y Gonzalez-
Hernandez 1999, Gonzalez-Hernandez et al. 2001), o la inclusién en el
modelo de otros centros que como el nucleo mesencefalico profundo,
presentan una interaccién con centros de los GB muy similar a la de la
sustancia negra o el palido medial (Rodriguez et al. 2001a, Gonzalez-
Hernandez et al. 2002).

Otro factor a considerar son las interneuronas y las células gliales. En
el modelo clasico no se suelen atribuir funciones relevantes a las
interneuronas de los distintos GB, lo cual resulta particularmente inadecuado
en centros como el estriado donde las interneuronas denominadas
interneuronas GABAérgicas de disparo rapido (“GABAergic fast-spiking
interneurons”’) (Bracci et al. 2002, Klaus et al. , Koos y Tepper 2002) parecen
realizar un importante papel en el procesamiento estriatal de la informacion
proveniente de la corteza cerebral. En los tltimos afios se han publicado un
gran nimero de evidencias en centros corticales y subcorticales que muestran
que células gliales como los astrocitos realizan tareas mucho mas relevantes
que las tareas de soporte previamente atribuidas. Particularmente relevante
para el caso de los GB podria ser la regulacion astrocitica de la sinapsis
glutamatérgica en lo que se denomina sinapsis tripartita (neurona presinaptica
— neurona postsinaptica — astrocito con integracion perisinaptica “en mortaja’)
(Overstreet 2005, Araque et al. 1999, Haydon y Carmignoto 2006, Villalba y
Smith 2011). Junto a estos astrocitos habria que afiadir otras células que como
los oligodendrocitos son esenciales para la transmision de los potenciales de
accion y para la comunicacion intercelular a distancia. Hay otras células
gliales como la microglia que quizds no son tan relevantes para el
procesamiento de la informacion, pero que sin duda, son de gran importancia
para la supervivencia de las neuronas y de la glia de los GB (Halliday y
Stevens 2011, Teismann y Schulz 2004, Rappold y Tieu 2010, Marcaggi y
Attwell 2004). A continuacion se describira brevemente algunos aspectos de
la enfermedad de Parkinson que resultan particularmente relevantes para los
trabajos experimentales de esta Memoria, descripcién que comienza con una
breve introduccion a la enfermedad.



LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Descripcion general

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita inicialmente en 1817
por el médico inglés James Parkinson (1755-1824) quien la denomino
Paralisis agitante. En su monografia de 66 paginas “ An Essay on the shaking
palsy”’(Parkinson 1817) se describieron como sintomas principales el temblor
de reposo, las alteraciones posturales y la deambulacion, trastornos que no se
acompanaban de alteraciones sensitivas o del intelecto. Esta descripcion fue
posteriormente ampliada por el neurdlogo francés Pierre Marie Charcot a
finales del siglo XIX, el cual le dio por primera vez el nombre de enfermedad
de Parkinson. La descripcion clinica de la EP es un proceso que no ha cesado
en la actualidad. Hoy en dia, la descripcion se centra principalmente en
aspectos relacionados con el procesamiento sensorial, emocional y cognitivo)
(Lees et al. 2009).

La EP es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por la muerte
de las neuronas dopaminérgicas de la SN compacta que proyectan al estriado.
Esta degeneracion neuronal desencadena una marcada disminucion de la
concentracion de dopamina en el estriado (Jellinger 2001, Kish et al. 1988,
Hughes et al. 1992, Hornykiewicz 2006). La muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SN compacta es considerada el indicador principal para
el diagnostico de la EP, aunque la enfermedad curse siempre con alteraciones
neurodegenerativas en diversas poblaciones neuronales que abarcan desde el
sistema nervioso periférico hasta el bulbo olfatorio. La causa de la
degeneracion dopaminérgica es desconocida, si bien la opinidén mayoritaria en
la actualidad considera que es de origen multifactorial. Durante los ultimos 10
aflos se han ido describiendo alteraciones monogénicas capaces de inducir
degeneracion dopaminérgica. Estas anomalias genéticas junto a otros factores
(ej. intoxicaciones...) son capaces de producir un cuadro clinico similar al de
la enfermedad de Parkinson, siendo habitualmente referidas de forma genérica
como parkinsonismo secundario. Entre las causas de parkinsonismo
secundario destacan las calcificacion de los ganglios basales, las infecciones
(encefalitis...), las intoxicaciones (derivados del petrdleo, pesticidas -paracuat
y rotenona-, manganeso, monodxido de carbono, I1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina—MPTP-), los traumatismos craneales (sindrome del
boxeador), y lesiones estructurales (tumores, isquemia cerebral). Ademas,
existen distintas enfermedades que pueden cursar con trastornos
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parkinsonianos como la atrofia multisistémica, la paralisis supranuclear
progresiva, el complejo  parkinsonismo-demencia-esclerosis  lateral
amiotrofica, la degeneracion ganglionar cortico-basal, la demencia con
cuerpos de Lewy, y la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades
degenerativas de los GB (Hallervorden-Spatz, Huntington ...). Algunos
farmacos, como los neurolépticos que bloquean los receptores de dopamina,
también pueden inducir trastornos motores similares a los de la EP, trastornos
que en ocasiones pueden persistir de forma permanente tras la retirada del
tratamiento (discinesia tardia...). Ninguno de los trastornos motores arriba
referidos deben ser confundidos con la EP, enfermedad que presenta un
origen desconocido y una incidencia esporadica (enfermedad de Parkinson
primario o idiopatico).

Epidemiologia

Las estimaciones mas recientes sugieren que mas de cuatro millones
de personas padecen la enfermedad en el mundo. Con una prevalencia de 1
caso por cada 1000 es la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente
después de la enfermedad de Alzheimer. Su incidencia se incrementa con la
edad, alcanzando una prevalencia de mas del 3% en la poblacion de mas de 65
aflos. Solo un 10% de los pacientes parkinsonianos manifiestan la enfermedad
antes de los 40 afios (FEP, 2000). Aunque hay datos contradictorios, la EP
parece afectar por igual a hombres y mujeres, presenta una distribucion
geografica uniforme en todo el mundo y no existen diferencias entre las
distintas razas. En Espafia hay probablemente mas de 150.000 personas que
sufren la enfermedad (Fundacién Europea para la Enfermedad de Parkinson),
nimero que aumentara con el incremento de la esperanza de vida. Dado su
caracter invalidante y cronico, la enfermedad es hoy un grave problema
econdmico, social y sanitario (Gustavsson et al. 2011, Andlin-Sobocki et al.
2005).

Anatomia patologica

Como se comentd anteriormente, la enfermedad de Parkinson cursa
con una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SN compacta
(Braak et al. 2003a, Thannickalet al. 2007, Ehringer y Hornykiewicz 1960),
degeneracion que resulta macroscopicamente visible como despigmentacion



de la sustancia negra (las neuronas dopaminérgicas en el hombre producen
cantidades elevadas de neuromelanina que da a la SN un caracteristico color
oscuro, y de ahi su nombre) (Ehringer y Hornykiewicz 1960). El inicio de los
sintomas motores se hace evidente cuando la degeneracion afecta a mas del
50% de las neuronas dopaminérgicas (Zigmond et al. 1990), circunstancia que
ya hace imposible que los mecanismos de adaptacion de la sinapsis
dopaminérgica puedan impedir la aparicion de anomalias funcionales y de
trastornos motores. Esta degeneracion se acompafia de distintas
modificaciones gliales, asi como de alteraciones en poblaciones neuronales no
dopaminérgicas (Jellinger 1991, Bosboomet al. 2004, Remy et al. 2005,
Rodriguez-Oroz et al. 2009) como el locus coeruleus (noradrenérgico) y el
nicleo dorsal del rafe (serotonérgico), el nucleo basal de Meynert
(colinérgico), el nacleo pediunculopontino (glutamatérgico/nitrinérgico) y de
otros nucleos corticales, subcorticales y periféricos (corteza premotora, bulbo
olfatorio, hipotalamo, sistema entérico ...).

Durante el proceso neurodegenerativo las células dopaminérgicas
presentan los denominados cuerpos de Lewy (Lewy 1912), inclusiones
citoplasmaticas eosinofilas y redondeadas cuyo principal componente es la
proteina a-sinucleina (Irizarry et al. 1998, Spillantini et al. 1997). Aunque no
son patognomoénicos de la enfermedad (puesto que también aparecen en
necropsias de ancianos sanos y en patologias como la enfermedad de
Alzheimer o la demencia por cuerpos de Lewy), la presencia de cuerpos de
Lewy en las neuronas dopaminérgicas es imprescindible para el
reconocimiento anatomopatologico de la EP. No obstante algunos
parkinsonismos como los desencadenados por mutaciones genéticas como la
parkina (PARK?2) pueden no presentar cuerpos de Lewy (Gaig et al. 2009,
Takahashi et al. 1994).

Tratamiento actual y futuro en la enfermedad de Parkinson.

En este apartado se realizaran algunos comentarios referidos al
tratamiento de la EP cuya direccion final es la de resaltar la intencion y la
necesidad de pasar definitivamente del control de la expresion sintomatica de
la enfermedad (que se viene practicando con mucho éxito durante los estadios
iniciales de la enfermedad, pero con éxito decreciente en el progreso de la
enfermedad) al tratamiento etiopatogénico que permita retrasar la evolucion y
finalmente prevenir el comienzo de la neurodegeneracion en la EP.
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Las herramientas utilizadas principalmente en la actualidad para el
tratamiento de la EP van dirigidas al control de la expresién sintomatica de
la degeneracién dopaminérgica. La mayor parte de los trastornos que
presentan estos pacientes estan asociados a la disfuncion dopaminérgica. Esto
no significa que la dopamina esté directamente implicada en las funciones
alteradas de estos pacientes. En realidad muchos de los sintomas que se
presentan tras el deterioro dopaminérgico pueden ser compensados mediante
la practica de un deterioro afiadido (ej. lesion del palido medial) lo cual
evidencia que “déficit dopaminérgico” y “déficit funcional” no son
equivalentes. El déficit dopaminérgico puede generar una desregulacion
global de los GB cuyo resultado final sean los trastornos motores y no
motores que caracterizan la enfermedad. Como la “leccion de la neurocirugia”
ensefia, esta desregulacion puede ser compensada con notable éxito actuando
sobre otros centros y otros neurotransmisores y sin que el déficit
dopaminérgico aminore de forma significativa. No obstante, la compensacion
del déficit dopaminérgico sigue siendo la herramienta principal para el
tratamiento de estos pacientes (Schrag et al. 2007).

Entre los tratamientos farmacologicos mas habituales dirigidos a
compensar el déficit dopaminérgico destaca la levodopa (L-3,4
dihidroxifenilalanina), aminoacido neutro precursor de la dopamina y farmaco
principal y mas eficaz para el tratamiento sintomatico prolongado de la EP.
Este tratamiento se administra siempre conjuntamente con un inhibidor de la
DOPA-decarboxilasa periférica (carbidopa, benseracida...) que permite
reducir su metabolizacion periférica incrementando sus efectos centrales y
previniendo sus posibles acciones colaterales periféricas. La levodopa puede
ser complementada (o sustituida) por la administracion de agonistas de los
receptores de dopamina como apomorfina, bromocriptina, cabergolina,
lisuride, pergolide, pramipexol, rotigotine, etc. La tendencia actual es la de
utilizar estos farmacos como primera eleccion para el tratamiento de la

enfermedad en sus primeros estadios reduciendo la probabilidad de desarrollar
complicaciones motoras severas que acompafian habitualmente al paciente en
estadios ulteriores de la enfermedad (ej. discinesias). También se utilizan
como tratamiento complementario para reducir las fluctuaciones de la
respuesta terapéutica a la levodopa (Barbanoj et al. 2001, Kieburtz 2008,
Yamamoto y Schapira 2008). De uso menos generalizado, pero también
esenciales para muchos pacientes, son los firmacos destinados a inhibir la

metabolizacién enzimatica de la dopamina y prolongar su accién terapéutica.



Entre estos estdn principalmente los inhibidores de la monoamino oxidasa
(MAO): selegilina, rasagilina... (Perez-Lloret y Rascol 2011) y los
inhibidores de la catecol-o-metil transferasa (COMT): entacapona (Kurth and
Adler 1998, Ruottinen and Rinne 1998, Martinez-Martin and O'Brien 1998,
Rinne et al. 1998). Al arsenal destinado al control farmacoldgico de la
transmision dopaminérgica se afiaden en la actualidad otros farmacos capaces
de actuar sobre otros neurotransmisores de los GB. Este es el caso de los
antagonistas de los receptores NMDA de glutamato (amantadina) y los
antagonistas de receptores A2a de adenosina o la cafeina (antagonista Al y
A2a) (Bata-Garcia et al. 2010, Gongora-Alfaro 2010).

Hasta bien entrados los afios sesenta, no era posible controlar la
expresion sintomatica de la EP de forma minimamente eficiente. Fue en esa
década cuando se descubre que la enfermedad cursa con un déficit
dopaminérgico y que su correccion farmacologica produce espectaculares
efectos en la expresion sintomatica de la enfermedad. Hasta ese momento, el
paciente sufria tras su diagndstico un deterioro severo y progresivo de
funciones motoras basicas y una reduccion de su expectativa de vida a 4-6
afos. Con la introduccion de la levodopa, y especialmente tras la optimizacion
de su cinética de accion con inhibidores de la metabolizacion de la dopamina,
la calidad de vida de los pacientes mejoré de forma espectacular, y su
expectativa de vida pasé de forma progresiva a ser similar a la del sector de
edad correspondiente en la poblacion normal. No obstante, aun bajo los
efectos de los “compensadores sintoméaticos” la enfermedad sigue su curso
normal, lo que determina que las dosis farmacoldgicas deban ser
incrementadas y que los factores reguladores enddgenos (compensacion
sinaptica de excesos y defectos de la neurotransmision) desaparezcan. En
estas condiciones, los pacientes mas evolucionados comienzan a presentar
complicaciones motoras y no motoras que son cada vez mas invalidantes y
que terminan por deteriorar severamente la calidad de vida de estos pacientes.
Con el objetivo de corregir la expresion sintomdtica de estos pacientes mas
evolucionados (y a la sombra del modelo de GB comentado al inicio de esta
introduccion) comenzaron a introducirse nuevas técnicas destinadas a
compensar el déficit dopaminérgico, principalmente mediante implante de
células capaces de liberar dopamina (células cromafines de la médula
suprarrenal o los neuroblastos fetales que se diferencian a neuronas
dopaminérgicas tras su implante cerebral) o corrigiendo la desregulacion de
los GB secundaria al déficit dopaminérgico sobre todo mediante lesiones de
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distintos centros talamicos, del palido medial y més recientemente del nucleo
subtaldmico o bien mediante la estimulacién cronica profunda del nicleo
subtaldmico. Los tratamientos quirurgicos destinados a la compensacion del
déficit dopaminérgico generaron grandes expectativas que posteriormente
decayeron por los escasos resultados terapéuticos obtenidos y los graves
efectos colaterales que podian acompanarse (discinesias, alteraciones
psiquidtricas...). El primer tratamiento quirdrgico efectivo destinado a
corregir la desregulacion secundaria de los GB fue la talamotomia, la cual
resultaba principalmente eficiente en el control del temblor de reposo.
Posteriormente se mejord la triada sintomatica esencial de la enfermedad con
la lesion del palido medial, aunque esta intervencion solo era practicable de
forma unilateral. Recientemente con la subtalamotomia también se han

obtenido resultados muy claros en el control de la triada sintomatica de la
enfermedad, con la ventaja de que la cirugia es aplicable de forma bilateral.
Entre los tratamientos por estimulacién se encuentran: la estimulacion
talamica con efectos similares a la talamotomia y con la ventaja de que puede
modularse a lo largo del tiempo; la estimulacion del palido interno (Kumar et
al. 2000) (con mejoria prolongada de las discinesias) y la estimulacién del
subtdlamo (Rodriguez-Oroz et al. 2000), tratamiento quirtirgico mas usado en

la actualidad y que permite reducir la administracion de farmacos y la
correspondiente aparicion de complicaciones farmacoldgicas.

La suma de los tratamientos farmacoldgicos y quirtirgicos facilita hoy
un control sintomdtico que a la mayor parte de los pacientes les supone una
mejora muy marcada de su calidad de vida durante la primera década de la
evolucion de la enfermedad. Este control se mejora ostensiblemente con la
aplicacion de diversos tratamientos rehabilitadores destinados a prevenir la
aparicion de las complicaciones secundarias causadas en muchas ocasiones
mas por el uso inadecuado de diversos sistemas, como consecuencia del
padecimiento cronico de los trastornos motores propios de la enfermedad, que
por la propia enfermedad. Este seria el caso de las alteraciones de la excursion
articular como consecuencia del padecimiento cronico de hipertonia e
hipocinesia, una reduccion que puede desencadenar déficit e incapacidades
diversas como alteraciones en la deglucion y la fonacion (por ante-version
forzada e irreductible del cuello), trastornos de la marcha y caidas
(desplazamiento del centro de gravedad asociada a la cifosis), alteraciones
respiratorias (hipoventilacion con insuficiencia pulmonar obstructiva y
restrictiva causada por problemas en la columna cervico-dorsal y en la parrilla
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costal), etc. (Sabate et al. 1996a, Sabate et al. 2008, Sabate et al. 1996b). La
aplicacion sistematica de un tratamiento rehabilitador adecuado permite
reducir y retrasar la aparicion de estas y otras complicaciones secundarias que
con frecuencia suponen una merma en la calidad de vida del paciente
dificilmente reversible. A esta acciéon general de la rehabilitacién hay que
sumar acciones mas especificas como las destinadas a mejorar el equilibrio
(Alonso-Frech et al. 2011), a disminuir las alteraciones de la marcha y el
lenguaje (Ransmayr 2011), y a facilitar las actividades de la vida diaria
(Yousefi et al. 2009, Marchant et al. 2010, Sabate et al. 2008).

Incluso cuando todo el control sintomatico posible (tratamiento
médico + quirtrgico + rehabilitador) se practica de forma Optima, la
enfermedad sigue su curso afectando a poblaciones neuronales no
dopaminérgicas de la corteza y de distintas regiones subcorticales. Esta
progresion se acompaiia normalmente de signos y sintomas muy diversos que
no responden al tratamiento sintomatico y que abarcan un amplio espectro;
desde alteraciones motoras complejas como los trastornos de la marcha hasta
trastornos de las funciones superiores incluida la demencia. Ademas, el
tratamiento  farmacolégico prolongado termina produciendo efectos
colaterales que también son dificilmente controlables (conducta
compulsiva....). Por ello los pacientes terminan sufriendo en estos estadios
avanzados de la enfermedad una merma intolerable de su calidad de vida.
Dado que en estas condiciones evolucionadas de la EP el control sintomatico
no resulta ya factible, el interés investigador actual se esta desplazando desde
el control de la expresion sintomatica de la enfermedad hacia el control de la
progresion del trastorno neurodegenerativo, es decir, desde los tratamientos
sintomaticos al desarrollo de tratamientos etiopatogénicos.

En las ultimas dos décadas se han encontrado distintas proteinas como
el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) o el factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF) que en animales reducen la vulnerabilidad de las

neuronas dopaminérgicas a la accidn toxica de diversos agente (Levivier et al.
1995, Gash, Zhang and Gerhardt 1998). Los ensayos realizados en pacientes
no han ofrecido los mismos resultados positivos (Costa et al. 2001, Zurn,
Widmer y Aebischer 2001, Grondin et al. 2002). Su naturaleza proteica
supone una merma marcada para su uso potencial en clinica. Las proteinas
son degradadas en el tracto digestivo (inttiles por via oral), no atraviesan la
barrera hematoencefalica (inutiles por via parenteral), y son degradadas
rapidamente por proteasas del medio extracelular (lo que limita marcadamente
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su difusiéon y su vida media util) al ser administradas dentro de la barrera
hematoenceféalica. Por tanto no resulta extrafio que la administracion de estos
factores neurotréficos no hayan generado los efectos terapéuticos deseables.
Una alternativa seria su administracion mediante el implante de células
manipuladas genéticamente con capacidad para liberar estos factores de forma
cronica. Aunque esta estrategia parece mas prometedora, una liberacion
inespecifica podria desencadenar efectos adversos importantes, por lo que las
células-vectores de tratamiento deberian situarse en las inmediaciones de las
neuronas dopaminérgicas que se pretenden proteger. Este tropismo selectivo
aun no ha sido alcanzado de forma eficiente. Ademas, las células-vectores
deberian permanecer en el tejido a proteger durante toda la vida del paciente,
circunstancia que no ocurre ni siquiera con las células gliales propias del
paciente. Una alternativa a esta limitacién es la practica de implantes
repetidos, circunstancia no factible en el caso del cerebro. Otra alternativa
seria la administracion periférica (sangre) de células-vectores con capacidad
para atravesar la barrera hematoenceféalica y dirigirse a las regiones donde
degeneran las células dopaminérgicas, liberando alli los factores
neurotréficos. No obstante, incluso en el caso de que las dificultades de
tropismo selectivo y de control de la expresion del factor tréfico en uso se
pudieran alcanzar, restaria por resolver el problema de la sostenibilidad del
tratamiento, puesto que al tratarse de una enfermedad vitalicia las células
deberian permanecer activas durante toda la vida del paciente. Una posible
solucion a este problema seria la creacion de un “nicho” periférico de células
con capacidad para dividirse y liberarse al torrente sanguineo de forma
permanente. Recientemente en nuestro laboratorio se han practicado estudios
en la adquisicion de un procedimiento que permita la creacién de este nicho
en el caso de las células madre de la médula 6sea (Rodriguez et al. 2007),
nicho que se ha confeccionado en la propia medula o6sea tras el
despoblamiento previo de sus células naturales. Dado que las células
modificadas pueden colonizar este nicho permaneciendo en él por un largo
periodo y emitir al torrente sanguineo células que posteriormente puedan
acceder al sistema nervioso, éste podria ser un procedimiento posible para la
administracioén crénica de proteinas neuroprotectoras en el sistema nervioso.
No obstante, hay un considerable nimero de problemas por resolver, como la
selectividad del tropismo celular, el control de la expresion génica de las
células implantadas, la evaluacion de la toxicidad relativa a la administracion
cronica de GDNEF, el estudio de la posible toxicidad periférica del GDNF, etc.
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Por tanto, el desarrollo de tratamientos etiopatogénicos mediante terapia
celular est4 ain en sus comienzos y su posible utilidad real permanece ain en
un futuro a muy largo plazo.

Una alternativa al tratamiento celular es el tratamiento mediante
terapia génica. Este consiste en administrar un vector viral capaz de
“implantar” el gen de la proteina neuroprotectora en las células
dopaminérgicas en degeneracion o en sus células vecinas, y conseguir que el
gen se exprese de forma continuada protegiendo a las neuronas no afectas y
rescatando a las que ya estén en proceso degenerativo (Brito-Armas et al.
2011, Rodriguez M. et al. (2011). Se han realizado diversos estudios para
combatir las enfermedades del sistema nervioso mediante la expresion de
proteinas neuroprotectoras muy diversas como el GDNF o la neurturina
(Kordower et al. 2006, Marks et al. 2008), los cuales han tropezado con
diversas dificultades aun presentes en la terapia génica como la duracion de la
expresion génica, el retro-implante del gen en regiones de los cromosomas
donde no altere la expresion de otros genes, los problemas de re-combinacion
salvaje...(Marks et al. 2010, Bartus et al. 2011). Estas dificultades estan
presentes también en el uso de la terapia génica para el control de la expresion
sintomatica de la EP. Este es el caso de la terapia génica destinada a activar la
expresion de enzimas especificas como la DOPAdescarboxilasa para
optimizar la efectividad de la levodopa (Christine et al. 2009, Eberling et al.
2008) o la dcido glutamico descarboxilasa en el nicleo subtalamico para
facilitar la sintesis de GABA en este centro y reducir la hiperactividad de la
via indirecta en la EP (Kaplitt et al. 2007), o la expresion simultdnea de
multiples agentes (ej. GTP-ciclohidrolasa, DOPAdescarboxilasa y Tirosina
hidroxilasa) (Palfi 2008, Muramatsu et al. 2002). La terapia génica para el
tratamiento sintomatico de la EP resulta muy prometedora, pero su posible
aplicacion clinica est4 atin en un futuro lejano.

Hay otras posibles alternativas para el tratamiento etiopatogénico de
la EP que estan siendo ensayadas en modelos animales de la enfermedad y, en
algunos casos, en pacientes. Algunos de estos enfoques van dirigidos a evitar
la produccién (Maruyama et al. 2002) o la accidon de los radicales libres
(Blum et al. 2001, Zemke y Majid 2004, McCarty 2006). Otros apuntan hacia
alguno de los otros mecanismos implicados en la progresion de la
degeneracion dopaminérgica de los que se hablara con posterioridad. Entre los
productos con propiedades anti-radicales o anti-oxidantes que estan siendo
ensayados en la actualidad destaca el pioglitazone (Bernardo, Levi and
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Minghetti 2000, Kim et al. 2002), el calcitriol (Garcion et al. 1998, Garcion et
al. 2002, Lefebvre d'Hellencourt et al. 2003), la aspirina y los
antiinflamatorios no esteroideos (Minghetti et al. 1997, Swanson et al. 2011),
la estatina (Lieberman et al. 2005), la cafeina (Ascherio et al. 2001), el
resveratrol (Zhang et al. 2010), la silimarina (Singhal et al. 2011) y el
epigallocatechin-3-gallate (EGCG, polifenol del té verde) (Wilson et al. 2003,
Jeng et al. 2005, Fujikawa et al. 2005, Jung et al. 2007).

Un problema basico en la evolucidn de estas nuevas estrategias para
el tratamiento etiopatogénico de la EP es el desconocimiento del *“peso
relativo” de cada factor en el desarrollo y progresion de la degeneracion
dopaminérgica. Como se vera, muchos de los miltiples factores implicados en
el curso degenerativo de las neuronas dopaminérgicas podrian ser secundarios
o tener un papel muy indirecto en el devenir de la degeneracion, por lo tanto,
una tarea esencial a realizar seria la determinacion del grado real de
importancia de cada factor. Los trabajos realizados para la presente Memoria
se centraron en dos de estos factores: la accion del glutamato y el papel de los
astrocitos.

Etiologia y patogenia de la enfermedad de Parkinson.

La opinién mayoritaria en la actualidad considera que la enfermedad
de Parkinson tiene origen multifactorial y que su inicio estd estrechamente
asociado al envejecimiento. A partir de los 20 afios de edad, las personas
sufren una reduccion de entre un 5% y un 6% de las neuronas dopaminérgicas
por década (Fearnley y Lees 1991, McGeer et al. 1977). Este hecho junto a
factores genéticos y epigenéticos asociados a la degeneracion de las neuronas
mesencefalicas nigroestriatales (Jenner y Olanow 1996, Prasad et al. 1999,
Dauer et al. 2002), y a mecanismos involucrados directamente en el deterioro
de estas células como la disfuncién mitocondrial, la incapacidad para la
degradacion proteica, la inflamacion, etc. son responsables del origen y
desarrollo de la enfermedad.

Un hecho llamativo en la enfermedad de Parkinson es la diferente
vulnerabilidad mostrada por las distintas poblaciones dopaminérgicas
mesencefalicas. Las neuronas del grupo A9 (sustancia negra) son mas
vulnerables que las del grupo A8 (campo retrorribrico) y las A10 (area
tegmental ventral, nucleo parabraquial pigmentado, nticleo paranigral, nucleo
rostral y caudal lineal, y ntcleo interfascicular). En el grupo A9, las neuronas
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de la region caudal, lateral y ventral degeneran mas precozmente que las
localizadas en regiones mas rostrales, mediales y dorsales (German et al.
1989, Fearnley y Lees 1991, Damier et al. 1999). Los factores implicados en
esta vulnerabilidad diferencial podrian ser tanto de origen intrinseco (internos
a las propias neuronas dopaminérgicas) como extrinseco (vinculado a otras
células proximas o distales).

Dentro de los agentes intrinsecos existen unos factores de
resistencia, relacionados con la expresion de proteinas antioxidantes
(superoxido dismuta, catalasa, glutation reductasa), de proteinas fijadoras de
calcio intracelular, de receptores de factores neurotroficos o de la coexpresion
del acido gamma-aminobutirico (GABA) (Glazner, Mu and Springer 1998,
Yamada et al. 1990, Gonzalez-Hernandez et al. 2001), y otros de
vulnerabilidad, asociados a la expresion de receptores de aminoacidos
excitatorios (glutamato) e interleuquinas (Difazio et al. 1992, Paquet et al.
1997), al estrés oxidativo (Morrison et al. 1998, Blum et al. 2001) y sobre
todo a la propia sintesis y manejo de la DA.

Los agentes extrinsecos o epigéneticos locales asociados a la alta
vulnerabilidad de la neuronas dopaminérgicas se encuentran en el medio
extracelular, proximo a estas células, y son sintetizados y liberados por otras
poblaciones neuronales (GABAérgicas, glutamatérgicas, noradrenérgicas) o
gliales (astroglia y microglia). Este podria ser el caso de los radicales libres,
agentes normalmente vinculados a las mitocondrias de las propias células
dopaminérgicas, pero que también son sintetizados en otras células (como las
células gliales) desde donde serian liberados dafiando a las neuronas
dopaminérgicas (Jenner y Olanow 1998, Kohutnicka et al. 1998, Du et al.
2001).

Los agentes extrinsecos distantes provienen principalmente de
aferencias aminérgicas, colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas. Entre
ellas, las aferencias excitatorias glutamatérgicas ocupan un papel destacado.
Diferentes trastornos neuroldgicos, incluyendo la enfermedad de Parkinson,
se han vinculado con la accion excitotoxica de este aminoacido (Difazio et al.
1992, Zeevalk et al. 1995, Beal 1998, Sonsalla et al. 1998). La excitotoxicidad
del glutamato estd asociada a la activacién excesiva de sus receptores
inotrépicos, especialmente de los receptores tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) cuya activacion facilita la entrada de calcio al medio intracelular
induciendo anomalias mitocondriales que favorece la produccion de radicales
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libres, y la activacion de la expresion de diferentes enzimas lesivas para la
propia neurona (fosfolipasas, proteasas, endonucleasas, 6xido nitrico sintasa,
etc...). Dado que una parte de los estudios del presente proyecto estan
relacionados con la excitotoxicidad glutamatérgicas, se volvera a retomar con
posterioridad la posible accion toxica del glutamato de forma més amplia.

Entre los agentes intrinsecos concita interés la propia dopamina. La
dopamina citosolica puede ser metabolizada por la monoamino-oxidasa o por
autooxidacioén, comportandose en ambos procesos como fuente de especies
reactivas de oxigeno. La dopamina se transforma a través de su metabolismo
enzimatico en 3,4-dihidroxiphenilacetaldehido y en 4cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) generando perdxido de hidrégeno. El
perdxido de hidrogeno puede ser neutralizado por las enzimas antioxidantes o
bien generar en presencia de hierro radicales hidroxilo de alta toxicidad. A pH
fisiologico, la dopamina se auto-oxida a quinonas y semi-quinonas reactivas,
generando en el proceso aniones superoxido que pueden derivar en la sintesis
de peroxido de hidrogeno por la accion de la superoxido dismutasa, o
reaccionar con el oxido nitrico originando peroxinitrito (radical altamente
toxico) (Barzilai et al. 2001). Asi, el metabolismo de la dopamina genera
grandes cantidades de radicales libres que favorecen la oxidacion de lipidos y
proteinas e inhiben el complejo I mitocondrial (Berman et al. 1996, Spencer et
al. 1998), induciendo de esta manera la cascada apoptotica o la muerte
neuronal por procesos inflamatorios (Shulman, De Jager y Feany 2011). Por
otro lado, las quinonas reactivas pueden oxidarse a aminocromos ciclicos que
son posteriormente polimerizados a neuromelanina, o bien interactiian con
residuos de cisteina de distintas moléculas a las que inhibe su actividad
(Miyazaki and Asanuma 2009). Hay estudios que apoyan la idea de que la
dopamina-quinona o algunos de sus productos metabodlicos puede inhibir la
actividad ubiquitina ligasa de la parkina (LaVoie et al. 2005), la
permeabilidad de los poros mitocondriales (Berman and Hastings 1999) y la
funcién proteosémica (Zafar et al. 2006), asi como inducir la activacion
microglial (Kuhn et al. 20006).

La neuromelanina es un polimero complejo resultante del
metabolismo de las catecolaminas a quinonas y semiquinonas, siendo
particularmente abundante en las células dopaminérgicas de la sustancia negra
de los seres humanos a las que confiere su caracteristico color oscuro (Fasano,
Bergamasco y Lopiano 2006). La propuesta inicial de que la neuromelanina
juegue un papel relevante en la etiopatogenia de la EP tras observar una
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correlacién positiva entre la concentracion de neuromelanina y la
degeneracion de las células dopaminérgicas (Mann y Yates 1983, Hirsch et al.
1988), fue cuestionada al encontrarse que las células dopaminérgicas de la
zona dorsal de la sustancia negra contienen niveles mas altos de
neuromelanina que los situados mas ventralmente (Gibb 1992). Estudios
experimentales realizados durante las ultimas dos décadas indican que la
neuromelanina puede jugar un doble papel, como protector o como agente
toxico (Ben-Shachar et al. 1992, Sulzer et al. 2000). La neuromelanina se
puede unir al MPP+ (1-metil-4-fenilpiridinio), i6n activo de la neurotoxina 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina o MPTP (D'Amato et al. Snyder 1986),
y al paracuat, herbicida de gran toxicidad (Lindquist et al. 1988),
disminuyendo su accion neurotoxica. Ademdas la neuromelanina puede
acumular farmacos dopaminérgicos regulando su concentracion intracelular
(Salazar et al. 1978), y secuestrar iones redox activos como el hierro
reduciendo la formacion de radicales hidroxilo (Enochs et al. 1994, Zecca et
al. 2003). Sin embargo, la neuromelanina también puede ser fuente de
radicales libres y liberar metales toxicos, acelerando asi la muerte celular
(Swartz et al. 1992, Shima et al. 1997). Ademas, su liberacion al medio
extracelular desde las células degeneradas puede inducir la activacion
microglial y el proceso degenerativo (Wilms et al. 2003).

La concentracion citosolica de dopamina estd estrechamente
relacionada con dos procesos de transporte por membrana: la captacion
selectiva de la dopamina extracelular mediante la accion del trasportador de

membrana celular (DAT), y el almacenamiento en vesiculas sindpticas por la
accion del trasportador de membrana vesicular de monoaminas 2 (VMAT?2)
(Horn 1990, Giros y Caron 1993, Uhl et al. 1994). El equilibrio funcional
entre estos dos transportadores pueden afectar la vulnerabilidad diferencial de
las diferentes subpoblaciones dopaminérgicas del mesencéfalo (Cruz-Muros
et al. 2007a). Asi, el trasportador de membrana celular podria incrementar la
vulnerabilidad celular al promover la entrada de dopamina y sus metabolitos
al citosol, mientras que el VMAT2 seria un factor neuroprotector al secuestrar
la dopamina en vesiculas. El hecho de que ratones deficientes en VMAT2
sean mas susceptibles a la MPTP que sus homodlogos de tipo salvaje
(Takahashi et al. 1997), que expresen una tasa espontdnea y progresiva de
degeneracion en células dopamina (Caudle et al. 2007), y sintomas
parkinsonianos no motores (Taylor et al. 2009), sugiere que el VMAT2 puede
estar también implicado en la degeneracion de otras células monoaminérgicas
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en la enfermedad de Parkinson. El papel perjudicial del trasportador DAT se
apoya el hecho de que su expresion e integridad funcional es requerida para
hacer a las células dopaminérgicas susceptibles a las neurotoxinas analogas de
la dopamina (Kopin 1992, Gainetdinov et al. 1997, Bezard et al. 1999b) y en
la existencia de una correlacion anatomica entre la distribucién de las
neuronas dopaminérgicas que expresan altos niveles de ARN mensajero del
trasportador DAT y la alta vulnerabilidad en la degeneracion, tanto en
pacientes parkinsonianos como en modelos animales de la enfermedad de
parkinson (Cerruti et al. 1993, Hurd et al. 1994, Uhl et al. 1994). Aunque, esta
correlacion no es aplicable a algunos grupos de células dopaminérgicas
(region pigmentada parabraquial en A10) (Shimada et al. 1992, Haber et al.
1995) y su analisis en el mesencéfalo ventral de ratas no ha mostrado
diferencias entre ambos patrones de expresion de ARN mensajero (Gonzalez-
Hernandez et al., 2004). Sin embargo, el patrén de expresion del DAT
glicosilado en el cerebro medio y en el estriado humano muestra un patréon
anatomico cercano al de la degeneracion dopaminérgica de los pacientes
parkinsonianos, relaciéon que se ha confirmado también en modelos de roedor
y mono de la enfermedad de Parkinson. (Afonso-Oramas et al. 2009, Missale
et al. 1985, Marshall et al. 1990, Cass et al. 1992).

Otra de las caracteristicas que diferencian a las células
dopaminérgicas son los patrones electrofisiolégicos que presentan. Estas

células muestran patrones de disparo fasico en forma de rafagas de
potenciales de accidén con un frecuencia media de 20 Hz provocado por las
diferentes aferencias nigrales excitadoras (Schultz 2002, Omelchenko y
Sesack 2005), asi como patrones de disparo tonico con una frecuencia media
de 2- 4 Hz y que se genera en ausencia de las fibras aferentes (Sulzer y
Schmitz 2007). Se cree que la actividad ténica “marcapasos” es importante en
el mantenimiento de los niveles basales de dopamina en el estriado. La
actividad marcapasos esta impulsada por las corrientes de calcio generadas
por los canales de tipo L presentes en las células dopaminérgicas de la SN
compacta. Las células dopaminérgicas del area tegmental ventral poseen
también canales de calcio tipo L, pero a diferencia de células de la SN
compacta, su marcapasos es generado por los canales de sodio. Mientras que
en la mayoria de las células la apertura de los canales de calcio es un evento
breve, en las células dopaminérgicas de la SN los canales de calcio se abren
en condiciones de relativa hiperpolarizacion (Striessnig et al. 2006, Chan,
Gertler y Surmeier 2009), originando una entrada masiva de calcio al interior
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celular. Estas condiciones generan un coste metabdlico elevado generado por
el bombeo del calcio al espacio extracelular via membrana plasmatica y
contra gradiente de concentracion. Los dos organulos directamente
involucrados en el manejo del calcio son la mitocondria y el reticulo
endoplasmico. El calcio citosolico es secuestrado por transportadores de alta
afinidad ATP-dependientes al interior del reticulo desde donde se libera al
citosol para ser utilizado en funciones moduladoras (Berridge y Stalnaker
2002, Choi et al. 2006) aunque también, puede introducirse en la mitocondria
a través de puntos de aposicion entre ambos organulos (Rizzuto y Pozzan
2006) contribuyendo a la homeostasis del calcio y a la produccion de ATP
(McCormack et al. 1990). Sin embargo, este sistema reticulo endoplasmatico
mitocondrial puede estar sobrecargado por el uso sostenido de los canales de
calcio, por lo que, tanto el agotamiento como el aumento de la concentracion
de calcio intraluminal en el reticulo puede inducir estrés reticular,
comprometiendo su accion proteostatica (LaFerla 2002, Paschen and
Mengesdorf 2005). Por otra parte, la alta demanda de ATP necesaria para
mover el calcio al exterior de la célula aumenta la actividad de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial llevando apareada la produccién de
especies reactivas de oxigeno (Sulzer y Schmitz 2007, Chan et al. 2009). La
relevancia de la actividad marcapasos de calcio para la vulnerabilidad de las
células dopaminérgicas de la SN estd apoyada por el hecho de que el bloqueo
de los canales de calcio reduce el patron marcapasos de las células
dopaminérgicas maduras de la sustancia negra, protegiéndolas de la accion
toxica de la rotenona y del MPTP (Chan et al., 2009). Los datos disponibles
sobre la expresion de calbindina-D28k en la region dorsomedial de la SN
compacta y en el area tegmental ventral también apoyan el posible papel del
calcio en la vulnerabilidad diferencial de las células dopaminérgicas nigrales
(Gerfen et al. 1987b, McRitchie y Halliday 1995, McRitchie et al. 1996,
Liang et al. 1996). Esta proteina con capacidad para amortiguar el calcio
intracelular se expresa en subpoblaciones de células dopaminérgicas con
menor vulnerabilidad (Gerfen et al. 1987b, Yamada et al. 1990, German et al.
1992). Sin embargo, existen evidencias contradictorias en esta hipotesis. No
se ha observado diferencias del efecto neurotdxico del MPTP entre las células
dopaminérgicas del mesencéfalo de ratones deficientes en calbindina-D28k y
las de ratones de tipo salvaje (Airaksinen et al.1997). Ademas, las células
dopaminérgicas de la region lateral de la SN que expresan calbindina-D28k
son mas sensibles al efecto neurotoxico de 6-hidroxidopamina que otras
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células dopaminérgicas de la SN que no expresan calbindina-D28k
(Rodriguez et al., 2001).

Otros agentes intrinsecos de vulnerabilidad que suscitan interés son
las mutaciones de genes especificos como causa de degeneracion
dopaminérgica. Las mutaciones en el gen de la parkina (gen PARK2) es la
causa mas comun de parkinsonismo de inicio juvenil (Abbas et al. 1999). La

parkina es una proteina e3 ligasa de ubiquitina y posee un papel
neuroprotector frente a distintos tipos de agresiones como las que conllevan a
la agregacion proteica (Lo Bianco et al. 2004), al estrés del reticulo
endoplasmatico (Imai et al. 2001), al estrés oxidativo (Kuroda et al. 2006) o al
dafio mitocondrial (Darios et al. 2003). La PTEN-quinasa 1 inducida (gen
PINK1) es wuna serina/treonina quinasa ubicua con capacidad de
autofosforilacion que interviene en las acciones de distintos estimulos
mitocondriales asociados a alteraciones funcionales generales (Mills et al.
2008), a alteraciones en el potencial de membrana (Exner et al. 2007) y al
incremento en la produccion de radicales de oxigeno (Deng et al. 2005).
También interviene en mecanismos asociados a la activacion de la apoptosis
(Petit et al. 2005). Sus mutaciones causan parkinsonismo hereditario de inicio
temprano (Valente et al. 2004). La DJ-I (gen PARK7) es una proteina
multifuncional con cierta funcién antioxidante (Kinumi et al. 2004). Las
mutaciones en este gen son causa de ciertas formas recesivas infrecuentes de
la enfermedad de Parkinson (Bonifati et al. 2003). La alfa-sinucleina (o-
sinucleina) es una proteina citosélica presinaptica cuya relevancia en la
enfermedad de parkinson ha sido destacada a partir de su presencia en los
cuerpos de Lewy. Su mutacién causa enfermedad de parkinson autosémico
dominante (Singleton et al. 2003). La a-sinucleina mutada (o sobre expresada)
presenta una enorme tendencia a la agregacion, formando fibrillas que pasan a
generar agregados cada vez mayores (Conway et al. 2000, Fredenburg et al.
2007). Los intermediarios oligoméricos en la formacién de estas fibrillas
originan poros en las membranas celulares, y particularmente en las
membranas mitocondriales, incrementando su permeabilidad. En las células
dopaminérgicas, la dopamina citosdlica interactia con la a-sinucleina
desacelerando la transformacion de oligoméricos intermediarios a fibrillas
(Rochet et al. 2004). La sobre-expresion de la proteina puede provocar dafio
celular con alteraciones del proteosoma, del reticulo endoplasmatico y la
mitocondria (Hsu et al. 2000). El deterioro mitocondrial comprende la
oxidacion de distintas proteinas asociadas a este organulo (Poon et al. 2005),
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dafios en el ADN mitocondrial y reduccion de la actividad del complejo IV
(Martin 2006). Se ha descrito un aumento en el nivel de a-sinucleina
mitocondrial en las células de la SN de los pacientes con EP (Devi et al.
2008). La mutacion de la proteina LRRK2 (gen Park8) causa un trastorno
hereditario autosdmico dominante que cursa con trastornos parkinsonianos (lo
padecen el 1% de los pacientes con enfermedad de parkinson) (Paisan-Ruiz
et al. 2004, Di Fonzo et al. 2005). La toxicidad de varias de sus mutaciones
parece estar asociada con el aumento de su actividad quinasa (Gloeckner et al.
2006) y con la activacién de la apoptosis por la sobreexpresion de las
proteinas LRRK2 (Greggio et al. 2006).

Uno de los factores intrinsecos relacionado con la EP es el estrés
oxidativo. Los cerebros de pacientes parkinsonianos presentan claras
evidencias de estrés oxidativo que se manifiesta por el aumento de la
oxidacion de lipidos (Dexter et al. 1989, Montine et al. 2004, Pratico 2001), la
alteracién en el plegamiento de las proteinas (Stadtman 2001, Salamon et al.
1991), los dafios en el ADN nuclear (Salamon et al. 1991, Marnett 2000,
Sanchez-Ramos et al. 1987) y mitocondrial (Maruszak et al. 2006), la
activacion de circunstancias pro-oxidantes mitocondriales (Bindoff et al.
1989, Mizuno et al. 1989, Schapira et al. 1990) y las altas concentraciones de
hierro (Jellinger et al. 1993, Lange et al. 1997, Sofic et al. 1991). Estas
anomalias se acompafian de una disminucién de agentes anti-oxidantes como
el glutation (Murphy y Pearce 1987, Perry y Gordon 1988) y la catalasa
(Ambani et al. 1975). También los estudios en modelos animales de EP
muestran el estrés oxidativo como un factor esencial en la alta vulnerabilidad
de las neuronas dopaminérgicas (Peng et al. 2007, Coyle y Puttfarcken 1993,
Hepp-Reymond et al. 1999, Grafman et al. 1992). La produccion de estrés
oxidativo es una de las estrategias utilizadas para generar parkinsonismo en
animales (Rodriguez et al. 2001b, Greenamyre et al. 2001, Lapointe et al.
2004, Cilia et al. 2008). Como se ha mencionado anteriormente, la dopamina
es un inductor directo de estrés oxidativo debido a la generacion de radicales
libres tanto por su metabolismo enzimatico (Burke et al. 2003, Burke et al.
2004) como por su auto-oxidacion espontanea a quinonas (Berman et al.
1996, Spencer et al. 1998), y también por impedir la actividad antioxidante
del glutation al conjugarse con él (Double et al. 2002, Zecca et al. 2002a,
Zecca et al. 2002b).

Las mitocondrias son los organulos celulares con mayor capacidad
para inducir estrés oxidativo. En las mitocondrias se produce el metabolismo
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oxidativo energético, la homeostasis del calcio y, en buena parte, el control de
la muerte celular (Kroemer y Blomgren 2007, Celsi et al. 2009, Galluzzi,
Blomgren y Kroemer 2009). Un metabolismo mitocondrial deficiente genera
especies reactivas de oxigeno con consecuencias catastroficas para la célula.
Estas circunstancias confieren a la disfuncién mitocondrial un papel central en
la neurodegeneracion parkinsoniana (Schapira y Gegg 2011). La relacion
entre la disfuncion mitocondrial y la degeneracion celular dopaminérgica en
pacientes parkinsonianos fue descrita por primera vez en 1990 por Schapira y
colaboradores. Estos autores observaron en la SN de pacientes parkinsonianos
una actividad reducida del complejo mitocondrial I (NADH deshidrogenasa o
ubiquinona oxidorreductasa). Esta deficiencia enzimatica se confirmé mas
tarde en la corteza cerebral (Keeney et al. 2006, Parker, Parks y Swerdlow
2008), y en las plaquetas sanguineas (Krige et al. 1992, Haas et al. 1995,
Schapira 2008). El hallazgo en los afios 80 de casos de parkinsonismo agudo
y persistente en humanos tras la autoadministracion intravenosa accidental de
MPTP (Langston et al. 1983) apoya la implicacion de la disfuncion
mitocondrial en la enfermedad de parkinson. El MPTP es convertida a MPP+
(metabolito activo) por la actividad de la MAO en células gliales y, tras su
liberacion al medio extracelular, es captada selectivamente por las células
dopaminérgicas mediante el DAT. Una vez en el interior de estas células, el
MPP+ desempefia su accién neurotoxica tras inhibir el complejo mitocondrial
I (Nicklas et al. 1985, Di Monte et al. 1986a, Mizuno et al. 1988). Este efecto
del MPTP ha sido ampliamente utilizado para la creacion de modelos
animales de enfermedad de Parkinson en ratones y monos (Przedborski y
Jackson-Lewis 1998, Blum et al. 2001). La existencia de una relacion entre la
exposicion a las toxinas ambientales, el deterioro de la fosforilacion oxidativa
y la enfermedad de Parkinson se plantea por la semejanza estructural entre
MPP+ y algunos herbicidas como el paracuat. En distintos estudios
epidemiologicos se ha observado una asociacion entre la incidencia de
enfermedad de Parkinson y la exposicion a pesticidas (Semchuk et al. 1992,
Dhillon et al. 2008, Firestone et al. 2005). El paracuat administrado de forma
subcrdnica en ratones produce degeneracion dopaminérgica mesencefalica (Di
Monte et al. 1986b, Miller et al. 2007) y acumulacion de o-sinucleina. No
obstante, el efecto citotoxico del paracuat sobre las mitocondrias parece estar
relacionado con el efecto indirecto de la produccién citosolica de especies
reactivas de oxigeno mas que con la inhibicion directa del complejo
mitocondrial 1. Otro pesticida extensamente utilizado para inducir la
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enfermedad de Parkinson en modelos animales es la rotenona (Sherer et al.
2003, Betarbet et al. 2000, Bove et al. 2005, Cicchetti et al. 2009). Algunos
autores sostienen que actiia como una toxina sistémica inespecifica, afectando
ademas de a las neuronas DAérgicas a otras células, incluso periféricas como
las del tracto gastrointestinal o hepatocitos (Hoglinger et al. 2003, Lapointe et
al. 2004). Aunque, otros autores sugieren que administrada mediante
protocolo selectivo, la rotenona so6lo produce lesiones en el cerebro y
particularmente en neuronas dopaminérgicas a las que puede degenerar
después de inducir inclusiones de alfa-sinucleina y de deteriorar el sistema
ubiquitina-proteosoma (Cannon et al. 2009, Betarbet et al. 2000). Por su alto
grado de lipofilia, la rotenona atraviesa la membrana plasmatica y se acumula
en diversos organulos, ejerciendo su efecto citotoxico sobre las subunidades
ND1 y PSST del complejo I mitocondrial (Schuler y Casida 2001).

Otros factores intrinsecos asociados a la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas son las alteraciones de la protedlisis. Todas las células poseen

la capacidad de hacer un ajuste fino entre la velocidad de sintesis, maduracion
y degradacion de sus proteinas (Shah y Di Napoli 2007). El reticulo
endoplasmatico es un organulo muy relevante en este proceso, interviniendo
en el plegamiento (Hosoi y Ozawa 2010), la regulacion del proceso de
traduccién, y la degradacion de las proteinas mal plegadas. Las dos vias
intracelulares principales de degradacion de proteinas son la del sistema
ubiquitina-proteosoma, responsable de la mayor parte de la renovaciéon de
proteinas citosolicas de corta duracion, y la via lisosomal autofagia que
participa en la degradacion de proteinas estables de larga duracion y en el
reciclaje de organulos (Jellinger 2009). Durante el envejecimiento, el cancer o
las enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas, la capacidad para
mantener la homeostasis de las proteinas se ve probablemente alterada por el
estrés cronico, con lo que las proteinas pueden perder su configuracion
normal y su actividad, e incrementar su agregabilidad. La inestabilidad
estructural de algunas proteinas mutadas o modificadas post-
transcripcionalmente las hace particularmente vulnerables a la formacion de
agregados entre si y con proteinas normales. Estos agregados de proteina
pueden interferir con procesos intracelulares criticos, como la funcion del
sistema ubiquitina-proteosoma, induciendo citotoxicidad directa. Distintas
evidencias sugieren una alteracion de los mecanismos implicados en el
equilibrio de sintesis-degradacion de proteinas en la enfermedad de
Parkinson. Un ejemplo de ello es la presencia de agregados proteicos que
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contienen ubiquitina y a-sinucleina en los cuerpos de Lewy (Braak et al.
2003b). La actividad enzimatica y la expresion de las subunidades o del
proteosoma y del activador proteosomico PA700 se han encontrado
disminuidas en la SN de los pacientes con EP, mientras que en otras regiones
cerebrales pueden estar mas altas de lo normal, datos que han sugerido que
podrian estar implicadas en respuestas compensadoras al estrés proteolitico
(McNaught y Jenner 2001, McNaught y Olanow 2003). Incluso en personas
sanas, el nivel del activador proteosémico PA28 observado en la SN
compacta es mas bajo que el observado en otras regiones del cerebro
(McNaught et al. 2002, McNaught y Olanow 2003). Ademas, un estudio
inmunohistoquimico reciente mostré que la expresion de PA28 y PA700 es
muy baja en la SN compacta de rata normales, y que diferentes estimulos
estresantes inducen la sobreexpresion PA28/PA700 en distintas células, pero
no en neuronas dopaminérgicas (McNaught et al. 2010). Por lo tanto, es
posible que el sistema ubiquitina-proteosoma esté constitutivamente débil en
las neuronas dopaminérgicas mesoestriatales, contribuyendo a su especial
vulnerabilidad en la enfermedad de Parkinson idiopatico.

A pesar de la evidencia inequivoca de la existencia de una alteracion
de la proteostasis en la patogénesis de la enfermedad, aun no esta claro si esta
alteracion es causa de la degeneracion dopaminérgica o consecuencia de que
ésta degeneracion lenta ya ha comenzado (Harrower et al. 2005).

9. , - e .
** Agentes extrinsecos v vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas

Los agentes extrinsecos mas habitualmente considerados son los
provenientes de otras poblaciones neuronales con las que las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales establecen alguna interaccion. En apartados
anteriores hicimos una descripcion global de la estructura funcional de los
GB. A continuacién volveremos a esta descripcion para centrarnos en los
aspectos mas directamente relacionados con la vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas desde la perspectiva de las sustancias de origen extrinseco
potencialmente toxicas.

Las neuronas nigroestriatales tienen su soma en la SN, estructura
ovalada y relativamente plana que se extiende rostrocaudalmente a lo largo de
la porciéon mas ventral del mesencéfalo (Heimer et al. 1985, Smith et al.
1990). Se divide en dos porciones citoarquitectonicas, una porcion dorsal (SN
compacta) en forma de lamina delgada con alta densidad neuronal (Kitamura,
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Kakimura y Taniguchi 2002, Oorschot 1996) y compuesta mayoritariamente
de neuronas dopaminérgicas (Parent y Hazrati, 1995a; Redgrave et al., 1992),
y otra ventral (SN reticulada) mas voluminosa y con forma de ovoide
aplanado. Esta region de la SN presenta menor densidad celular y esta
compuesta mayoritariamente por neuronas GABAérgicas (Conde 1992). Las
neuronas dopaminérgicas de la SN compacta son de tamafio mediano (=20p
en la rata), densamente empaquetadas y de morfologia fusiforme o
redondeada. Poseen de tres a seis troncos dendriticos principales poco
ramificados y tienen un campo dendritico oval de pocas espinas (Juraska et al.
1977, Tepper et al. 1987) que tiende a quedar localizado dentro de la SN
compacta (Castellano y Rodriguez Diaz 1991) con excepcion de las mads
ventrales que envian dendritas verticalmente hacia la SN reticulada. Su ax6n
no mielinizado no emite colaterales dentro de la SN y se origina a partir de
una de las dendritas principales desde donde se proyecta de forma
relativamente tortuosa hasta alcanzar el estriado. Estas neuronas
dopaminérgicas corresponden al grupo A9 de la clasificacion de Dahlstrom y
Fuxe (1964) y en algunas especies (mono y el hombre) contienen melanina.
La SN compacta contiene una pequefia proporcion (18%) de neuronas
GABAérgicas de tamafio pequeiio y forma estrellada, cuyas dendritas no
sobrepasan los limites del centro (Gonzalez-Hernandez and Rodriguez 2000).
La SN reticulada esta constituida por una poblacién heterogénea de neuronas
GABAérgicas que son en su mayoria de proyeccion (nigrotaldmicas,
nigrotectales y nigrotegmentales). Aunque de origen embriolégico distinto,
por su citoarquitectura, conexiones, neuroquimica y fisiologia, la SN
reticulada puede ser considerada como una prolongacion caudomedial del
pélido interno (nucleo entopeduncular en la rata) (Paxinos 1990). En la parte
lateral de la SN se distingue una zona constituida tanto por neuronas
dopaminérgicas como GABAérgicas, llamada SN lateral y cuyas conexiones
difieren ligeramente de las de la SN compacta y de la SN reticular (Fallon et
al. 1985)).

La principal fuente de aferencias nigrales son de naturaleza
GABAérgicas (aunque también contienen sustancia P) que proceden de las
células espinosas de tamafio medio del estriado (via directa) y termina
preferentemente en las neuronas GABAérgicas de salida de la SN reticulada
(Grofova et al. 1982, Somogyi y Smith 1979, Williams y Faull 1985, Fisher et
al, 1986, Bolam y 1zzo 1988, Bolam y Smith 1990). Esta proyeccion presenta
3 formas diferentes de organizacién, una topografica donde la region medial
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del estriado proyecta a la region medial de la SN reticular, la region lateral del
estriado a su homoénima de la SN reticular, la parte dorsal del estriado
proyecta a la ventral de la SN reticular y la ventral del estriado a la dorsal de
la SN reticular (Deniau et al. 1992, Deniau et al. 1996, Deniau y Thierry
1997), otra no topografica en la que los axones de cualquier region estriatal se
extienden ampliamente en el eje antero-posterior de la SN reticular formando
laminas concéntricas que alcanzan las células de proyeccion nigrotaldmicas,
nigrotegmentales y nigrocoliculares (Deniau y Chevalier, 1992; Deniau et al.,
1996,' Deniau y Thierry, 1997), y otra de organizacion compartimental en la
cual las neuronas de la matriz estriatal proyectan a la SN reticulada y las de
los parches a la SN compacta (Gerfen 1984, Gerfen 1985). Otra fuente
importante de aferencias GABAérgicas a la SN es el palido externo, el cual
envia proyecciones que terminan preferentemente en la SN reticular (Smith y
Bolam 1991), pero que también alcanzan a la SN compacta (Smith y Bolam
1989, Smith y Bolam 1990, Hattori et al. 1975). Desde el nucleo
entopeduncular (o palido interno de la rata) se establecen proyecciones a
ambas partes de la SN (Hay-Schmidt y Mikkelsen 1992).

La SN también recibe aferencias glutamatérgicas masivas desde
diferentes centros. El mas masivo y relevante para la fisiopatologia de la
enfermedad de Parkinson procede del nicleo subtalamico (Rodriguez et al.,
1998, Blandini et al. 2000, Obeso et al. 2000). Estas proyecciones ejerce una
marcada accion excitadora sobre las neuronas de la SN, y aunque sus efectos
se extienden preferentemente sobre las neuronas GABAérgicas de la SN

reticulada con las que forman sinapsis asimétricas, también actuan
directamente, en un 10%, sobre las de la SN compacta (Kanazawa et al. 1976)
. Las otras aferencias glutamatérgicas provienen de la corteza cerebral frontal
y prefrontal que terminan mayoritariamente en la parte rostral de la sustancia
negra compacta (Kitano et al. 1998), y del nucleo tegmental
pedunculopontino donde muchas de las neuronas también contienen oxido
nitrico 'y acetil colina e inervan tanto neuronas dopaminérgicas como
GABA¢érgicas (Lavoie y Parent 1994); (Futami et al. 1995), (Scarnati et al.
1984) ; (Meltzer et al. 1997). Algunas de la proyecciones del nucleo

pedunculopontino son solo colinérgico-nitrinérgicas, inervando
preferentemente la SN compacta (Clarke et al. 1987, Beninato y Spencer
1987, Clavier et al. 1976, Scarnati et al. 1988, Lavoie y Parent 1994,
(Gonzalez-Hernandez et al. 1997). La SN también recibe aferencias
serotoninérgicas de los nucleos del rafe (Bobillier et al. 1976, Cobb y
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Abercrombie 2003)), peptidérgicas desde el nucleo central de la amigdala y el
ntcleo de la estria terminal (llegan a la sustancia negra compacta) (Vankova
et al. 1992, Fudge y Haber 2001), dinorfinérgicas desde el estriado
(cotransmitiendo con GABA), hipotalamo y amigdala (Fallon et al., 1985),
taurinérgicas desde el estriado (Garcia Dopico et al. 2004), asi como
aferencias desde los nucleos centromediano y parafascicular talamico, cuyo

neurotransmisor no ha sido bien identificado (Sadikot et al. 1992).

Las eferencias al estriado pueden ser clasificadas en dos subtipos,
unas que utilizan dopamina y otras que utilizan glutamato (Rodriguez y
Gonzalez-Hernandez 1999). Las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
constituyen el mayor sistema dopaminérgico cerebral, y su degeneracion es,
como ya se ha comentado en distintas ocasiones, crucial para la aparicion de
la enfermedad de Parkinson (Jellinger y Paulus 1992, Jellinger 1999). Las
proyecciones nigroestriatales terminan fundamentalmente sobre dos
subpoblaciones de neuronas GABA¢rgicas estriatales de proyeccion, las de la
via directa que expresa el receptor D1, el cotransmisor substancia P e inervan
directamente a la SN reticulada y las de la via indirecta que poseen el
receptor D2, cotransmiten con encefalina y proyectan indirectamente a la SN
reticulada, a través del palido lateral y del nucleo subtalamico (Ingham, Hood
and Arbuthnott 1991, Kubota et al. 1986). Las terminaciones estriatales de las
proyecciones dopaminérgicas provenientes de la SN presentan una
distribucién compartimental (Gerfen el al, 1987b, Gibb, 1992 (Prensa y Parent
2001) y topografica (Fallon y Moore 1978, Hontanilla et al. 1995). La
mayoria de los axones que se originan en la SN compacta dorsal terminan en
el estriado dorsal (parches y matriz), los que proceden tanto de la SN
compacta dorsal como del area tegmental ventral alcanzan al estriado ventral,
y los de la parte ventral de la SN compacta junto con las neuronas
dopaminérgicas de la SN compacta envian la mayoria de sus axones a los
estriosomas (Gerfen et al, 1987, Gibb, 1992, Prensa y Parent, 2001). Existen
proyecciones dopaminérgicas desde la SN compacta al palido externo
(Parent, 1986, Druga 1993, Gaykema y Zaborszky 1996) y al nucleo
subtalamico (Francois et al. 2000, Prensa et al, 2000), asi como a otros centros
externos a los ganglios basales tales como el nucleo septal medial y lateral,
substancia innominata, nucleo de la banda diagonal, tubérculo olfatorio,
nicleo amigdalino lateral, habénula, cerebelo y corteza parietal, prefrontal,
entorrinal y cingular (Kizer et al. 1976). Las proyecciones hacia la corteza
cerebral envian colaterales al estriado (Loughlin y Fallon 1984, Takada y
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Hattori 1986). Finalmente, se han descrito proyecciones descendentes
dopaminéergicas desde la sustancia negra al nucleo del trigémino, el locus
coeruleus, la regioén parabraquial, el nucleo del rafe, formacion reticulada del
bulbo raquideo e incluso la médula espinal (Copray et al. 1990, Von Krosigk
y Smith 1991).

Las eferencias nigrales GABAérgicas proyectan principalmente al
talamo, a los coliculos y al nucleo pediunculo pontino. La proyeccion
nigrotalamica es la mas abundante y se originan fundamentalmente en la parte
rostral y lateral de la SN reticulada (Carpenter et al. 1976), (Parent et al.
1983). La mayor parte de las neuronas de esta proyeccion se distribuye de
forma topografica por la region magnocelular del nicleo ventral anterior
(VA), por la region ventromedial del nucleo ventral lateral (VL) del talamo,
inervando también el nicleo ventromedial (VM), y menos profusamente por
el nucleo dorsomedial, el parafascicular y la lamina medular interna (Kha et
al. 2001, Sakai y Smith 1992, Clavier et al. 1976). También se ha descrito una
proyeccion directa desde la SN reticulada al complejo pulvinar-lateral

posterior en el gato (Saavedra et al. 1987). La proyeccion nigrocolicular parte
de la SN reticulada dorsolateral (Beckstead y Frankfurter 1982) y termina
bilateralmente en todos los estratos del coliculo superior (aunque de forma
mas marcada en los estratos intermedios del coliculo ipsilateral) (May y Hall
1986, Redgrave et al. 1992). Sus colaterales llegan a la formacion reticular
parvocelular del puente y del bulbo raquideo (Yasui et al. 1994, Yasui et al.
1995). La proyeccion nigrotegmental alcanza el nucleo pediinculo pontino del
segmento bilateralmente (Spann y Grofova 1991), haciendo sinapsis
principalmente con neuronas glutamatérgicas y colinérgicas, algunas de las
cuales proyectan de vuelta hacia la SN (Grofova y Zhou 1998), mientras que
otras envian axones descendentes a la formacion reticular del bulbo
(Nakamura et al. 1989).

Como ya se comentd, el estriado es el principal centro integrador de
la informacién en los ganglios basales. A partir de los estudios con
marcadores para la acetilcolinesterasa, el estriado se ha subdividido en dos
partes, el estriado dorsal y el estriado ventral (Parent, 1986). El estriado dorsal
o neoestriado lo conforman dos nucleos histologicamente idénticos, el
caudado y el putamen, recibe aferencias de todas las cortezas cerebrales
(Parent, 1986, Alheid et al. 1990, Mena y Garcia 1990), y se encuentra
compartimentado segin criterios neuroquimicos en estriosoma y matriz
(Graybiel y Ragsdale 1978). Los estriosomas son pobres en
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acetilcolinesterasa y disponen de una alta actividad tirosina hidroxilasa (TH),
gran densidad de opiaceos, de receptores opiaceos u, de receptores
muscarinicos M1 y de receptores dopaminérgicos D1 (Mena y Garcia 1990),
recibiendo proyecciones glutamatérgicas de la corteza prefrontal, prelimbica,
limbica y de la amigdala basolateral. La matriz es rica en actividad
acetilcolinesterasa, dispone de alta densidad de receptores muscarinicos M2 y
dopaminérgicos D2, y de baja densidad de receptores opiadceos | y kappa
(Mena y Garcia 1990). Recibe aferencias glutamatérgicas procedentes
fundamentalmente de la corteza frontal, parietal y occipital, y en menor
medida de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral, del area
retrorrubral y de la parte dorsal de la SN compacta (Mena y Garcia 1990,
Gerfen et al. 1987b, Gerfen et al. 1987a). El estriado ventral esta constituido
por el nicleo accumbens, la parte ventromedial de los nucleos caudado y
putamen y una extensa parte del tubérculo olfatorio. Estd conectado con el
sistema limbico, la formacion hipocampal y el area tegmental ventral, y sus
funciones estdn mas relacionadas con aspectos emocionales de la conducta
(Helmer y Britt 1985, Mena y Garcia, 1990).

Las neuronas estriatales pueden ser clasificadas como neuronas con
espinas y sin espinas. Las neuronas con espinas son las mas numerosas, y
pueden ser de dos tipos: espinosas tipo I y espinosas tipo II. Las espinosas
tipo I o neuronas espinosas de tamafio medio, GABAérgicas y de proyeccion,
constituyen el 96% de la poblacion total de neuronas del estriado (Kemp y
Powell 1971). Las espinosas tipo II , colinérgicas e intrinsecas, representan
solo el 1% del total (DiFiglia et al. 1976). El 3% restante estd representado
por las células sin espinas, intrinsecas o interneuronas que pueden ser de tres
tipos: I, Il y IIL.

La naturaleza quimica de las aferencias estriatales son
principalmente glutamatérgicas de proyecciones de la corteza cerebral y los
nucleos intralaminares del tdlamo; dopaminérgicas procedentes de la SN

compacta y otros centros mesencefalicos; serotoninérgicas que llegan
procedentes del nucleo dorsal del rafe y noradrenérgicas procedentes del
locus coeruleus (Parent 1986).

Las eferencias estriatales son GABAérgicas que proyectan al palido
lateral (cotransmision con encefalina), al palido medial (n. entopeduncular en
la rata) y a la SN reticular (cotransmision con sustancia P y dinorfina) y
taurinérgicas que proyectan a la SN (Graybiel, 1990; (Reiner and Anderson
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1990). Ademas, algunas evidencias sugieren la existencia de una via
estriatonigral excitatoria que afecta a un 15% de neuronas de la SN reticular
(neuronas nigropedunculares y nigrotalamicas) (Rodriguez et al., 2000).
Finalmente, algunas proyecciones estriatales descienden para dirigirse a
distintos nucleos troncoencefilicos, al nucleo mesencefalico profundo
(Gonzalez-Hernandez y Rodriguez 2000), a la habénula lateral y al coliculo
superior (Albin et al., 1989).

9, , e
*%* El glutamato como agente extrinseco de vulnerabilidad para las
neuronas dopaminérgicas

Uno de los agentes extrinsecos de vulnerabilidad dopaminérgica que
en la actualidad retne mayor interés es el glutamato. El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro de los mamiferos, donde
también puede comportarse como neurotoxico. Los niveles de glutamato
extracelular son regulados por transportadores neuronales y gliales. Una vez
recaptado, el glutamato es metabolizado en los astrocitos por la glutamina
sintetasa, evitdndo asi que la concentracion extracelular de glutamato alcance
niveles neurotoxicos (Plaitakis y Shashidharan 2000, Dervan et al. 2004). Las
acciones glutamatérgicas se ejercen a través de dos familias de receptores
glutamatérgicos, los ionotrépicos y los metabotropicos. Los receptores
ionotropicos realizan su funcion a través de la activacion de canales idnicos a
los cuales se encuentran asociados. Estos receptores son el N-metil-D-
aspartato (NMDA), el a-amino-3-hidroxi-5-acido metil-4-isoxazol-propionato
(AMPA), y el kainato (KA) (Burnashev et al. 1992, Hollmann y Heinemann
1994). Los receptores metabotropicos estdn acoplados por proteinas G a

diferentes sistemas de segundo mensajero, y se subdividen en diferentes
grupos: [, Il y III (Conn y Pin 1997).

El glutamato extracelular posee 2 origenes diferentes, la reserva
neuronal dependiente del calcio, y la reserva glial que es, en gran medida,
calcio independiente. En condiciones basales, el glutamato glial es el 60% del
total del glutamato extracelular extrasinaptico (Xue et al. 1996, Baker et al.
2002, Cavelier y Attwell 2005). A pesar de la posible relevancia del
glutamato glial como excitotoxico, el estudio del glutamato en los GB se ha
centrado principalmente en el glutamato neuronal.

La interaccién del glutamato neuronal con las neuronas
dopaminérgicas se realiza tanto en la sustancia negra como en el estriado. Las
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principales aferencias glutamatérgicas a la sustancia negra vienen del nucleo
tegmental pedunculopontino y del nucleo subtalamico (Iribe et al. 1999).
Estudios hodologico y de microscopia electronica indican que la mayor parte
de las aferencias provenientes del nicleo subtalamico que llegan a la sustancia
negra alcanzan a las neuronas GABAérgicas de la SN reticulada formando
sinapsis asimétricas y que s6lo un 10% de las terminaciones glutamatérgicas
hacen contacto con neuronas dopaminérgicas (Kita y Kitai 1987). Asi que en
funcion de la célula diana y el tipo de receptor, el glutamato puede actuar
directamente excitando las células dopaminérgicas a través de receptores
ionotropicos o inhibiéndolas al estimular receptores metabotropicos o bien
puede inhibirlas indirectamente tras facilitar la liberacion de GABA desde la
neuronas GABAérgicas de la SN reticulada (Lee y Tepper 2009). La
transmision glutamatérgicas al estriado presenta también una intensa
interaccion con la transmision dopaminérgica nigro-estriatal. Las principales
vias de entrada al estriado son las glutamatérgicas provenientes de la corteza
cerebral y del talamo, y las DAérgicas provenientes del mesencéfalo. Las
aferencias dopaminérgicas generalmente modulan la accion de las aferencias
glutamatérgicas sobre las neuronas espinosas de tamafio medio que
conforman las vias directa e indirecta de salida del estriado. En general, la
dopamina inhibe la liberacion de GLU, mientras que el GLU extracelular
facilita la liberacion de acido ascorbico (en el estriado existe un contra-
transporte de membrana mediante el cual la recaptacion del GLU liberado se
acompana de una liberacion de acido ascorbico), incrementando con ello la
vida media extracelular y la accion de la dopamina. En la seccion
Experimentos destinada a introducir y comentar los estudios de esta Memoria
se retomaran con mas detalle algunos aspectos relativos a la interaccion DA-
GLU-acido ascérbico que seran particularmente esenciales para este trabajo.

La accidén excitotdxica del glutamato ha sido considerada como causa
de degeneraciéon neuronal (Lucas y Newhouse 1957) en trastornos tan
diversos como la isquemia cerebral, la epilepsia, los traumatismos craneo-
encefalicos o las enfermedades neurodegenerativas. En el caso de la EP, el
mecanismo mas frecuentemente por el que se induce la excitotoxicidad
glutamatérgica es la hiperactividad de las neuronas glutamatérgicas

subtalamo-nigrales secundaria a la reduccion parcial de neuronas DAérgicas
nigroestriatales (Hutchison et al. 1998, Rodriguez-Oroz et al. 2001, Bezard et
al. 1999a, Obeso et al. 2004, Bergman et al. 1994, Hassani et al. 1996). La
secuencia esquematizada de los acontecimientos propuestos seria:
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Inicio de la degeneracion DAérgica (por envejecimiento u otras
causas) originando una disminucion en la liberacion de la DA estriatal
y por tanto una reduccion en la actividad de los receptores D2 de las
neuronas espinosas de tamario medio que conforman la via indirecta.
El incremento en la transmision GABAérgica estrio-palidal (inhibida
por los receptores D2 en condiciones normales) generaria una menor
actividad en la transmision GABAérgica palido-subtalamica
ocasionando un aumento de la actividad GLUérgica subtalamonigral.
El aumento del glutamato extracelular en la SN y de la actividad de los
receptores GLUérgicos en las dendritas y el soma de las neuronas
DAérgicas se traduce en un incremento del Ca’" intracelular
(introducido por la estimulacion de los receptores ionotropicos de
glutamato o por la liberacion desde reservorios intracelulares tras la
estimulacion de receptores metabotropicos de GLU) que aumentaria la
actividad de enzimas Ca’'-dependientes (fosfolipasas, proteasas,
endonucleasas...) causando desajustes metabolicos en el soma de las
neuronas DAérgicas nigroestriatales y por tanto su degeneracion por
excitotoxicidad (Chen et al. 1999, Schousboe et al. 1993)

La hipdtesis excitotoxica se apoya en distintas evidencias
experimentales en animales. Asi, el bloqueo de los receptores NMDA reduce
la vulnerabilidad DAérgica a toxicos como el MPTP o la 6-OHDA (Facchini
et al. 2002, Hazell et al. 1997, Turski et al. 1991, Zuddas et al. 1992). Un
efecto neuroprotector similar se induce al facilitar la recaptacién del GLU
extracelular (Hu et al. 2005, Sheldon and Robinson 2007),0 al lesionar el
nucleo subtalamico (Carvalho y Nikkhah 2001, Kordower et al. 2000,
Maesawa et al. 2004, Piallat et al. 1996) o bien al transformar las neuronas

GLU¢érgicas subtalamonigrales en GABAérgicas (Luo et al. 2002).

La accidn excitotoxica glutamatérgica podria reforzarse con el GLU
nigral liberado desde las aferencias provenientes de la corteza cerebral, el
nlcleo pedinculo pontino o la amigdala (Rouillard y Freeman 1995),
aferencias que también podrian estar hiperactivas en la EP (Breit et al. 2001,
Nandi et al. 2002, Rodriguez et al. 1998). Tomados en su conjunto, todos
estos estudios previos argumentan en favor del GLU neuronal como agente
de excitotoxicidad en la EP, aunque existen distintos autores que cuestionan
esta hipotesis con argumentos que también resultan de peso. Asi pues, no
todos los estudios experimentales han encontrado efectos toxicos para el GLU
o neuroprotectores para los inhibidores glutamatérgicos (Fornai et al. 2003,
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Sonsalla et al. 1992, Obeso et al. 1989, Paul et al. 2004). Ademas, los estudios
que comunican efectos toxicos la muerte neuronal se induce con
concentraciones de GLU generalmente mucho mas elevadas (ej. 0.5 ul de una
solucion 1.8 mM de GLU cada 12 horas durante 14 dias para una lesion
estriatal pericanular de 0.5 mm) (Mangano y Schwarcz 1983) que las que
cabria esperar tras la liberacion neuronal de GLU (Mangano and Schwarcz
1983, Obrenovitch et al. 2000, Chen et al. 1999, Toth and Lajtha 1989). La
mayor parte de los estudios de excitotoxicidad han sido realizados “in vitro”
(Hossmann 1994, Verity 1991) y por tanto, en condiciones no fisioldgicas
para el manejo del GLU extracelular (Obrenovitch y Urenjak 1997). El hecho
de que la excitotoxicidad para una concentracion dada de GLU “in vivo™ sea
mucho menor que “in vitro” (Obrenovitch y Urenjak 1997, Obrenovitch et al.
2000), la escasa influencia de la estimulacion eléctrica de las neuronas
GLUérgicas en los niveles extracelulares de GLU (Obrenovitch et al. 2000), y
la mayor efectividad toxica de los agonistas GLUé¢rgicos en relacion con el
propio neurotransmisor cuando ambos son administrados “in vivo™ (los
agonistas son de 200 a 400 veces mas toxicos que el propio GLU)
(Obrenovitch et al. 1994, Chen et al. 1999, Danbolt 2001, Davies y Roberts
1988, McDonald et al. 1998, Zaczek y Coyle 1982), sugieren que los
trasportadores gliales de GLU son tan eficientes que impiden que las
concentraciones extracelulares de GLU alcancen niveles excitotoxicos
(Obrenovitch y Urenjak 1997).

En muchos de los estudios comentados anteriormente no se toma en
consideracion que la glia también puede modificar la concentracion
extracelular de GLU por diversos mecanismos. El mecanismo mas evidente
de la modulacion glial del glutamato extracelular es el asociado al ciclo
neurona-glia-neurona para el GLU, un ciclo mediante el cual la glia secuestra
GLU del espacio peri-sindptico metabolizandola a glutamina que es liberada
al medio extracelular desde donde es recaptada por las terminales GLUérgicas
para ser nuevamente metabolizada a GLU. El GLU neosintetizado puede ser
almacenado en vesiculas sindpticas para una nueva liberacion o ser utilizado
para generar energia (mas del 50% de la energia neuronal proviene del
glutamato). Lejos de los receptores GLUérgicos extracelulares, este GLU

neuronal intracelular, no realiza acciones excitotoxicas. La reducciéon de la
actividad de los trasportadores gliales interrumpiria este ciclo (neurona-glia -
neurona) dejando a los receptores neuronales expuestos a concentraciones
crecientes de GLU. Se han descrito 5 trasportadores de GLU (GLUt), tres en
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Introduccién

neuronas (EAAT3; EAAT4 y EAATS) y dos en células gliales (EAAT1 y
EAAT2; conocidos también como GLAST y GLT-1). Los GLUt gliales son
mas eficientes que los neuronales (Danbolt 2001), y al ser electrogénicos
(conllevan la entrada en la célula de 3 Na'y 1 H', y la salida de 1 K* por
molécula de GLU) (Anderson y Swanson 2000, Levy et al. 1998) suponen un
alto consumo energético (activacion de ATPasas para recuperar el potencial
de membrana) que es mejor tolerado por la glia que por las neuronas. La
disposicion perisindptica y la alta eficiencia de los GLUt gliales (Danbolt
2001) probablemente mitigan la posible accidén excitotoxica del GLU “in
vivo”, una circunstancia que al no estar presente en las preparaciones “in
vitro” podria explicar las diferencias en la toxicidad GLUérgica observadas
cuando se comparan ambas condiciones. El procedimiento mas expeditivo
para bloquear el ciclo neurona-glia-neurona del GLU es la muerte de las
células gliales, estado que acercaria la toxicidad “in vivo” del GLU a la
observada “in vitro”. Junto a su accidon excitotoxica sobre las neuronas, el
GLU también genera acciones toxicas sobre las células gliales. La toxicidad
GLUérgica sobre la glia resulta particularmente eficaz en el caso de los
oligodendrocitos, aunque también ha sido contrastada para astrocitos y
microglia (Matute et al. 2006). La toxicidad del GLU en el caso de las células
gliales también (al igual que en neuronas) podria estar mediada por su
capacidad para inducir un incremento del Ca®" intracelular mediado por la
estimulacion de receptores glutamatérgicos ionotrdpicos o metabotropicos, un
fendmeno al que resultan mas vulnerable los oligodendrocitos (Matute 2007)
y menos vulnerable la microglia que solo expresa receptores de GLU cuando
esta activada (Gottlieb and Matute 1997). A este mecanismo podrian afadirse
otros como la activacion de procesos inflamatorios (asociados a exposiciones
de GLU breves pero intensas) y la produccion de estrés oxidativo (asociadas a
exposiciones mas sostenidas) (Kordower et al. 2000).

Durante los ultimos afios se han descrito otros mecanismos gliales
implicados en la modulacién del GLU extracelular y que, a pesar de no haber
sido estudiados en modelos de EP, podrian tener gran importancia para la
accion excitotoxica del aminoacido. Uno de ellos es el intercambiador cistina-

glutamato, trasportador Na'-independiente que introduce cistina y saca GLU
en las membranas celulares de neuronas y glia. La inhibicion del
intercambiador reduce hasta el 60% la concentracion extrasinaptica de GLU
en el nacleo accumbens (Baker et al. 1999), lo que sugiere que este
trasportador aporta cantidades significativas de GLU a su reservorio
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extrasinaptico en condiciones basales. El GLU liberado por este
antitransportador también podria modular la accidén excitotoxica del GLU
neuronal al actuar sobre los receptores metabotropicos de GLU (Baker et al.
1999). Una accion presinaptica similar ha sido descrita para la liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens (Baker et al. 1999, Hu et al. 1999). Dado
que el incremento extracelular de GLU puede bloquear la accion del
antitransportador e impedir la entrada de cistina a la célula, un mecanismo de
toxicidad adicional podria ser la reduccién de la sintesis de glutatién (para lo
cual la cistina es el factor limitante), facilitando asi el estrés oxidativo celular.

Ademas, el Ca® intracelular se acumula en la mitocondria produciendo su
despolarizacion y facilitando la produccion mitocondrial de radicales libres
(Matute et al. 2006, Atlante et al. 2001, Luetjens et al. 2000), los cuales tras
ser liberados al citosol y luego al medio extracelular, producen un bloqueo
adicional del antitransportador cistina-glutamato limitando ain mas la sintesis
de glutation (Kordower et al. 2000, Oka et al. 1993, Schubert and Piasecki
2001).

Otro mecanismo para la excitotoxicidad del GLU glial es la activacion reversa
de los transportadores de GLU gliales. Estos trasportadores utilizan la energia
potencial del gradiente transmembrana Na'/ K’ para introducir GLU en las
células y, por tanto, cualquier circunstancia que afecte a este gradiente (ej.
déficit energético) puede hacer que los transportadores GLUérgicos funcionen
de forma inversa, es decir, sacando GLU del citosol al medio extracelular
(Lees 1991, Longuemare y Swanson 1995, Ouchi et al. 2005, Dronne et al.
2007). El GLU citosolico también puede ser liberado al medio extracelular

por los hemicanales de los astrocitos, canales que pueden sufrir una apertura

masiva (Hofer y Dermietzel 1998) en presencia de bajas concentracion
extracelulares de Ca®" (Kamermans et al. 2001, Liu et al. 1995, Wilson et al.
2003) o por la accién del factor de necrosis tumoral (Takeuchi et al. 2006).
Estos canales permiten el paso de sustancias de menos de 5000 daltons, por lo
que productos de menor tamafio presentes en el citoplasma glial en altas
concentraciones (como el GLU) pueden difundir masivamente hacia el
espacio extracelular. El incremento de GLU extracelular puede estar también
mediado por los canales anidnicos sensibles a volumen de las células gliales.

Estos canales se abren en respuesta al aumento del volumen celular,
haciéndose permeables a aniones organicos como el GLU (Turner-Stokes y
Jackson 2002, Strange et al. 1996). Se ha sugerido que el bloqueo de estos
canales (ej. con tamoxifeno) podria reducir la excitotoxicidad inducida por la
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Introduccién

liberacion de GLU durante la depresion propagada (“spreading depression”)
neuro-glial (Basarsky et al. 1999, Gorji 2001). Recientemente se ha publicado
la existencia de vesiculas glutamatérgicas en células gliales (con VGLUT3
como trasportador) (Montana et al. 2004, Zhang y Sulzer 2004) con capacidad
para liberar GLU de forma Ca**-dependiente (Parpura et al. 1994) similar a la
liberacion neuronal (Bezzi et al. 2004, Montana et al. 2006). Los factores que

inducen ondas intracitosélicas de Ca’* podrian activar la exocitosis masiva y
simultanea de grandes cantidades de GLU glial al medio extracelular ,ya que
el calcio citosolico se propaga a gran velocidad por las uniones huecas de
unas células gliales a otras (Hazell 2007). Finalmente, el ATP o la adenosina
glial también podrian estar implicados en la accion excitotoxica del GLU. Se
ha evidenciado una accién excitatoria bidireccional entre el GLU y el ATP
(Jeremic et al. 2001, Mongin y Kimelberg 2005). Son de gran interés los
estudios que muestran como el ATP extracelular puede activar la liberacion
de GLU (Duan et al. 2003, Rodrigues et al. 2005, Fellin et al. 2006, Franke et
al. 2006), mediando posiblemente en la excitotoxicidad potencial del
reservorio glial de GLU. La concentracion intracitosolica glial de ATP se
encuentra en el rango mM, por lo que dado su bajo peso molecular podria ser
liberado junto con el GLU por algunos de los canales antes mencionados

(hemicanales, canales anionicos sensibles a volumen...). Esta liberacién de
ATP amplificaria en segunda instancia la liberacion de GLU a través de los
receptores P2 de ATP, los cuales pueden formar canales de membrana
permeables a moléculas de hasta 900 daltons por donde el GLU atravesaria la
membrana celular por simple difusion (Basarsky et al. 1999).

Por lo tanto, la glia al disponer de grandes cantidades de GLU en su
citosol (concentraciones de 1 a 3 mM) que pueden ser liberadas por
cualquiera de los mecanismos comentados (inhibicidn o activacion reversa de
los transportadores de GLU, bloqueo del antitransportador cistina-glutamato,
apertura de hemicanales o de canales anidnicos sensibles a volumen y/o
liberacion del GLU vesicular) podrian desencadenar efectos excitotoxicos
mucho mas marcados que los del GLU neuronal que dispone de menores
cantidades de GLU y que esta sometido a la accion protectora de la glia. La
liberacion del GLU glial resultaria toxico no so6lo para la propia glia que lo
libera (ya que ahora podria actuar sobre sus receptores GLU de membrana),
sino también para las neuronas del entorno. En ambos casos las neuronas
serian las finalmente perjudicadas ya que, por cualquiera de estos
mecanismos, se produciria una merma en la capacidad glial para atenuar los
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excesos extracelulares de GLU, facilitando asi la accidon excitotoxica del GLU
en las neuronas. Ademds, con la pérdida de astrocitos se reduciria la
capacidad de estas células como agentes de soporte neural, y disminuiria su
aporte de factores neurotroficos y neuroprotectores. La accion de algunas
sustancias neuroprotectoras de bajo peso molecular como el GABA o la
taurina son especialmente interesantes, ya que también podrian ser liberados
por las células gliales a través de los mecanismos para la liberacion de
glutamato arriba comentados. En esta Memoria estudiaremos los mecanismos
gliales asociados a la liberacion de GLU como agente neurotdxico y de otras
sustancias que como la taurina y el ATP, podrian resultar neuroprotectores.

Las células microgliales han sido otras de las células de la glia
implicadas en la génesis de la enfermedad de Parkinson. La participacion de

la reaccion inflamatoria en la degeneracion de las células DA del cerebro
medio se sugiri6 por primera vez al observarse un aumento de microglia
activada (inmunorreactivas para la complejo mayor de histocompatibilidad II;
MHC) en la SN de pacientes con EP (McGeer et al., 1988). La presencia de la
microglia activada (Beal 1998, Hartmann, Hunot and Hirsch 2003, Pothos et
al. 1998, Mount et al. 2007, Nagatsu et al. 2000a, Nagatsu et al. 2000b,
Raivich et al. 1999) fue luego confirmada con otros marcadores de activacion
de la microglia (Mogi et al. 1994). La expresion de receptores de algunas
citoquinas en las neuronas DAérgicas de la SN de pacientes parkinsonianos,
como el factor a de necrosis tumoral (TNF), interleucina (IL)-1f y el
interferon y (Boka et al. 1994), asi como la induccion por citoquinas en la SN
compacta de las enzimas 6xido nitrico sintetasa, ciclooxigenasa-2, y NADPH
oxidasa, productoras de especies reactivas toxicas (Hunot et al. 1996), indican
la sensibilidad de estas neuronas a los efectos de las citoquinas. Asi pues,
aunque una parte muy relevante de la accion toxica del estrés oxidativo sobre
las neuronas dopaminérgicas es probablemente de naturaleza endogena, esta
accion toxica también puede tener origen exdgeno. La activacion de la
microglia en animales induce muerte neuronal por diversos mecanismos
(Priller et al. 2001, Streit et al. 1999, Barcia et al. 2004, McGeer et al. 1988,
Ouchi et al. 2005, Teismann y Schulz 2004, Langston et al. 1999, Hartmann
et al. 2003, Mount et al. 2007) entre los que se incluye la produccion y
liberacion de agentes oxidantes (Calingasan et al. 1999, Calingasan et al.
1998, Liberatore et al. 1999, Gao et al. 2003, Qin et al. 2002, Wu et al. 2003,
Zhang y Sulzer 2004). En los estudios practicados en esta memoria también se
ha incluido la respuesta de la microglia a la accion del GLU.
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Objetivos

OBJETIVOS EXPERIMENTALES GENERALES DE LA PRESENTE
MEMORIA

A partir de los datos comentados en la Introduccion se establecieron
los objetivos iniciales del trabajo experimental de la Memoria, objetivos que
luego sufrieron algunas adaptaciones a partir de los datos que se iban
obteniendo. El objetivo central era la evaluacion del reservorio glial de
glutamato como fuente de excitotoxicidad para las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales. Para afrontar los estudios encaminados hacia este objetivo
central se establecieron un conjunto de objetivos parciales entre los que
inicialmente se encontraba el estudio de los posibles mecanismos de
liberacion del glutamato en la sustancia negra y en el estriado. El inicio de los
trabajos y la obtencidn progresiva de datos permitieron reorientar y acotar los
objetivos en aspectos mas parciales que fueron abordados de forma mas
pormenorizada. Para ello se practicaron dos tipos de estudios:

1. Evaluacion de la influencia de la transmision DAérgica sobre el
comportamiento del GLU glial,

2. Evaluacion de la influencia del GLU glial sobre los cambios
funcionales y la pervivencia de las neuronas DAérgicas y GLUérgicas,
asi como de células gliales:

e Accion neurotoxica del GLU glial sobre las terminales, el axon y el
soma de las neuronas DA¢érgicas;

e Accion neurotoxica del GLU glial sobre los astrocitos (liberadores
de agentes neuroprotectores y aceptores para excesos de GLU) y la
microglia (implicada en la respuesta inflamatoria de la EP);

e Accion neurotéxica del GLU glial sobre poblaciones celulares no
dopaminérgicas que inervan el soma o los terminales de las neuronas
DAérgicas (neuronas talamo-estriatales). Probablemente implicadas
en el desarrollo de los trastornos motores complejos (marcha...) y de
los trastornos no motores (atencién...) habituales en los estadios
avanzados de la enfermedad.

Por tanto, en esta memoria se estudid la interaccion de tres factores considerados

hoy esenciales para la progresion de la EP: la modificacion de la transmision
DAérgica, la excitotoxicidad glutamatérgica y la alteracion de la actividad glial.
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Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS: ASPECTOS GENERALES

En esta seccion se describiran las técnicas y los materiales utilizados
para la determinacion de las distintas sustancias estudiadas en este trabajo.
Los protocolos seguidos en cada uno de los experimentos serdn comentados
con posterioridad en un apartado en el apartado de Experimentos, donde se
agrupa el disefio de cada estudio con los resultados obtenidos y la discusion
de los mismos.

Este bloque inicial se encuentra dividido en seis subapartados:
Animales de experimentacion, Anestesia y cirugia estereotéxica,
Microdialisis, Cromatografia liquida de alta resolucion, Estudio morfoldgico
y Analisis estadistico.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los estudios se llevaron a cabo en ratas Sprague-Dawley macho con
pesos comprendido entre 300 y 350 g. Los animales, suministrados por el
Animalario Central de la Universidad de La Laguna, fueron mantenidos en
grupos de dos por jaula y con libre acceso a comida y bebida. Las ratas para
experimentaciéon permanecieron en un ciclo estdndar de luz-oscuridad (12-12
horas; luz encendida entre las 8:00 y las 20:00) durante las dos semanas
previas a su utilizacién y con temperatura ambiental regulada (20-22° C).

Todos los protocolos experimentales utilizados cumplen la Directiva
del Consejo de la Comunidad Europea, de 24 de Noviembre de 1986
(86/609/CEE), sobre cuidado y uso de animales para procedimientos
experimentales, asi como las medidas adecuadas para minimizar el dolor y las
molestias en los animales durante el periodo de cuarentena y durante su
utilizacidon experimental.

ANESTESIA Y CIRUGIA ESTEREOTAXICA.

A pesar de los posibles efectos inespecificos de la anestesia, (de Lange
et al. 1997, Dildy-Mayfield et al. 1996, Martin et al. 1995, Miyazaki et al.
1997, Mantz et al. 1995, Mason et al. 1996), todos los estudios fueron
realizados en animales anestesiados. Con esto se consiguié evitar acciones
colaterales que resultarian en artefactos poco controlables. Los trabajos
realizados se orientaron hacia el estudio de los mecanismos locales y no al
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estudio de las funciones fisiologicas sistémicas (ej.: la conducta). Se precisaba
que los animales se encontraran en condiciones estables, evitando que
variables globales asociadas a aspectos tan generales como el dolor o el estrés
inducido por la administracion del producto, pudieran generar cambios en los
mecanismos a estudiar. La sustancia negra y el estriado reciben y modulan la
informacién proveniente de todas las regiones de la corteza cerebral,
participando de forma activa en la elaboracion y ejecuciéon de los planes
motores. Por su funcion y por diversas caracteristicas de las poblaciones
neuronales que lo integran, ambos centros resultan particularmente sensibles a
las acciones ambientales (estimulos visuales, auditivos, tactiles...) a las
expectativas (premio-castigo, atencion...). Por todo ello, se considerd
conveniente realizar todos los estudios con el animal anestesiado.

Anestesia.

En funcion de los metabolitos a estudiar la sustancia anestésica usada
fue distinta. Asi tenemos que para los experimentos en los que se cuantifico
extracelularmente catecolaminas y sus metabolitos derivados, las ratas fueron
anestesiadas mediante inyeccion intraperitoneal de hidrato de cloral
(Acofarma, Barcelona) al 8% en salino (350 pl de hidrato de cloral / 100
gramos de rata), mientras que en los estudios en los que se evaluaron los
niveles extracelulares de aminoacidos se utilizd equitensin (Rozza et al.,
2000), un anestésico generado por la mezcla de agentes depresores
(pentobarbital asociado a hidrato de cloral y a etanol) que no modifica los
niveles basales de estas moléculas y que permite una anestesia prolongada y
estable (Rodriguez et al. 1998). El equitensin se elabord siguiendo el
protocolo propuesto por Rozza y colaboradores (Rozza et al. 2000), de forma
que para la preparacion de 500 ml de equitensin se preciso de:

21,25 g de hidrato de cloral disueltos en 49,4 ml de etanol absoluto,

4,86 g de pentobarbital sédico diluidos en 21 ml de agua bidestilada
(Milli Q Gradiente A10, Millipore),
mezclar ambas soluciones y agregar 198 ml de 1,2-propilenglicol,

10,63 g de sulfato magnésico disueltos en 50 ml de agua bidestilada
(Milli Q Gradiente A10, Millipore),

anadir agua bidestilada (Milli Q Gradiente A10, Millipore) a la
solucion hasta completar los 500 ml.
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Componentes Cadigo Casa comercial
Hidrato de cloral 3227 Acofarma, Barcelona
Etanol absoluto 41086 Panreac quimica SLU, Barcelona
Pentobarbital sédico Doletal Vetoquinol, Madrid
1,2-Propilenglicol P4347 Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
Sulfato magnésico 141404 Panreac quimica SLU, Barcelona

Tabla 1. Componentes del equitensin

El equitensin se administr6é por via intraperitoneal con una dosis inicial de 5
ml/kg (1,5 ml para una rata de 300 g) que induce tras 5-10 minutos una
sedacion progresiva y una anestesia profunda.

El equitensin/hidrato de cloral se empled, al trascurrir 60 minutos de la
administracion de la primera dosis de anestésico, de forma continuada y a una
velocidad de 0,5 ml/hora mediante perfusion peritoneal (Perfusor Modelo
“11” Syringe Pump Series, Panlab; Harvard Apparatus, MA, EE.UU.)
consiguiendo mantener al animal anestesiado de manera estable durante
tiempo prolongado.

Para la realizacion de la lesion de las células dopaminérgicas con 6-
OHDA (6-hidroxidopamina clorhidrato, Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.)
inyectada en el tercer ventriculo (Rodriguez Diaz et al. 2001, Rodriguez, et al.
2001), las ratas fueron anestesiadas intraperitonealmente con ketamina (25-40
mg/kg; Rhone Merieux; Lyon, Francia) y xilacina (3-6 mg/kg, Bayer,
Leverkusen, Alemania). La mezcla de estos productos anestésicos presenta
dos propiedades, por un lado consigue una sedacion rapida y profunda en los
animales y por otro, sus efectos desaparecen en cuestion de minutos, lo cual

les hace aconsejables para intervenciones cortas y recuperaciones rapidas,
evitando problemas posteriores causados por sedaciones prolongadas.

Cirugia.

El animal anestesiado fue colocado en el aparato estereotaxico (modelo
SR-6, Narishige, Japon), donde se fijo por el maxilar superior (4 mm por
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debajo de la linea interaural) y por los conductos auditivos internos. Una vez
en el estereotaxico, al animal se le introdujo una sonda rectal para el control
de la temperatura y se le cubri6 con una manta térmica (termorregulador
RTC-1, Cibertec, Madrid) con el fin de mantener su temperatura estable a
36,5 £ 0,5° C durante todo el experimento (Rodriguez y Gonzalez-Hernandez
1999). Se practicéd una incision longitudinal en la piel de la cabeza dejando al
descubierto la calota. Tras la separacion de la piel y el control del sangrado, se
localizd el bregma (referencia para el célculo de las coordenadas
estereotaxicas del estriado y del tercer ventriculo) y el lambda teodrico
(referencia para el calculo de las coordenadas de la SN) para posteriormente
practicar la trepanacion del craneo (con un trocar que gira a baja velocidad) en
la zona correcta de estudio. Se secciono y retird la duramadre, y se insertd en
funcion del experimento realizado, bien una canula de microdialisis o bien
una jeringa Hamilton (Hamilton 701RN, Supelco, PA, EE.UU.) en la zona
correspondiente.

Zonas de actuacion  Anteroposterior (AP)  Lateral (linea media) Profundidad *

Sustancia negra 3,0 mm al lambda tedrico 2,0m 8,0 mm
Estriado 1,0 mm al bregma 2,5m 7,5 mm
3" ventriculo -2,0 mm al bregma 0,0 m 8,0 mm

SN: Sustancia negra. * Bajo la dura.

Tabla 2. Coordenadas estereotdxicas de las zonas donde se realizaron los trabajos
experimentales (Paxinos y Watson, 1986)

Al final de cada experimento las ratas recibieron una sobredosis de
hidrato de cloral y fueron perfundidas transcardialmente con 200 ml de
soluciéon salina 0,9% (B. Braun Medical S.A., Barcelona) y 400 ml de
paraformaldehido (PFA) (Panreac, Barcelona) al 4% (Fox et al.1987) en
tampo6n fosfato salino o PBS 0,1M (PH = 7,4). Se extrajeron los cerebros y se
almacenaron en la misma solucién de fijacion durante 12 horas a 4°C, siendo
luego incluidos en una solucion crioprotectora de sacarosa (Panreac,
Barcelona) al 30% (p/v) en tampon fosfato hasta su completa inmersion
(48h). Los cerebros se cortaron en secciones de 30 wum de grosor siguiendo el
plano transversal en un microtomo de congelacion (Microm HM 450, Thermo
Scientific, MA., EE.UU.). Estas secciones fueron recogidas en 7 series
paralelas. Algunos de los cortes se les aplico el procedimiento de la tincidén
de Nissl (violeta de cresilo, Sigma, EE.UU.) para confirmar la correcta
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colocacion de la cénula de microdidlisis y el resto fueron guardados en el
congelador de -80° C hasta su posterior procesamiento morfoldgico.

Lesion de las neuronas dopaminérgicas.

A algunos animales (9 ratas) se les practicd una leve degeneracion del
sistema dopaminérgico nigro-estriatal segin protocolo publicado con
anterioridad por el laboratorio (Rodriguez Diaz, et al. 2001, Rodriguez et al.
2001) y que induce una degeneracion moderada y simétrica de las neuronas
dopaminérgicas nigro-estriatales similar a la observada en las primeras etapas
la enfermedad de Parkinson.

La lesion se realizd inyectando (Hamilton 701RN, Supelco, PA, EE.UU.)
en el tercer ventriculo 250 pg de 6-OHDA (6-hidroxidopamina clorhidrato,
Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en una dosis Unica preparada en una solucion
salina estéril (0,9%; Fisiologico Braun NaCL-0.9, B. Braun Medical S.A.,
Barcelona) con un 2% de acido ascorbico (Merck, Whitehouse station, NJ,
EE.UU). La soluciéon de 6-OHDA fue administrada a una velocidad de 2
pul/min (volumen total 12 ul). De veinte a treinta minutos antes de realizar la
inyeccion con 6-OHDA, las ratas fueron tratadas con nortriptilina
intraperitoneal (nortriptilina clorhidrato, Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) a
razén de 30 mg/kg en salino (Fisiologico Braun NaCL-0.9, B. Braun Medical
S.A., Barcelona) para proteger a las células noradrenérgicas de la
degeneracion. Esta operacion se realizod con ratas anestesiadas con ketamina-
xilacina segun las dosis descritas en el subapartado de Anestesia .

MICRODIALISIS

La microdidlisis o perfusion intracerebral in vivo es una técnica que
permite monitorizar las concentraciones extracelulares de los distintos
componentes neuroquimicos (sustancias y metabolitos) de los tejidos
especificos donde se implanta. Este sistema permite el paso continuo de
liquido de perfusién a través de la membrana de didlisis de la canula ubicada
en el area del cerebro a estudiar. La canula recoge las sustancias quimicas
presentes en el liquido intersticial circundante que, siguiendo las leyes
generales de la difusion de solutos, son capaces de atravesar la membrana
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semipermeable. El fluido recogido por la canula de dialisis, o dializado, es
indicativo de la concentracion de las sustancias en el liquido extracelular. La
relacion entre la concentracion de una sustancia en el dializado y en el liquido
extracelular del tejido donde se encuentra la céanula, dependera de los
procesos que acontecen y controlan la concentracion de la sustancias
alrededor de la canula (el intercambio extracelular, el intercambio
microvascular, el metabolismo y la difusion de la sustancia).

Durante los estudios de microdialisis de la presente Memoria se tuvieron
en cuenta las siguientes circunstancias (de Lange et al. 1997, Benveniste y
Huttemeier 1990, Westerink et al. 1987):

e Se produce un efecto de dilucion del analito que conlleva el uso
posterior de métodos analiticos lo suficientemente sensibles como para
detectar pequefias concentraciones en muestras de escaso volumen (1-
10 ul).

e La determinacion “in vitro” de la recuperacion de cada canula es
imprescindible para el calculo de los niveles absolutos de los analitos
en el liquido extracelular.

e [a naturaleza invasiva del implante de la canula de microdialisis
produce leves modificaciones en el tejido circundante.

e Permite realizar estudios cinéticos de pequefias fracciones de muestra
con una alta frecuencia (minutos), durante horas y con escasa
modificacion de la concentracion de los analitos estudiados.

e Posibilita el muestreo en pequefias regiones tisulares proporcionando
informacion especifica sobre los acontecimientos bioquimicos que se
producen en un radio de accioén corto (< 1 mm)

e Permite la determinacion simultanea de distintos analitos en distintas
regiones.

e Puede utilizarse para determinaciones bioquimicas “en linea”.

e Proporciona muestras libres de proteinas.

e Permite evaluar las sustancias disueltas en el medio extracelular de
forma selectiva, evitando la contaminacion de las sustancias del medio
intracelular.

e Posibilita la administracion local de sustancias (dialisis reversa).
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Tipo de canula

La forma de la cénula y el material de la membrana influyen en los
datos obtenidos por microdialisis. El material de la membrana determina la
permeabilidad al analito en funcién del peso molecular (el punto de corte en
nuestra canula fue de 5 kDa). La forma de la canula se eligi6 en base a la
accesibilidad quirurgica y a la naturaleza del tejido. Las cénulas de
microdialisis empleadas en los experimentos fueron canulas concéntricas de
220 pum de didmetro y con 1 a 6 mm de longitud, disefiadas y construidas
integramente en nuestro laboratorio. (Rodriguez et al. 1998, Garcia Dopico et
al. 2004, Rodriguez Diaz, et al., 2005). En la figura0, se presenta un esquema
de la canula y en la tabla 3 las medidas y materiales utilizados en su
construccion.

Los pasos seguidos para la construccion de las canulas son los
siguientes:

e Primero, se introduce un capilar de silice gruesa (figura0, a) dentro de
un capilar de vidrio transparente (figura0O, b) sellando por ambos
extremos el capilar de vidrio transparente con pegamento de contacto
(Superglue-3®, Loctite) para impermeabilizarlo.

e Segundo, al complejo creado se le inserta un tubo de polietileno
(figura0, c) y se sella dejando el extremo proximal libre para ensamblar
el resto de la estructura.

e Tercero, se coloca la membrana de microdialisis (figuraO, d) en el
interior del extremo distal del capilar de silica gruesa (figura0, a) y se
sellan los bordes de contacto entre ambas.

e Cuarto, el capilar de silica fina (figura0, e) de recogida del dializado se
introduce por su extremo proximal en el interior del complejo hasta
llegar a la membrana, donde se introduce dejando 0,5 mm libres. La
superficie de intercambio final sera aproximadamente de 2 mm para la
SN y de 4 para el estriado.

¢ Quinto, se introduce en el extremo proximal de la estructura uno de los
capilares de polietileno (figura 0, f), que limitan al capilar de silica fina
de perfusion (figura 0, g) y se sella.

e Y en ultimo lugar, la parte distal de la membrana de didlisis es sellada
con pegamento, dejada secar y cortada en bisel. La punta de la canula
(= Imm) se hace impermeable y adquiere algo de consistencia para
penetrar con mayor facilidad en el tejido.
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Componente Longitud (mm) ¢ interno (um) ¢ externo (wm)

a. Capilar de silica gruesa * 15-20 250 350
b. Capilar de vidrio transparente * 5 450 600
c. Tubo de polietileno * 5-10 600 1000
d. Membrana de microdialisis ** 8-10 200 200
e. Capilar de silica fina de recogida *  70-80 74 145
f. Capilar de polietileno™ ** 5 250 350
g. Capilar de silica fina de perfusion *  35-40 74 145

* Composite Metal Services LTD, RU **Gambro dialysatoren GMBH & Co. KG,Alemania
#XECMA Microdialysis AB, Suecia.

Tabla 2. Canula de microdidlisis: materiales y medidas

f. Capilar de polietileno

g. Capilar de silica fina de perfusion

e. Capilar de silica fina de recogida

c¢. Tubo de polietileno

b. Capilar de vidrio transparente

a. Capilar de silica gruesa

d. Membrana de microdialisis

Figura 0. Esquema de la canula de microdidlisis
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Una vez confeccionada la canula, se conecta por el capilar de silica fina
de perfusion (figura0, g) al tubo de polietileno de 20 y 26 gauges procedente
de la jeringa (vidrio 2.5 ml, CMA, Suecia) que contiene la solucion a
perfundir, mientras que el extremo del capilar de silica fina de recogida
(figura0O, e) se deposita en el vial de recogida del recolector automatico de
muestras (colector de dializado 142, CMA, Suecia).

Las membranas utilizadas en la construccion de estds canulas de
microdialisis son las empleadas en la hemodialisis de rifion. El material de
estas membranas es el cuprofano o celulosa regenerada (Gambro dialysatoren
GMBH & Co. KG, Hechingen, Alemania) que permite el intercambio de
moléculas con un peso molecular inferior a los 5 kDa (kilodaltons), esta
caracteristica fue utilizada tanto para la administracion local de sustancias
como para la obtencion de solutos desde el medio extracelular de la zona a
estudio. La longitud util de intercambio de la membrana de didlisis para
estudiar la SN fue de 2 mm y para el estriado de 4 mm (Koénig y Klippel,
1967).

Intervalo de adaptacion de la canula.

El implante de la canula de microdialisis produce algunas reacciones
inespecificas en los tejidos implantados (Benveniste y Diemer 1987,
Benveniste et al. 1987, Shuaib et al. 1990), pudiendo provocar inflamacién vy,
en consecuencia, interferir en los resultados de los experimentos. Para
minimizar las interferencias, se debe establecer un intervalo de tiempo de
espera o de adaptacion tisular desde el implante de la canula hasta el
comienzo del estudio que permita la estabilizacion de las concentraciones de
las sustancias presentes en el espacio extracelular. El tiempo de espera se
redujo, respecto al observado en canulas comerciales, al modificar la punta de
la canula (Tesis doctoral de J.A. Garcia Dopico) haciéndola menos
traumatica. La punta fue dotada de un bisel en forma de lanceta e introducida
lentamente (I mm/min) permitiendo la adaptacion progresiva del tejido. A
pesar de que se alcanzo niveles de estabilidad a los 30 min de implantar la
canula, los estudios se realizaron tras un tiempo de adaptacion comprendido
entre 120 y 150 minutos. Transcurrido el cual, se recogieron muestras cada 10
0 20 minutos (segun se especificara posteriormente en cada estudio) durante
el curso de cada experimento. Los dializados obtenidos son procesados “on
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line” para el estudio de catecolaminas o bien almacenados a -80 °C hasta el
momento de su procesamiento y analisis en el estudio de aminoécidos.

El medio de perfusion.

El fluyjo del medio de perfusion afecta a la recuperacion y a la
resolucion temporal de las medidas de las muestras. Diversos ensayos han
determinado cémo se ve afectada la recuperacion en funcion de distintos
pardmetros (Johnson y Justice 1983, Levine y Powell 1989, Lindefors et al.
1989, Tossman y Ungerstedt, 1986). Estos estudios han revelando que la
recuperacion se incrementa linealmente con el aumento de la concentracion
del soluto en el medio extracelular y con el incremento de la superficie de
intercambio de la membrana de microdialisis. Igualmente, se ha demostrado
que la recuperacion disminuye al aumentar el flujo debido a que se
incrementa la presion intra canula y que, tras superar la del liquido
cefalorraquideo (LCR) circundante, origina un transporte neto de fluido a
través de la membrana que reduce la difusion de las moléculas hacia el
interior de la cénula. Para evitar esta disminucién se aplicaron flujos de
perfusion de 2 pl/min mediante la utilizacion de bombas de microperfusion
para microdialisis (Microdyalisis Pump 102, CMA, Suecia).

En los experimentos se ha empleado como medio de perfusion el
liquido cefalorraquideo artificial (LCR artificial) de composiciéon salina
similar al fluido intersticial del cerebro descrita por Herrera-Marschizt y
colaboradores (Herrera-Marschitz et al. 1996) y cuyos componentes se
detallan en la tabla 4. Una vez preparado y antes de ser utilizado se le ajusta el
pH a 7,2 y se pasa a través de filtros de 0,2 pm de diametro de poro (Pall
Corpotation, Port Washington, NY, EE.UU) en el laboratorio.

Producto PM [1(g/1) [ ]final(mM) Cadigo
NaCl* 58,44 8,649 148 1.06404.1000
KCI* 74,55 0,201 2,70 1.04936.0500
CaCl2 - 2 H20** 147,02 0,176 1,20 23821.0550
MgCl2 - 6 H20* 203,30 0,172 0,85 5833.0250

* Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU  ** Panreac, Barcelona, Espafia

Tabla 3. Composicion de la solucion de perfusion: LCR o Ringer
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Se utilizaron variaciones controladas del LCR artificial para investigar

propiedades del sistema en estudio. Los componentes anadidos eran lo

suficientemente pequefios para atravesar la membrana semipermeable de la
canula e influir en el tejido (tabla 6). En otros experimentos se modifico la
concentracion del cloruro soédico originando cambios en la osmolaridad del

liquido cefalorraquideo artificial (Herrera-Marschitz et al.

1996). La

osmolaridad fue medida en todos los casos con un auto-osmoémetro (Osmostat
OM-6020; CagaK Co. Ltd., de Kyoto, Japdén), siendo la osmolaridad normal
del LCR artificial de 285 mOsm.

Nombre del producto Cobdigo producto/ Casa comercial
Adenosina ~ -——— A-9251/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
Acido a-amino-3-hidroxi-5- ) ]
AMPA metil-isoxazol-propiénico A-1455/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
Acido ascérbico Vitamina C 100127/ Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU

ATP Adenosina 5"-trifosfato A1852/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU

CNOX gﬁzn"”'mmqw“""alm'zﬁ' C-169/RBI, Natick, MA, EE.UU.

DA 3-Hidroxi-tiramina, Dopamina H-8502/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

L-GLU L-Glutamato G-2128/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

Haloperidol e H-1512/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

KA Acido katnico G-020/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

Sal 2-Metiltioadenosina trifosfato . .

2Me-SATP  (tassdica 1062/ Tocris, Bristol, RU.

NMDA N-metil-D-aspartato M-3262/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
L-trans-pirrolidina-2,4- . )

PDC dicarboxilato 0298/ Tocris, Bristol, RU.

MSO Metionina sulfoximina, M-5379/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
Acido piridoxalfosfato 6-azofenil- . .

PPADS 2" 4disulfénico 0625/ Tocris, Bristol, RU.

CL- Colina Cloruro de colina C-1879/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

Tabla 4. Reactivos perfundidos por la canula de microdidlisis en los distintos experimentos.
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Recuperacion por la cianula.

La capacidad de recuperacion de las canulas es otro factor a tener en
cuenta en los experimentos. La recuperacion de una sustancia se define como
la relacion entre la concentracion de una sustancia en el dializado y su
concentracion uniforme fuera de la canula.

La mayoria de los autores realiza una medida sencilla de la
recuperacion [o eficiencia de extraccion (EE) de la canula] (Ao et al. 2004,
Wang et al. 2007) introduciendo la canula en una solucién externa con
idéntica composicion que la del liquido de perfusion y con una concentracion
conocida del analito a estudiar. Tras determinar la concentracion del analito
en el dializado, se podra por extrapolacion, realizar la estimacion las
concentraciones de soluto fuera de la canula en funcién de las cuantificadas
en el dializado y determinar la variacion relativa del analito a lo largo del
experimento.

Ca-GCi

Ce-Ci

Cg: concentracion de la sustancia de interés en el dializado
C;: concentracion de la sustancia de interés en el liquido de perfusién

C.: concentracion de la sustancia de interés en el medio externo

Tras la estabilizacion del sistema de perfusion, la canula de
microdialisis es introducida en un vial con una mezcla de concentracion
conocida de aminoacidos. Tras el intercambio intra-extra canula, se recoge el
dializado durante 30 min y se analiza la concentraciéon de aminoécidos tanto
en la muestra del vial como en el dializado. A partir de la concentracion de
aminodacidos presentes en ambas muestras se calcula la recuperacion relativa
(RR) de la canula (Ao et al. 2004, Wang et al. 2007). Las canulas usadas
fueron aquellas que poseian una tasa de recuperacion de entre un 15% y un
35%, el resto fueron desechadas.

Cq

RR (%) = " 100

Ce

RR= EE " 100

C;: en el caso de los test “in vitro” la concentracion de la
sustancia de interés en el liquido de perfusion es cero.
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Utilizando este procedimiento se obtuvo el perfil de recuperaciéon para
los aminoacidos que se muestra en la  figura 2. Como se observa, la
recuperacion no fue igual para todos los aminoacidos, siendo mayor para la
serina (Ser) y la tirosina (Tyr) y menor para la glutamina (Gln) y la treonina
(Thr).

N N w w D
o w o [0 o
! I ! I |
1 T 1 T 1

Recuperacién (%)
=
[6,]

Asp GLU Ser GLn Gly Cit Thr Tau Tyr GABA

Aminoacidos

Figura 1. Porcentaje de recuperacion de la canula “in vitro” para aminodcidos

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

El andlisis de las sustancias objetivo de las muestras obtenidas se
realiza mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) de fase reversa (empaquetamiento hidrofobico de la columna)
acoplado a un detector. Basada en los distintos coeficientes de reparto
(distribucion) de las diferentes sustancias entre las dos fases liquidas e
inmiscibles, la fase movil y la fase estacionaria, y donde ésta ultima es mas
apolar que la primera.

Esta técnica es altamente eficiente en la separacion de los analitos
debido al empleo en la fase estacionaria de columnas empaquetadas con
componentes de tamafio de particula pequefio y con una capacidad de
interaccion muy superior a la de la cromatografia convencional. El material
mas usado en la fase estacionaria es la “silica” (silice modificada) que permite
formar una matriz tridimensional de particulas de gran rigidez mecanica. El
menor tamafio de las particulas de la fase estacionaria confiere una elevada
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resolucion cromatografica, originando picos de elucion muy estrechos en el
cromatograma (figuras 3 y 4). El cromatograma es la presentacion grafica de
la respuesta del detector (valores digitales), bien de la concentraciéon o bien de
otra magnitud de medida de la concentracion de un analito en la fase moévil
que abandona la columna frente al volumen del eluyente o frente al tiempo
(Garcia Dopico et al. 2004, Rodriguez Diaz et al. 2005).

Estas columnas ofrecen gran resistencia al flujo de liquidos, por lo que
se requieren altas presiones de hasta 400 atm (6.000 psi sistema anglosajon),
para hacer pasar la fase movil de un extremo a otro.

Para obtener el méximo rendimiento en la separacion, identificacion y
cuantificacion de sustancias en una mezcla compleja con columnas de HPLC
se utilizan sistemas o equipos integrados donde todos sus componentes (el
inyector o dispositivo para la aplicacion de la muestra, el sistema de bombeo,
la columna, las conducciones y el detector en flujo continuo) estén
especificamente acoplados y disefiados.

La fase moévil puede ser considerada como una solucién acuosa de un
disolvente organico que aumenta el caracter hidrofobico del eluyente. El tipo
y la concentracion del solvente determinaran el poder extractor. Los eluyentes
mas utilizados son liquidos organicos: metanol, acetonitrilo, propanol,
tetrahidrofurano... con un alto grado de pureza (especiales para HPLC) ya
que, la sensibilidad de los detectores es tan elevada que las impurezas de los
solventes interfieren en la deteccion de los analitos. Antes de ser usada y para
mantener flujos estables y disminuir las fluctuaciones en la linea basal del
cromatograma, la fase movil es filtrada por membranas de 0,2 um de tamafio
de poro, eliminando cualquier residuo so6lido, y desgasificada por sonicacion
mediante ultrasonidos durante 15 minutos (Ultrasonic Cleaner JkM. CE),
haciendo desaparecer la mayor parte de las burbujas de aire existentes.
Posteriormente los eluyentes atraviesan un desgasificador (Waters inline
Degasser AF) que permite eliminar en su totalidad los gases del eluyente
antes de que sea comprimido por las bombas de alta presion.

Las bombas del sistema de HPLC deben ser capaces de proporcionar
flujos estables y precisos, en el intervalo de 0,1-10 ml/min. Para los
experimentos se han empleado 2 tipos de bombas Waters 1525 Binary para
estudios de aminoacidos, y la bomba Waters 515 HPLC Pump para
catecolaminas, todas de comportamiento estable y resistentes al uso intensivo.
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El analisis de los datos pasa por la identificacion e integracion de los
picos de elucion presentes en el cromatograma para unas condiciones de
eluciéon dadas y para una misma columna. El programa informatico Empower
(Empower Software, Waters, MA, EE.UU) analiza el perfil comparando cada
valor digital recibido con el previo y el posterior, detectando cuando se
produce un pico y asignandole un valor de tiempo de retencioén. La correcta
integracion de los picos cromatograficos considera ademas de la suma de los
valores de la sefial digitalizada (desde el comienzo hasta el final del pico), las
derivas experimentadas por la linea basal del cromatograma. Este tipo de
correcciones permite cuantificar analitos con un error inferior al 5%.

Analisis de aminoacidos por HPLC

El equipo en el que se realizaron las medidas de los aminoacidos de las
muestras experimentales esta compuesto por los siguientes elementos:

Componentes * Nombre comercial
Muestreador automatico 717 Autosampler
Horno— Control de Temperatura TCM, Horno Waters
Desgasificador Inline Degasser AF
Bombas 1525 Binary HPLC Pump
Columna Novapack C18, 3.9 x 150 mm
Detector Fluorescencia 474 Scanning Fluorescence
Programa informatico Empower Software

* Water Chromatography Division, Milipore Corporation, Mildford, MA, EE.UU.

Tabla 5. Componentes del equipo de HPLC

Los aminoacidos no presentan buenas propiedades fisico-quimicas que
les permitan ser cuantificadas con suficiente sensibilidad por ello se realiza
una derivatizacion precolumna. La derivatizacion consiste en la modificacion
de los aminoacidos de la muestra a analizar haciéndolos reaccionar
quimicamente con el orto-ftaldehido (OPA, Sigma, St. Louis, MO, EE.UU) en
condiciones alcalinas (pH 9-11), dando un compuesto fluorescente (Rizzo et
al., 1996) que permite ser registrado. Para ello, la muestra (10 pl) se introduce
en un vial en el carrusel del inyector automatico (Waters 717 Autosampler).
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El muestreador automatico se programa para efectuar la reaccion de
derivatizacién precolumna, primero mezcla 10 ul de OPA con 10 pl de
muestra y tras 2 minutos en los que transcurre la reaccion, afiade 5 pl de acido
acético al 5 % (v/v) deteniendo la reacciéon por acidificacion del medio. A
continuacion la muestra derivatizada es introducida en la columna por el
inyector automatico poniéndose en marcha las bombas (Waters1525 Binary
HPLC Pump) e iniciando la separacion de los aminoéacidos.

Para mejorar la separacion y el andlisis de los aminoacidos se empled
la elucién en gradiente, mezclando en distinta proporcion los eluyentes de la
fase movil A y B en funcion del tiempo (Massieu et al. 1992). El gradiente de
ambas soluciones se establece en la programacion del flujo de las bombas (el
equipo para determinar aminodcidos posee 2 bombas) y se representa en la
tabla 7.

Tiempo Flujo Fase A Fase B
(min.) (ml/min.) (%) (%)
0.00 1.00 90 % 10 %
9.00 1.00 52 % 48 %
12.00 1.00 0% 100 %
16.00 1.00 0% 100 %
16.10 1.00 90 % 10 %
20.00 1.00 90 % 10 %
23.00 1.00 90 % 10 %

Tabla 7. Programa del gradiente en el andlisis de
aminodcidos, PCM/15xx.

La fase movil A consiste en una solucion 95/5 (v/v) de tampon acetato
sédico 50 mM (preparada a partir de una solucioén de acetato soédico 3 M) y
metanol, a la cual se afiaden 12.5 ml de alcohol isopropilico por litro de
mezcla y se ajusta su pH entre 5,65 y 5,67 con NaOH y HCI. La solucién B es
una solucion en 70/30 (v/v) de metanol y agua. Ambas son filtradas (filtro de
0.2 um, Pall Corpotation, Port Washington, NY, EE.UU.) y desgasificadas
por ultrasonidos segun se comentd anteriormente, antes de ponerlas en el
sistema cromatografico.
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Producto Codigo Casa comercial

Solucion reactivo O-Phthaldialdehido P 0532 Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.

Metanol para cromatografia liquida 1.06035.2500 Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU

Acetato de Sodio (3 M) S7899 Sigma, St. Louis, MO, EEUU
Acido clorhidrico 1.00316.1000 Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU
Hidréxido sédico 1.06498.1000 Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU
2-Propanol (alcohol isopropilico) 131090 Panreac, Barcelona, Espafia

Tabla 8. Reactivos empleados en el andlisis de aminodcidos por HPLC

La temperatura de la columna se mantiene constante a 40° C gracias a
un horno (Waters TCM, Horno Waters) mejorando la velocidad de separacion
de los constituyentes de la muestra. El fluido pasa al detector de fluorescencia
(Waters 474 Scanning Fluorescence) que posee alta sensibilidad y pone de
manifiesto los solutos segiin van saliendo de la columna, determinando y
midiendo aquellos compuestos que tengan fluorescencia (nativa o inducida
por derivatizacion). El detector se encarga de la conversion de la sefal
analogica de los picos de salida (luminosa de 340 a 460 nm de longitud de
onda), a digital. Los datos digitalizados son transmitidos al ordenador, donde
seran integrados mediante el programa informatico Empower (Empower
Software, Waters, MA, EE.UU), disefiado para ello.

La identificacion de los picos que componen el perfil de elucion
requiere la previa determinaciéon de los tiempos de retencidén para cada
aminoacido en idénticas condiciones a las del andlisis de los aminoacidos en
los experimentos. La identificacion se realiza preparando una solucion
estandar de 50 uM para cada uno de los aminoacidos y determinando cada
tiempo de retencion. Posteriormente se prepara otra solucion 50 uM con todos
los aminoacidos y se comprueba que los picos del cromatograma coinciden
con cada uno de los aminoacidos analizados por separado. Estos tiempos de
retencion permiten identificar y diferenciar cada uno de los aminoacidos.
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Figura 2. Cromatograma o “perfil de elucion” del patrén de aminodcidos

Abreviatura Aminoacido Codigo producto

Asp Aspartato A9256
GLU Glutamato G1251
Ser Serina S4500
Gln Glutamina G3126
Hser Homoserina H1001
Gly Glicina G7126
Thr Treonina T8625
Cit Citrulina C7629
Arg Arginina A5006
Tau Taurina T0625
Ala Alanina A7627
Tyr Tirosina T3754
GABA Acido Gamma-amino butirico A2129

* Todos los reactivos fueron de la casa Sigma , St. Louis, MO, EE.UU

Tabla 9. Reactivos empleados como patrones de aminodcidos.

Se realiza una curva de calibrado previa al analisis para cuantificar la
cantidad de aminoécido presente en una muestra. Se miden 6 concentraciones
conocidas del aminoacido correspondiente como si se tratasen de muestras y
el valor de la altura del pico de cada uno de las concentraciones del
aminoacido se representa graficamente en el eje de ordenadas, mientras que
en el de abscisas se representa la concentracion del aminoacido.
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Estudio de catecolaminas por HPLC

El equipo para la determinacién de las catecolaminas de las muestras,
presenta varias novedades en comparacion con el usado para las medidas de los
aminoacidos. En primer lugar, la deteccion es “on line” de tal forma que la
muestra segun sale de la canula pasa directamente al HPLC, en segundo lugar,
no es necesario realizar la derivatizaciébn ya que las catecolaminas son
detectadas electroquimicamente (por oxidacidn) y por ultimo, no requiere de un
gradiente en la fase mévil pues se obtiene una buena separacion con una fase
movil lineal (Afonso et al. 1990, Rodriguez y Castro 1991).

Componentes Nombre comercial
Inyector Two-Position Six-Port Switching Valve
Desgasificador Inline Degasser AF
Bomba 515 HPLC Pump
Columna Symmetry C18 Column, 3.5 pm, 1.0 x 150 mm
Detector electroquimico 2465 Electrochemical Detector
Programa informatico Empower Software

* Water Chromatography Division, Milipore Corporation, Mildford, MA, EE.UU.
Tabla 10. Componentes del equipo de HPLC para la determinacion de Catecolaminas

Un microlitro cada 10 o 20 minutos (en funcién del experimento) del
LCR que pasa por el capilar de recogida de la canula de microdialisis va
directamente al inyector (Two-Position Six-Port Switching Valve; Waters,
MA, USA) donde se mezcla con la fase mévil (tabla 11) al que previamente se
le ha ajustado el pH a 3.5, se ha filtrado (0.45 pum), sonicado y desgasificado
(In-line degaser AF; Waters). La fase movil utilizada es una modificacion de la
que empled en su articulo Shui y colaboradores para determinar catecolaminas
por HPLC (Shui et al. 2000).
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Producto Codigo Casa comercial
EDTA -acido etilendiamino
AC09651000 Scharlau, Barcelona, Espaiia
tetraacético (0.01%)
Trietilamina (0.25%) TO886 Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.
Acetonitrilo (10%) 1.14292500  Merck, Whitehouse station, NJ, EE.UU

Acido 1-heptanosulfénico

ACI12420025  Scharlau, Barcelona, Espafia
Monohidratado (0.525 gr /1)

Acido ortofosforico (70mM) H;PO, 141032 Panreac, Barcelona, Espafia

Agua bidestilada

FIPN32771A  Merck-Millipore, Bedford, MA, EE.UU
(MILLI-Q GRADIENT A10)

Tabla 11. Reactivos empleados en la fase movil del HPLC para determinar
catecolaminas. Modificacion del eluyente utilizado por Shui (Shui et al., 2000)

Tras atravesar la columna (Symmetry C18 Column, 3.5 pm, 1.0 x 150
mm; Waters, MA, USA) el fluido pasa al detector electroquimico (2465
Electrochemical Detector; Waters, MA, USA) con voltaje fijado en 0,3 V que
pone de manifiesto los solutos a medida que salen de la columna, y donde se
determinan y se miden aquellos compuestos que han sido oxidados. Los datos
digitalizados, tras la conversion de la sefial analdgica por el detector, son
transmitidos al ordenador en forma de cromatograma, donde son integrados por
el programa informatico Empower (Empower Software, Waters, MA, EE.UU).
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La identificacion de los picos del cromatograma se realiz6 preparando
soluciones individuales de 10uM para la dopamina (3-Hidroxitiramina) y para
algunos de sus metabolitos, determinando asi, los tiempos de retencion para
cada uno.

Producto Codigo

DA, 3-Hidroxitiramina, Dopamina H-8502
Dopac D-9128

L-Dopa D-9628

6-OHDA H-4381

* Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.

Tabla 12. Reactivos empleados en la determinacion de las catecolaminas.

ESTUDIO MORFOLOGICO.

Obtencion de muestras.

Al finalizar los experimentos y con el objetivo de extraer los cerebros,
las ratas recibieron una sobredosis via intraperitoneal de hidrato de cloral
(Acofarma, Barcelona) al 8% (p/v) en una solucion isotonica de NaCl al 0,9%
(B. Braun Medical S.A., Barcelona) y fueron perfundidas transcardialmente
con 200 ml de solucion salina 0,9% (B. Braun Medical S.A., Barcelona) y 400
ml de la solucién de fijacion, paraformaldehido (Panreac, Barcelona) al 4% en
tampon fosfato salino (PBS) 0.1 M (pH 7.4). La conservacion de la integridad
del tejido y la apropiada consistencia que aporta al cerebro hacen que este
fijador quimico sea uno de los mas usados. Una vez extraidos los cerebros se
post-fijaron por inmersion en la misma solucion de fijacion durante 12 horas a
4°C. Transcurrido ese periodo, fueron sumergidos en una solucion protectora
de sacarosa (Panreac, Barcelona) al 30% (p/v) en PBS 0,1 M durante un
minimo de 48 horas a 4°C. Cuando los cerebros se hundian por haber incluido
el maximo de sacarosa posible, eran cortados transversalmente en secciones de
30 um de grosor en un micrétomo de congelacion (Microm HM 450, Thermo

62



Material y Métodos

Scientific, MA., EE.UU.). Las secciones se recogieron en 7 series paralelas que
fueron conservadas a -80°C en la misma solucion de sacarosa (Panreac,
Barcelona) al 30% hasta su uso.

Tanto el proceso inmunohistoquimico como el inmunofluorescente
fueron realizados por el método de flotacion o”’free floating”. En este método
los cortes se procesan en recipientes donde el corte queda suspendido en los
distintos reactivos que se van utilizando consecutivamente. Todas las
incubaciones y lavados se hacen con agitacioén constante, en un agitador orbital.
Este procedimiento asegura una reacciéon homogénea en todo el corte y una
maxima penetracion del anticuerpo, haciéndolo idoneo para cortes gruesos (>
20 micrémetros) como los de este caso.

Se realizaron controles para ambas técnicas, inmunohistoquimia e
inmunofluorescencia, en donde se omitid el anticuerpo primario, dando como
resultado marcaje negativo.

Inmunohistoquimica.

Los cortes histologicos tras ser descongelados y lavados varias veces en
PBS 0,1 M, fueron tratados con una solucién de H,0, al 3% durante 30 minutos
para desactivar las peroxidasas endogenas y evitar su interferencia durante el
revelado posterior. Acto seguido, los cortes fueron varias veces lavados en PBS
0,1M e incubados durante una hora en la soluciéon de bloqueo: 4% suero normal
de cabra (NGS, Sigma) y 0.05% Triton X-100 (Sigma) en PBS. La solucion de
bloqueo tiene la funcidon de minimizar las posibles uniones inespecificas del
anticuerpo con el tejido y facilitar la penetracion del anticuerpo. Al término de
la hora, las secciones fueron depositadas durante toda la noche y a temperatura
ambiente, en una solucion igual que la anterior, pero a la que se le habia
afladido el anticuerpo primario a la concentracion correspondiente (véase tabla
14). Al dia siguiente y tras varios lavados en PBS 0,1 M, los cortes se
incubaron 2 horas con el anticuerpo secundario biotinilado apropiado (segliin se
muestra en la tabla 15) y 1:200 NGS en PBS. Finalizado este tiempo, se
volvieron a lavar las secciones con PBS 0,1M y se incubaron de 1 a 2 horas en
extravidina-HRP en PBS 0,1 M. Seguidamente, se realizd el revelado
afladiendo a los cortes una solucion de diaminobencidina, H,O, y tampon
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cacodilato, que tras unos minutos (3-5 minutos) hizo visible la reaccion
inmunohistoquimica. Las secciones se volvieron a lavar en PBS 0,1 M y se
montaron en portas gelatinizados donde se dejaron secar al aire y a temperatura
ambiente. Una vez secos, los cortes fueron deshidratados pasando por alcoholes
cada vez mas concentrados (80, 90, 96, 100 %), se aclararon con xileno y se
cubrieron con EUKITT (Panreac, Barcelona) y un cubreobjetos. Los cortes
fueron examinados bajo el microscopio Optico (Leica DM2500, Leica
Microsystems GmbH, Wetzler, Alemania).

Producto Cantidad Codigo Casa comercial

CINa 83 g/l 10604 Merck, Whitehouse station NJ, EE.UU.
NaH,PO,.H,0 3.45 g/l 106346 Merck, Whitehouse station NJ, EE.UU
Na,HPO,.2H,0 10.65 g/l 106580  Merck , Whitehouse station NJ, EE.UU
Agua destilada 1 litro Merck-Millipore, Bedford, MA, EEUU.

Tabla 13. Tampon fosfato salino o PBS 1M

Inmunofluorescencia.

El procesamiento general es similar al de la inmunohistoquimia, con la
excepcion de que no se inhiben las peroxidasas enddgenas del tejido. Tras 60
minutos inmersos en la solucién de bloqueo, los cortes permanecieron toda la
noche en una mezcla de dos anticuerpos primarios (obtenidos de diferentes
especies). Tras varios lavados en PBS 0,1 M, las secciones fueron incubadas
durante 2 horas en anticuerpos secundarios frente a inmunoglobulinas de los
huéspedes de los que se extrajeron los anticuerpos primarios, conjugados o con
rodamina X red (emiten en longitud de onda del rojo-naranja a 590 nm) o bien,
unidos a biotina en las concentraciones correspondientes (véase tabla 15) junto con
1:200 de NGS en PBS 0,1 M. Después de varios lavados en PBS 0,1 M y en caso
necesario (al utilizar secundarios con biotina), se incubd durante 2 horas en una
solucion de estreptavidina unido al fluor6foro Cy2 (emite en la longitud de onda
del verde, en 506 nm). En algunos estudios se marcaron los nticleos afiadiendo a
los cortes una solucion 30 nM de DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol, emite en azul
a 455 nm) durante 1 minuto. Tras ser lavados varias veces en PBS 0,1 M, los cortes
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fueron montados en portas gelatinizados, secados ligeramente en una camara
oscura, cubiertos con Vectashield (Vector Laboratories) y con un cubreobjetos.
Para finalizar, el cubreobjetos fue sellado con esmalte transparente de ufias para
preservar la muestra. Las secciones fueron examinadas en el microscopio de
epifluorescencia (Leica DM2500, Leica Microsystems GmbH, Wetzler, Alemania)
o en el confocal (Olympus FV10-ASW2Q, Shinjuku, Tokio, Japon) mediante el
uso de los filtros apropiados.

Anticuerpo primario

Antigeno al que reconoce/  Concentracion de uso/

Producto Animal de procedencia Tipo de anticuerpo Casa comercial
AntiTH Tirosina hidroxilasa/ raton monoclonal/ 1:12000 2o S StLous MO,
Anti-TH Tirosina hidroxilasa/ conejo policlonal/ 1:1000 TET00 Sigeme St Louis, MO,

Ant-GFAP  Proteina dcida fibrilar glial /congjo ~~ policlonal/ 1:1000 ngj"g Sigma, St. Louis, MO,

Ant-GFAP  Proteina dcida fibrilar glial / raton monoclonal/ 1:800 AP T36D Chemmicon (Milkpors)
Anti-GLU Aminoécido glutamato / conejo policlonal/ 1:1000 %ﬁ;ggﬁ&bdmm
Anti-NeuN fgtt;m especificaneuronal muclear monoclonal/ 1:600 %4]5'\3[3}77-Chermcon (Millipore),
Anti-CD68 %aagnmiahn_ microgiaactivada monoclonal/ 1:1000 ﬁgﬁg}fﬁﬁbdsm tec

Anti-vGluT2 ;mnﬁoéﬁ;mswf glutamato o oclonal/ 1:600 MMAIE;SIEO?-EE%%COH
Anti-CB Calbindina/ raton monoclonal/ 1:500 gg%% Sigma, St Louis, MO,

Tabla 14. Lista y concentraciones de anticuerpos primarios utilizados.
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Anticuerpo secundario/estravidinas/otros reactivos

Casa comercial

Producto/ Concentracion de uso/
Animal de procedencia Tipo de reactivo
Biotina anti raton/ cabra 1:1200/ anticuerpo 2°

X red rhodamine anti conejo 1:3000/ anticuerpo 2°

115-065-003 / Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., Pensilvania, EE.UU.

111-295-144 / Jackson ImmunoResearch

/ cabra Laboratories Inc., Pensilvania, EE.UU.
. e . L 016-220-084 / Jackson ImmunoResearch
Cy2-streptavidina 1:200/ estreptavidina Laboratories Inc., Pensilvania, BE.UU.
Dapi 300nM D1603 / Life Technologies, Carlsbad,
(4',6-Diamidino-2-Penilindol) n California, EE.UU.
Triton X-100 0.05% / disolvente X-100 / Sigma, St. Louis, MO, EE.UU

4% 0 0.5% / bloqueante

NGS (suero normal de cabra) de uniones inespecificas

G9023- Sigma, St. Louis, MO, EE.UU

ExtrAvidina® conjugada HRP

(HRP:peroxidasa de rabano) 1:5000/ estreptavidina E-2886 / Sigma, St. Louis, MO, EE.UU

DAB (diaminobencidina) 0.005% / D-5637/ Sigma, St. Louis, MO, EE.UU

Tabla 15. Lista y concentraciones de anticuerpos secundarios, estravidinas y otros reactivos utilizados.

Tincion de Nissl (violeta de cresilo)

Las secciones fueron lavadas en PBS 0.1 M y montadas en portas
gelatinizados donde se dejaron secar en una estufa durante 48 horas. Tras este
periodo de tiempo, los portaobjetos fueron sumergidos durante 15 minutos en
violeta de cresilo, (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.) al 0.5% y
posteriormente aclarados durante S5 minutos con agua destilada.
Seguidamente, los cortes histoldgicos fueron deshidratados sumergiéndolos
durante 5 minutos en alcoholes (Panreac, Barcelona) de concentraciones
crecientes, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% y 100%, y fueron aclarados durante 10
minutos en xileno (Panreac, Barcelona). Finalmente fueron cubiertos con
EUKITT (Panreac, Barcelona) y con un cubreobjetos. Estos cortes fueron
examinados bajo el microscopio optico (Leica DM2500, Leica Microsystems
GmbH, Wetzler, Alemania).

Densitometria de las inevaciones al estriado

Para el estudio densitométrico de la inervaciéon dopaminérgica
alrededor de la canula de microdialisis se cuantifico la intensidad del marcaje
para la TH (histoquimica biotina/DAB) en cubos de 200 alto x 200 ancho x
30 micras de espesor localizados a diferentes distancias de la canula de
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microdidlisis (fueron contabilizadas 49 éreas alrededor de la canula). La
densitometria fue realizada de acuerdo con los métodos mencionados
previamente (Gonzalez-Hernandez et al. 2002; Gonzalez-Hernandez et al.
2004, Cruz-Muros et al. 2007) y mediante el uso del programa Image-Pro
Plus (Medios de comunicacion cibernética, Maryland, EE.UU.). Los valores
de densitometria obtenidos en el estriado inyectado fueron normalizados
como un porcentaje de los valores calculados para la misma region estriatal
del estriado contralateral. La degeneracion neuronal en la region circundante a
la canula de microdialisis fue evaluada mediante inmunohistoquimica para
NeuN.

La posible degeneracion de las terminales sindpticas glutamatérgicas
talamo-estriatales y dopaminérgicas nigro-estriatales alrededor de la canula de
microdialisis fue estudiada en los cortes mediante doble (NeuN+vGLUt2 y
NeuN+TH) y triple (DAPI+TH+vGLUt2) marcaje inmunofluorescente con un
microscopio confocal (Fluoview FV1000, Olympus).

Cuantificacion neuronal.

Para el estudio de la degeneracion retrograda en el estriado, se realizo
un recuento de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y de las
neuronas glutamatérgicas talamicas en el cerebro ipsilateral y en el
contralateral a la perfusion.

En el estudio de la posible degeneracion retrograda de las células
DAérgicas se contabilizé el numero de células TH+ en el mesencéfalo con la
ayuda del programa Image-Pro Plus (Maryland, EE.UU.). Se cuantificé tres
regiones correspondientes a las células de las areas A8, A9 y A10 en seis
cortes por rata y siguiendo los procedimientos de estudios anteriores
(Gonzalez-Hernandez et al. 2004, Gonzalez-Hernandez et al. 2000, Rodriguez
et al. 2001). El nimero de células contadas para cada region se refirid al
calculo para la misma region en el mesencéfalo contralateral. Asi, de no haber
degeneracion de células, el porcentaje de células TH contadas en el
mesencéfalo ipsilateral del estriado inyectado seria alrededor del 100%.

El estudio de la degeneracion retrograda de las células del talamo se
realizod contando el nimero de neuronas (células NeuN+) en los nucleos del
talamo que proyectan al estriado. Los nucleos talamicos estudiados fueron: el
centrolateral (CL), el paracentral (PC), el paratenial (PT), el ntcleo
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parafascicular pars lateral (LPF), el central medial (CM) y el nucleo
parafascicular de la pars medialis (MPF). El nimero de células contado en los
nucleos del tdlamo ipsilateral del lado del cerebro donde se perfundié el
farmaco se normalizé como porcentaje del total de células contadas en los
nlcleos de ambos lados del cerebro. Si no hubiera degeneracion celular, el
porcentaje de células cuantificado en los nucleos intralaminares ipsilaterales
al estriado inyectado seria alrededor del 50%.

Cuantificacion de la reactividad astrocitica.

La respuesta de los astrocitos tras la perfusion de glutamato se evaluo
comparando la inmunorreactividad estriatal al GFAP y al glutamato de los
astrocitos proximos a la canula con la observada en el estriado contralateral o
en estriados perfundidos con el vehiculo en la que se prepard la solucion de
GLU (LCR artificial). El promedio de la intensidad de la inmunofluorescencia
del GFAP en un area (3000 voxels), se valoré en funcién de los procesos
astrociticos que mostraron la mayor sefial de inmunofluorescencia. Mientras
que la intensidad inmunofluorescente para el glutamato fue la contabilizada
por defecto en estas mismas regiones astrociticas. Al menos 2.000 procesos
astrociticos fueron cuantificados para cada tipo de célula astrocitica
(protoplasmico y fibroso), para cada condicion experimental (regiones con
astrogliosis moderada y de astrogliosis severa para los astrocitos
protoplasmaticos) y para cada lado del cerebro. Los célculos se realizaron en
areas de 10 x 10 x 2 pum de grosor en imagenes con una resolucion espacial de
1025 x 1025 pixeles y de una resolucion de sefial inmunofluorescente de 12
bits. La captura y el andlisis de las imagenes se realizaron con el programa
FV10-ASW (version 01.07.01.00- Olympus Corporation).

Los datos fueron normalizados con los obtenidos en la misma region
del estriado del lado contralateral del cerebro, siendo representados como
porcentaje del valor medio calculado en los procesos astrociticos del estriado
contralateral. Para cada corte se calculd6 el mismo numero de procesos
astrociticos en ambos lados del cerebro y para cada tipo de astrocito
(astrocitos protoplasmicos y fibrosos).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron inicialmente evaluados mediante un analisis de
varianza simple (one way ANOVA) seguido por el test LSD o Scheffé para
comparaciones "post-hoc" multiples. La comparacion de frecuencia fue
realizada mediante el test de X°. Se utilizé para ello el programa Statistic
(Statsoft; Tulsa, EE.UU.). Se utiliz6 un nivel de probabilidad p < 0,05 para
asignar significacion estadistica.
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Experimentos

EXPERIMENTOS: METODOS, RESULTADOS Y DISCUSION.

Una vez descritos los Métodos Generales en el apartado anterior, y con
objeto de facilitar la lectura de la parte experimental de esta Memoria de
Tesis, se optd por hacer una descripcion integrada del disefio y de los
resultados obtenidos para cada experimento. Tomando en consideracion el
numero y la diversidad de los experimentos realizados, creemos que esta
modalidad descriptiva permitird evitar el trasiego continuo entre distintas
secciones de la Memoria facilitando, con ello, su lectura. Con el mismo
objetivo, los experimentos seran agrupados en dos bloques tematicos, uno
para los estudios realizados en el estriado y otro para los estudios realizados
en la sustancia negra. Los estudios en el estriado estan basicamente dirigidos a
evaluar la posible accion toxica del glutamato sobre las aferencias estriatales.
Como se comentd en la Introduccion, distintas evidencias siguieren que la
enfermedad de Parkinson se inicia en el estriado y progresa de forma
retrograda hacia la sustancia negra. Por tanto, el conjunto de experimentos
que se presentaran en el primer bloque tiene como marco general el estudio de
la actividad excito-toxica del glutamato en el estriado, y su posible accion
retrograda sobre las aferencias estriatales. El segundo bloque tiene objetivos
similares, pero orientados hacia la sustancia negra. Aunque también se
realizaron estudios de la excitotoxicidad glutamatérgica en este centro, no
seran incluidos en la presente memoria. Los trabajos que se presentardn aqui
son aquellos orientados a la evaluacion de los mecanismos que median en la
liberacion glial de agentes neuroactivos con potencialidad neurotoxica o
neuroprotectora. Por tanto, los estudios en la sustancia negra se centrara en la
identificacién de posibles mecanismos para la liberacion glial de glutamato y
de otros agentes neuroactivos. Para dar mayor fluidez a la lectura de la
Memoria se adelantaran los aspectos especificos de la discusion de cada
bloque tematico al final de cada uno de ellos, y al final de cada experimento,
cuando la amplitud o diversidad de los estudios tratados lo requieran.
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BLOQUE TEMATICO 1: EXCITOTOXICIDAD GLUTAMATERGICA
ESTRIATAL.

Introduccion.

La excesiva liberaciéon de glutamato es generalmente considerada
como una causa directa de pérdida celular (excitotoxicidad) en trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Huntington (Albin et al. 1992,
Douaud et al. 2009, Kassubek et al. 2005) o la enfermedad de Parkinson
(Durante et al. 1995, Jenner y Olanow 1998, Marti et al. 2000, Meshul et al.
1999, Obrenovitch y Richards, 1995, Olanow y Tatton 1999, Rodriguez et al.
1998). Los procesos implicados en la captacion astrocitica de glutamato
(Bezzi et al. 1998, De Groot y Sontheimer 2011, Halliday y Stevens 2011,
McGeer y McGeer 2008, Morales et al. 2009, Obrenovitch y Urenjak 1997,
Rodriguez Diaz et al. 2005; Sofroniew y Vinters 2010) y en la posterior
metabolizacion del aminoacido a moléculas de menos peligrosidad como la
glutamina, la alanina y el a-cetoglutarato (Marcaggi y Attwell 2004,
Sofroniew 2009, Sofroniew y Vinters 2010) son criticos para la prevencion de
la excitotoxicidad glutamatérgica. Sin embargo, se dan circunstancias en las
cuales no resulta posible amortiguar el aumento extracelular de glutamato y
donde los astrocitos muestran una modificacién estructural progresiva
(astrogliosis reactiva), que podria alterar su papel neuroprotector (Raivich et
al. 1999, Streit et al. 1999). Los astrocitos reactivos previenen la muerte
neuronal mediante la recaptacion de glutamato (McGeer y McGeer 2008;
Teismann y Schulz 2004) y la liberacion de productos neuroprotectores (como
el factor neurotréfico derivado de la glia o el glutation). Sin embargo, estos
astrocitos también pueden liberar agentes toxicos (especies reactivas de
oxigeno, 6xido nitrico, aminoacidos excitatorios...) que activan a las células
microgliales (De Groot y Sontheimer 2011, Hazell 2007, McCarty 2006;
McGeer y McGeer 2008, Rappold Tieu y 2010, Vesce et al 2007) e inducen la
degeneracion celular (Rappold y Tieu 2010, Sofroniew y Vinters 2010). Por
lo tanto, la accién real de los astrocitos reactivos en la excitotoxicidad
glutamatérgica es en la actualidad tema de discusion.

Estudios en rodajas de hipocampo (Xu et al. 2007) han mostrado una
progresiva acumulacion de glutamato en astrocitos expuestos puntualmente a
una alta concentracion de glutamato (acumulacion auto-inducida de
glutamato). Dado que el glutamato de los astrocitos puede ser liberado de
forma repentina y masiva al medio extracelular (Xu et al. 2007), la
acumulacion auto-inducida de glutamato podria explicar la degeneracion

72



Experimentos

neuronal que se observa en diferentes estados patologicos. Este podria ser el
caso de la muerte celular observada en los alrededores de tumores cerebrales
o en la zona de penumbra que rodea a las regiones cerebrales que han sufrido
un ictus (de Groot y Sontheimer 2011, Hazell 2007). Partiendo de la idea
inicial de que, de demostrarse la existencia de la acumulacion auto-inducida
de glutamato en los ganglios basales, en centros como el estriado podria ser
atil para explicar la degeneracion de las neuronas (André et al 2010; Beal et
al. 1986, Beal et al. 1988, Coyle 1987, Coyle y Schwarcz 1976, McGeer et al.
1978) y las células gliales (Haas y Erdo 1991, Matute, 1998, Matute et al.
2006, McDonald et al. 1998, Yoshioka et al. 1995) observada en diferentes
trastornos de los ganglios basales como la enfermedad de Huntinton y de
Parkinson (André et al. 2010, Halliday y Stevens 2011, Marcaggi y Attwell
2004, Obeso et al. 2010, Rappold Tieu y 2010). Como ya se comentd en la
Introducciéon, el estriado soporta una gran cantidad de aferencias
glutamatérgicas procedentes principalmente de la corteza cerebral y del
talamo. Ademas, se ha evidenciado que este centro dispone de astrocitos
capaces de liberar glutamato en distintas condiciones (Del Arco et al. 2003,
Obeso et al. 2008, Rodriguez Diaz et al. 2005). Por tanto, el estriado dispone
de las condiciones idoneas para que la acumulacion auto-inducida de
glutamato pueda tener lugar.

En los siguientes 3 experimentos se examind "in vivo" la posible
acumulacion auto-inducida de glutamato en los astrocitos del estriado, y se
evalud su posible accion toxica. Para ello se perfundié glutamato en el medio
extracelular del estriado mediante microdialisis inversa, un procedimiento que
permite minimizar los efectos inespecificos de la administracién de agentes
quimicos en el tejido cerebral.

Experimento 1: Efecto inespecifico de la ciAnula en el estriado.

oo Metodologia.

A pesar de que los estudios de administracion de glutamato estriatal
por microdialisis reversa es un procedimiento que induce un bajo dafio local
durante la introducciéon de la canula (canula de 220 um de didmetro y con
4mm de superficie de intercambio para estriado, se introdujo a una velocidad
de 500 o 100 micras por minuto) y durante la perfusion de las soluciones (la
administraciéon de agentes quimicos se realiza a través de membrana y con
una transferencia de volumen minima) (Rodriguez et al. 2006), el primer
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experimento fue orientado al estudio de las acciones inespecificas de esta
técnica. En este experimento se utilizaron 8 ratas anestesiadas con equitensin,
a las cuales se les perfundi6 ringer durante una hora tras la colocaciéon de la
canula en el estriado, para posteriormente (1 o 6 semanas después) ser
perfundidas transcardialmente con 200 ml de salino 0,9 % de cloruro sédico
con heparina seguido de 400 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS 0,1
M para realizar una correcta fijacion del tejido. Tras 12 horas sumergido el
cerebro extraido en PFA, fue depositado en una solucién crioprotectora al
30% de sacarosa en PBS durante 48 horas (tiempo suficiente para que la pieza
incluya sacarosa hasta saturacion). El cerebro fue seguidamente enfriadas
hasta la congelacion (-80° C) y posteriormente cortadas en rodajas en el eje
transversal de 30 micras de grosor en un microtomo de congelacion. La
localizacion de la canula en el estriado se realiz6 mediante la tincion de
violeta de cresilo y la evaluacion del dafio tisular inespecifico se determind
mediante microscopia confocal utilizando los siguientes marcadores
inmunohistoquimicos: el anticuerpo contra CD68 para observar la activacion
microglial, el anticuerpo contra GFAP para evidenciar la activacion
astrocitica, y los anticuerpos contra NeuN y calbindina para evaluar el dafio
neuronal.

Los astrocitos se consideraron de tipo fibroso si estaban localizados
en las zonas de tractos del estriado y si poseian procesos largos y delgados
paralelos a las fibras de los tractos (Raivich et al. 1999), y los astrocitos
protoplasmicos eran aquellos que se encontraban ubicados en la sustancia gris
y que mostraban numerosos procesos cortos y muy ramificados con muchas
extensiones membranosas.

+** Resultados

A lo largo del tracto generado por la insercion de la canula (véase
células microgliales CD68+ en la figura 5.1) se localizé una pequefia lesion
rodeada de una astrogliosis moderada (comparese figuras 5.4 y 5.3). La
astrogliosis s6lo fue observada en los astrocitos protoplasmicos y fibrosos
situados en las inmediaciones mas proximas al tracto de la canula (figuras 4.5
y 5.7). Ocasionalmente, fueron observados algunos procesos radiales (véase
flechas azules en la figura 5.5) de forma esporadica (comparese con los
procesos radiales inducidos por glutamato que se comentaran luego junto con
los de la figura 5.5) en los bordes de la lesion. La inmunohistoquimica para
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glutamato se marc6 con intensidad en la microglia reactiva que ocupaba la
cavidad originada por la canula de microdialisis (figura 5.2), pero fue débil o
inexistente en los astrocitos que la rodeaban (flechas amarillas en la figura
5.6). El glutamato se marco (la figura 5.10 muestra la inmunorreactividad
para el glutamato alrededor de neuronas calbindina+ mostradas en la figura
5.9) en las terminales sinapticas alrededor de las neuronas estriatales con
intensidad media superior a la observada en los astrocitos (flechas rosas en las
figuras 5.6 y 5.8).

Este experimento inicial mostré6 que la microdidlisis induce un efecto
inespecifico pequefio, lo cual resultdé muy conveniente para la realizacion de
los estudios ulteriores.
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Accion inespecifica de la microdialisis en astrocitos y microglia

Ipsilateral

Contralateral

D68 Glutamato

Figura 5. Efecto inespecifico de la cdnula de microdidlisis en los astrocitos y en la microglia. Vista axial de las células
microgliales (en azul se muestra la inmunorreactividad para el CD68 en imagen 1), astrocitos (en rojo se muestra la
inmunorreactividad GFAP en 1, 3, 4, 5y 7), y las neuronas (se muestra en color rosa la inmunorreactividad para calbindina en
el 9). El glutamato se muestra en amarillo. Se muestra la acumulacién de glutamato: en la microglia en el 2, en las neuronas
en el 6, 8 y 10 (flechas de color rosa) y en los astrocitos en el 6 y 8 (flechas amarillas para los astrocitos y las flechas azules
para los procesos radiados). C: region central por donde entré la cdnula de microdidlisis.
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Experimento 2: Acciéon estriatal del glutamato extracelular
extrasinaptico.

o Metodologia.

El objetivo del estudio fue evaluar la accion del glutamato extracelular
extrasinaptico en las distintas poblaciones celulares del estriado. Para ello, 4
grupos de 8 ratas (dos grupos 0.5 mM de glutamato, donde el primer grupo
fue sacrificado a la semana de la perfusion y el otro a las 6 semanas, y otros
dos grupos con 5 mM de glutamato, uno de 1 semana y el otro de 6 semanas)
fueron perfundidas con una solucion ringer (LCR artificial) basal iso-osmolar
(285 mOsm) durante 150 minutos, y luego con una solucién ringer iso-
osmolar que contenia glutamato a una concentracion de 0.5 o de 5 mM de
glutamato durante 60 minutos. Una semana o seis semanas después, las ratas
fueron anestesiadas y perfundidas con el mismo protocolo utilizado en el
experimento anterior (y descrito de forma mdas pormenorizada en la parte
general de Material y Métodos). Finalmente se practicaron distintos estudios
inmunohistoquimicos mediante microscopia confocal con los siguientes
marcadores: anticuerpo monoclonal para la proteina acida fibrilar glial (anti-
GFAP) de raton, anticuerpo monoclonal anti-macrosialin (anti-CD68) de
raton, anticuerpo policlonal para la proteina 4cida fibrilar glial (anti-GFAP) de
conejo, anticuerpo policlonal contra glutamato (anti-GLU) de conejo,
anticuerpo monoclonal anti-calbindin (anti-calbindin) de ratén, y anticuerpo
monoclonal contra la proteina especifica neuronal nuclear (anti-NeuN) de
raton.

Se evalu6 la reaccion astrocitica originada por la administracion del
glutamato comparando la inmunoreactividad del GFAP y del glutamato en el
estriado perfundido con glutamato con la inmunoreactividad de la GFAP y del
glutamato en el estriado perfundido sélo con el vehiculo (ringer), segun el
procedimiento descrito en la seccion de Material y Métodos. Con el fin de
minimizar las diferencias debidas a variaciones en las condiciones del
protocolo durante el procesamiento de los tejidos y en el andlisis, todas las
secciones fueron procesadas simultineamente usando los mismos protocolos
y reactivos quimicos, y manteniendo todos los pardmetros microscopicos y
del ordenador constantes durante todo el estudio. Debido a que, incluso en
estas condiciones, las variables puede sufrir fluctuaciones entre ensayos
inmunohistoquimicos, los datos fueron normalizados con los obtenidos en la
misma region del estriado contralateral y representados como un porcentaje
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del valor medio calculado en los procesos astrociticos del estriado
contralateral. En cada imagen (estriado ipsilateral y contralateral a la canula)
se utilizd el mismo numero de procesos astrociticos. Se realizaron estos
calculos haciendo distincion entre los astrocitos protoplasmaticos y los
fibrosos. La posicion y los limites de las zonas de tractos en el estriado fueron
localizados con el microscopio de contraste de fase (imagenes mostradas en
blanco y negro en las distintas figuras). La inmunorreactividad del GFAP y
del glutamato de los astrocitos protoplasmicos se calculd para 2 regiones por
separado, la region con astrogliosis moderada y la region con astrogliosis
severa. De acuerdo con estudios previos (Sofroniew y Vinters 2010), la
astrogliosis de una region fue considerada como moderada si los astrocitos se
encontraban hipertroficos, con una alta inmunorreactividad para el GFAP
(comparandolo con los astrocitos del estriado contralateral) y si sus procesos
no presentaban superposicion con los procesos de los astrocitos vecinos (sin
interrupcion de los dominios celulares individuales). La astrogliosis fue
considerada como severa si sus astrocitos mostraban una marcada expresion
de GFAP, hipertrofia y superposicion de procesos astrociticos con
interrupcion del dominio celular individual.

oo Resultados

La perfusion de glutamato indujo una pérdida completa de astrocitos
protoplasmicos, astrocitos fibrosos y neuronas en la regién estriatal que
bordea el area de perfusion. Esta pérdida celular fue observada en un radio de
unos 400 pum alrededor de la canula de microdialisis, lo que sugiere que la
degeneracion celular es dependiente de la concentracion de glutamato en el
medio extracelular. Se ha propuesto la existencia de dos reservorios de
glutamato extracelular en el cerebro, un reservorio neurotransmisor ligado a
una accion rapida y breve del glutamato sinaptico sobre los receptores
glutamatérgicos perisinapticos, y un reservorio neuromodulador ligado al
glutamato glial, el cual después de ser liberado por los astrocitos difunde por
el espacio extracelular donde induce una accidén prolongada sobre receptores
glutamatérgicos de una zona extensa (Bezzi et al. 2004, Del Arco et al. 2003,
Keefe et al. 1993, Lowy et al. 1993, Saulskaya y Marsden 1995, Shinohara et
al. 2000, Tucci et al. 1998). La tasa de transferencia de las sustancias
inyectadas a través de la membrana de la canula de microdialisis (10-15%
segun los estudios practicados “in vitro” antes de cada experimento) sugiere
que la perfusion de 5 mM de glutamato aumentd la concentracion de
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glutamato extracelular en mas de 500 pM, una concentracion que se reduce
rdpidamente por la accidén de los transportadores gliales de glutamato. Esta
concentraciéon es mas de 10 veces inferior a la existente en las hendiduras
sinapticas durante la neurotransmision (3-5 mM), pero mas de 100 veces
superior a la observada en el espacio extrasindptico (1-2 uM). De este modo,
la perfusiéon de glutamato puede ser capaz de incrementar el reservorio
glutamatérgico no sindptico pero no el sinaptico, sugiriendo que las acciones
del glutamato perfundido involucran a los receptores de glutamato ligados a la
neuromodulacién mas que a la neurotransmision.

La perfusion de glutamato también indujo una marcada astrogliosis
reactiva en el estriado, respuesta que se fue reduciendo progresivamente en
las zonas mas alejadas de la region de perfusion. Se identificaron tres regiones
concéntricas alrededor de la canula de dialisis, la region central (C), la region
proximal (P) y la region distal (D). En la region C por donde penetro la canula
no se observaron astrocitos (C en la figura 6.1). En la region P circundante a
C (P en la figura 6.1) fueron observados procesos capsulares GFAP+, y a los
que nos referiremos como procesos escarificados (véanse las flechas amarillas
en las figuras 6.3 y 6.5). En la region P también fueron observados procesos
radiados largos y delgados GFAP+ que se extendian perpendicularmente a la
region por donde la canula penetré y que denominaremos procesos radiados
(véase la figura 6.2 y las flechas verdes en las figuras 6.4 y 6.5). De forma
ocasional los procesos escarificados hacian contacto con los procesos radiados
(véase la figura 6.5) sugiriendo que ambos pertenecen al mismo tipo celular.
Teniendo en cuenta que los procesos radiados eran mucho mas evidentes que
los procesos escarificados, estas células GFAP+ fueron denominadas células
tipo-radial. Un hallazgo interesante fue la falta de astrocitos protoplasmicos y
fibrosos en la region P (comparense las figuras 6.13 y 6.15).

El tejido situado en las regiones circundantes a la regioén P (regién D
distal en la figura 6.1) mostré una clara astrogliosis reactiva para los astrocitos
protoplédsmicos y fibrosos. Los astrocitos protopldsmicos se encuentran en la
sustancia gris (fuera de las lineas discontinuas en las figuras 6.6 a 6.9),
mostrando una expresion mucho mas marcada de GFAP en la region P del
estriado inyectado que en el mismo lugar del estriado contralateral (véanse las
figuras 6.7 y 6.9), o que en el estriado ipsilateral de la perfusion control. La
densidad de los astrocitos protoplasmaticos en el parénquima estriatal fue
mayor en las zonas de la regiéon D mas cercanas a la region P. En estas zonas
los astrocitos presentaban la pérdida de los dominios celulares individuales
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que caracteriza a la astrogliosis reactiva severa (figura 6.10). Aunque las
células astrociticas de las zonas mas periféricas de las regiones P mostraron
una alta inmunorreactividad GFAP, su densidad en el parénquima estriatal fue
normal y con sus dominios individuales preservados (astrogliosis reactiva
moderada, véase figura 6.11). Los astrocitos fibrosos también mostraron
hipertrofia y alta inmunorreactividad GFAP en la regiéon D (comparense las
figuras 6.17 y 6.19). Finalmente, las zonas estriatales mas alejadas de la zona
perfundida(a partir de 0.7-1.5 mm de la region central C) presentaron células
astrociticas protoplasmicas y fibrosas con una estructura y expresion GFAP
similares a la de los astrocitos del estriado contralateral no perfundido (region
marginal M en la figura. 6.1).

El fenémeno mas interesante inducido por la perfusion de glutamato
fue la marcada acumulacion del aminoacido observada en los astrocitos de la
region C y P. En la region C, la acumulacion de glutamato se muestra en las
figuras 7.5, 7.7 y 8.13. En la region P (figura 7.2), tanto los procesos radiales
(figuras 7.8 y 7.9) como los escarificados (figuras 7.4-7.7) mostraron una
marcada inmunorreactividad para el glutamato. Esta alta inmunorreactividad
para el glutamato fue también observada en los astrocitos protoplasmicos
(figuras 7.10 y 7.11) y fibrosos (figuras 7.12 a 7.14) de la regién D. Con
objeto de cuantificar este fenomeno, los valores de inmunorreactividad fueron
normalizados con los datos promedios calculados para la misma region del
estriado contralateral. En la parte superior de la figura 8 se muestra un
ejemplo (con diferentes aumentos) de la inmunorreactividad de glutamato en
los astrocitos protoplasmicos del lado del cerebro perfundido con glutamato
(lesidén) con respecto al estriado contralateral. La perfusion de glutamato
indujo un aumento marcado de la inmunorreactividad al GFAP en los
astrocitos protoplasmicos (figura 8.8 vs. 8.9, y la figura 8.10 vs 8.11) y
fibrosos (figura 8.27 vs 8.30), un efecto que fue mucho mas acusado que el
observado en las ratas control perfundidas sélo con LCR (véanse las figuras
8.18 y 8.32). Tanto el soma como los procesos astrociticos mostraron alta
inmunorreactividad glutamatérgica, un efecto que fue observado en los
astrocitos protoplasmicos (comparese con la figura 8.14 vs 8.15 y la figura
8.16 vs 8.17) y fibrosos (figura 8.28 vs 8.31) de los animales perfundidos con
glutamato, pero no en los astrocitos de los animales control (Figs. 5.19 y
5.33). Por ello, mientras que la inmunorreactividad glutamatérgica en el
estriado no perfundido fue encontrado principalmente en la inervacion
glutamatérgica de las neuronas estriatales (inmunorreactividad mas marcada
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que la observada en astrocitos) (véase las flechas rojas en la figura 7.16), la
inmunorreactividad para el glutamato en el estriado perfundido con una
solucion de glutamato fue observada principalmente en los astrocitos (véase
las flechas verdes en la figura 8.17) (figura 8.5). Tanto la inmunorreactividad
para el GFAP (figura 8.24) como para el glutamato (figura 8.25) fue mas
marcada en la region D con astrogliosis severa que en la region D con
astrogliosis moderada (véase la figura 8.20 vs 8.21, y la figura 8.22 vs 8.23).
No fue posible realizar comparaciones similares para la glia tipo-radial,
debido a que estas células de la region P del estriado perfundido con
glutamato sélo fueron observadas ocasionalmente en el estriado con perfusion
control, y no fueron observadas en el estriado contralateral a la insercion de la
canula de microdialisis.
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Figura 6. Vista axial de la gliosis reactiva alrededor de la zona de insercién de la cdnula de microdidlisis después la perfusion de
glutamato. Las imdgenes en rojo muestran la inmunorreactividad de GFAP en la glia de tipo radial (arriba), en los astrocitos
protopldsmicos (centro) y en los astrocitos fibrosos (abajo). Las imdgenes en blanco y negro muestran la distribucién de las fibras en
tractos del estriado (lineas negras rodeadas con lineas verdes discontinuas) en el parénquima estriatal (blanco). C: region central por
donde penetré la cdnula de microdidlisis. P: region proximal donde se muestran los procesos radiales (puntas de flecha de color
verde) y los procesos de escarificacion (puntas de flecha de color amarillo). D: regidn distal que muestra astrocitos protopldsmicos y
astrocitos fibrosos (puntas de flecha azul). La region P muestra una carencia de astrocitos protopldsmicos y fibrosos (compdrese las
imdgenes 13y 15), pero posee procesos GFAP dispuestos a modo de cdpsula alrededor de la region C (puntas de flecha amarillas en
3y 5) y procesos radiados GFAP que se extienden perpendicularmente a los procesos que constituyen la cdpsula (puntas verde de
flecha en las imdgenes 4 y 5) y que en ocasiones contacta directamente con ellos (5). La region D mostré una marcada astrogliosis
protopldsmicas reactiva (fuera de las lineas discontinuas en las figuras. 7 y 9) y en astrocitos fibrosos (dentro de las lineas
discontinuas en imdgenes 7y 9). La densidad de los astrocitos protopldsmicos fue mayor en las zonas de la region D mds cercanas a
la regién P, donde se observé una interrupcion en sus dominios individuales (10). Los astrocitos fibrosos mostraron también
hipertrofia y una marcada inmunorreactividad para GFAP en la region D (imdgenes 17 vs 19).
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Figura 7. Vista axial de la astrogliosis reactiva y de la acumulacion activa de glutamato alrededor de la zona de insercion de
la cdnula de microdidlisis después de la perfusion de glutamato. La inmunorreactividad de las células para el GFAP se
muestra en rojo y para el glutamato en pseudo-color amarillo. Las imdgenes en blanco y negro muestran la distribucién de
las fibras en tractos en el estriado (lineas negras rodeadas de lineas discontinuas verdes). C: region central, por donde
penetré la cdnula de microdidlisis. P: regién proximal mostrando procesos radiales (flechas verdes) y procesos de
escarificacién (flechas amarillas). D: region distal que muestra astrocitos protopldsmicos y astrocitos fibrosos (flechas azules).
Procesos de escarificacion: flechas verdes. Procesos radiales: flechas azules. Astrocitos protopldsmicos: flechas amarillas.
Astrocitos fibrosos: flechas de color naranja. Se encontré una acumulacién marcada de glutamato en la region C (lado
izquierdo de las figuras 5y 7). Tanto los procesos radiados (figuras8 'y 9) como los escarificados (figuras 4 a 7) mostraron una
marcada inmunorreactividad para el glutamato. Se observé una alta inmunorreactividad también para el glutamato en
astrocitos protopldsmicos (figuras 10y 11) y en astrocitos fibrosos (figuras 12 a 14) de la regién D.
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Solo una porcion de la astrogliosis reactiva que acumul6 glutamato una
semana después de la administracion de la solucion de glutamato, se mantuvo
durante las 6 semanas del estudio. Las células gliales tipo-radial (procesos
escariformes + procesos radiales) desaparecio por completo seis semanas después
de la administracion de glutamato. La regién P ocupada previamente por la glia
radial presenté a las 6 semanas (figuras 9.1 y 9.2) astrocitos protoplasmicos
(véase las zonas del estriado de la regidon C en las figuras 9.2 y 9.3). Ademas, el
parénquima estriatal alrededor de la regién C perdid todas las neuronas (véase
estriado alrededor de la region C en las figuras 9.6 y 9.7). Por lo tanto, la region P
ocupada por la glia radial durante la primera semana después de la inyeccion (y
que mostro una pérdida completa de las neuronas) presentd luego una reposicion
de astrocitos protoplasmicos. Por ello, 6 semanas después de la perfusion de
glutamato, el limite entre P y D fue identificado por la ausencia de neuronas en la
region P y por la presencia de neuronas en la region D. Los astrocitos
protoplasmicos permanecieron hipertréficos y con una expresion alta de GFAP, y
fueron localizados tanto en la region P como en la D. No se observaron
diferencias astrociticas claras entre las regiones P y D (véase la figura 9.3 vs 9.4).

. Ay A

GFAP NeuN
Figura 9. Gliosis reactiva y degeneracion neuronal después de la perfusion de glutamato: efectos a largo plazo. La
inmunorreactividad de las células se muestra en rojo para GFAP y en verde para NeuN. C: region central, por donde se introdujo la
canula de microdidlisis. P: region proximal. D: region distal. La glia tipo radial ha desaparecido por completo a las seis semanas
después de la perfusion de la solucion de glutamato. La region P previamente ocupada por glia tipo radial es posteriormente
ocupada por astrocitos protopldsmicos (1, 2, 3). El parénquima estriatal alrededor de la regién C ha perdido todas sus neuronas (5,
6, 7). Los astrocitos protopldsmicos se mantuvieron hipertrdficos en las regiones Py D. No se observaron diferencias astrociticas
entre las regiones Py D (3 vs. 4).
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A pesar de la persistencia de la alta inmunorreactividad para GFAP
encontrada en astrocitos protoplasmicos a las 6 semanas después de la
administracion de glutamato (figura. 10.4), la inmunorreactividad de
glutamato en estas células disminuy6 hasta valores incluso inferiores a los
calculados para los astrocitos del estriado contralateral (figura. 10.8; véanse
las figuras 10.3 y 10.7). Por el contrario, los astrocitos fibrosos presentaron en
estos estadios tardios (6 semanas después de la administracion de glutamato)
una alta inmunorreactividad tanto para el GFAP (figura 10.12 y comparese

con las figuras 10.10 y 10.14), como para glutamato (figuras. 10.16 y
comparar las figuras 10.11 y 10.15).
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Astrocitos fibrosos

Lado
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GFAP Glutamato I:lLado contralateral -Lado lesionado  P<0.001 vs. contralateral

Figura 10. Gliosis reactiva y acumulacion de glutamato tras la perfusion activa de glutamato: efectos a largo plazo. Se muestra la
inmunorreactividad de las células para GFAP en verde y para glutamato en rojo. Las imdgenes en blanco y negro muestran la
distribucion de fibras en los tractos del estriado. En los astrocitos protopldsmicos, la alta inmunorreactividad para GFAP persistio 6
semanas después de la administracion de glutamato (1 vs 5; 2 vs 6; 3 vs 7, 4), sin embargo, la inmunorreactividad para el glutamato
disminuyd a valores por debajo del nivel del estriado contralateral (8). En los astrocitos fibrosos, la alta inmunorreactividad para GFAP
(10 vs 14, 12) y glutamato (11 vs 15; 16) persistio 6 semanas después de la administracion de glutamato. Los valores son la media +
error estdndar de la intensidad de la inmunofiuorescencia (los valores se normalizaron como porcentaje del valor medio del estriado.

Experimento 3: Accion del glutamato extracelular extrasinaptico estriatal
sobre el metabolismo glial del glutamato.

X8 Metodologia.

El objetivo del estudio fue evaluar la accion del aumento del
glutamato extracelular extrasinaptico sobre la metabolizacion estriatal de
glutamato. Partiendo del estudio previo, interesaba analizar los posibles
mecanismos implicados en la acumulacién de glutamato en los astrocitos. Una
de las posibilidad era que el glutamato se acumulara por la inhibiciéon de su
metabolizacion astrocitica a glutamina, circunstancia facil de estudiar
mediante microdidlisis. La microdialisis se realizd6 de acuerdo a los
procedimientos previamente comentados (Garcia Dopico et al. 2004,
Rodriguez Diaz et al. 2005). Los animales fueron anestesiados con equitensin
y se les introdujo una canula de microdiélisis concéntrica en el estriado a una
velocidad de 500 pm por minuto para minimizar la lesion inespecifica. Las
ratas fueron perfundidas con una solucion ringer al comienzo de cada
experimento durante los primeros 120 minutos, y transcurrido este tiempo, se
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afnadio a la solucion ringer durante 60 minutos glutamato, o un inhibidor de la
recaptacion de glutamato (L-trans-pirrolidina-2 ,4-dicarboxilato, PDC), o un
inhibidor de la glutamina sintetasa (metionina sulfoximina, MSO). Todas las
soluciones fueron perfundidos a una velocidad de 2,0 pl/min y todas las
muestras fueron recogidas a intervalos de 20 minutos. El efecto agudo de la
administracién de glutamato, MSO y PDC en la concentracion extracelular
del glutamato, la glutamina y la alanina se estudi6 en 5, 7 y 8, ratas
respectivamente. El glutamato, la glutamina y la alanina fueron determinaron
en los dializados mediante el procedimiento de HPLC/deteccion fluorimétrica
descrito en la seccion general de Material y Métodos.

** Resultados

Los estudios con microdidlisis mostraron que la inhibicion del
transportador de glutamato con PDC aumenta la concentracion extracelular de
glutamato y disminuye la sintesis de sus metabolitos astrociticos glutamina y
alanina (lado izquierdo de la figura 11). La administraciéon de glutamato
aumento la alanina (sintetizada en los astrocitos mediante el catabolismo del
glutamato por la alanina aminotransferasa), pero disminuy6 la glutamina
(sintetizada en los astrocitos a través de la catabolizacion del glutamato por la
enzima glutamina sintetasa). Un efecto similar fue encontrado cuando la
glutamina sintetasa se inhibid6 con MSO (lado derecho de la figura 11).
Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la administracion de
glutamato aumenta el glutamato intracelular, y que, en un segundo paso,
produce una inhibicion selectiva y persistente de la glutamina sintetasa (sin
modificar la actividad de la alanina aminotransferasa). Dado que en estas
circunstancias el glutamato no puede ser metabolizado a glutamina, y ésta no
puede ser liberada al medio extracelular por los transportadores de glutamina,
parece que la inhibicidon de la glutamina sintetasa puede ser la causa de la
acumulacion intracelular persistente de glutamato en astrocitos.
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Figura 11. Metabolizacion del glutamato después de administrar PDC, MSO y glutamato: estudio mediante microdidlisis. Los

valores se normalizaron de acuerdo con el valor medio de los tres dializados registrados con anterioridad a la perfusion de las

distintas sustancias y representan la media + error estdndar. La inhibicion del transportador de glutamato usando PDC aumentd

el glutamato y disminuyé la glutamina y la alanina (lado izquierdo). La perfusién de glutamato aumenté la alanina y disminuyd la

glutamina. La inhibicion de la glutamina sintetasa con MSO aumento la alanina y disminuyé la glutamina y el glutamato (lado

derecho). Estos datos sugieren que la inhibicion de la glutamina sintetasa estd implicada en la acumulacion persistente de

glutamato observada en los astrocitos estriatales después de la perfusion extracelular de glutamato.

Discusion Experimentos 1,2y 3

La administracion transitoria de glutamato en el estriado induce
astrogliosis reactiva con acumulacion persistente de glutamato en los
astrocitos reactivos. La acumulacién de glutamato se observo en los astrocitos
protoplédsmicos y fibrosos, y también en la glia tipo radial que aparecio en
torno al area de perfusion (un area que presentd pérdida neuronal y astrocitica
después de la administracion de glutamato). El estudio de microdialisis
mostré la inhibicion de la glutamina sintetasa como posible causa de la
acumulacion de glutamato en los astrocitos.

El tejido estriatal que rodeaba a la canula de microdialisis (P region) perdid
todos sus astrocitos protoplasmicos y fibrosos, los cuales fueron sustituidos
por células GFAP+ que normalmente no se encuentra en el estriado
(astrocitos tipo radial). Estas nuevas células formaron una escara (en forma de
capsula alrededor de la lesion) y presentaban procesos radiados similares a los
que posee la glia radial de la zona subventricular (Garcia et al. 2004, Hansen
et al. 2010, Scheffler et al. 2005, Suzuki y Goldman, 2003). Debido a que la
glia radial subventricular es GFAP+ (Doetsch et al. 1999, Kriegstein y
Alvarez-Buylla 2009, Liu et al. 2006) y puede migrar a través del estriado
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(Behrstock et al 2006, Zhang et al 2007), podrian ser el origen de los astrocito
tipo-radial observados en la region perilesion. Ademas, la glia radial
subventricular puede diferenciarse completamente a astrocitos (Chojnacki y
Weiss 2008, Lois y Alvarez-Buylla 1993, Reynolds y Weiss, 1992), lo que
podria explicar la repoblacion tardia (6 semanas después de la administracion
de glutamato) de la region P con nuevos astrocitos protoplasmicos.

Se ha propuesto la existencia de un alto nivel de glutamato
extracelular como una de las causas de la astrogliosis reactiva (Sofroniew y
Vinters 2010), posibilidad aqui apoyada tanto para los astrocitos
protoplasmicos como para los fibrosos. La intensidad de la gliosis reactiva
disminuy6 progresivamente en las zonas de la regiéon D mas alejadas de la
zona de perfusion de glutamato, lo que sugiere que hay una relacioén directa
entre la concentracion extracelular de glutamato y la intensidad de la
astrogliosis. Cerca de la zona de perfusion, la accion del glutamato
administrado podria haberse intensificado y prolongado por el glutamato
liberado desde las terminales sinapticas y desde las células gliales que
degeneraron en la region P como consecuencia de la propia administracion
exogena de glutamato. Esta circunstancia fue evaluada posteriormente con
nuevos estudios en los cuales, en lugar de perfundir glutamato, se
perfundieron sustancias capaces de inducir degeneracion celular local.

La persistencia de la astrogliosis reactiva no fue la misma para todos
los tipos de astrocitos. La respuesta mas corta fue encontrada en la glia tipo-
radial observada una semana después de la perfusion de glutamato, pero no
seis semanas mas tarde. Por el contrario, la gliosis de los astrocitos
protopladsmicos persistio durante las seis semanas del estudio, ocupando las
regiones alrededor de la lesion donde anteriormente se ubicaba la glia tipo-
radial (a la semana de la perfusion). Los astrocitos fibrosos también se
encontraron activados al final de las seis semanas del estudio.

La consecuencia funcional de la astrogliosis sobre la evolucion de las
lesiones cerebrales es objeto de debate (de Groot y Sontheimer 2011, Raivich
et al. 1999, Sofroniew y Vinters 2010). La observacidn inicial de que las
escaras gliales inhiben la regeneracion de los axones sugirié en un principio
que la astrogliosis dificulta la adaptacion al dafio cerebral. Esta posibilidad
fue posteriormente re-examinada en estudios que informaron de diferentes
efectos beneficiosos de la astroglia reactiva (Sofroniew y Vinters 2010). Una
de estas funciones beneficiosas es la capacidad de las células astrogliales de
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captar glutamato y evitar su accidon excitotoxica (Bush et al. 1999, Rothstein
et al. 1996, Swanson et al. 2004). Un nuevo hecho a considerar a partir de los
estudios aqui presentados es la capacidad de los astrocitos reactivos para
acumular glutamato por largos periodos de tiempo.

La perfusion de glutamato durante 1 hora indujo una marcada
acumulacion de glutamato en los astrocitos que se prolong6é durante mas de
seis semanas después de la retirada del glutamato perfundido. Por lo que
sabemos, esta es la primera vez que se ha informado de la existencia de la
acumulacion auto-inducida de glutamato en el estriado. Dado que la
acumulacion auto-inducida de glutamato s6lo fue observada en los astrocitos
reactivos, es posible que los mecanismos que intervienen en esta acumulacion
de glutamato y aquellos involucrados en la gliosis reactiva mantengan algin
tipo de interaccion funcional.

La acumulaciéon auto-inducida de glutamato probablemente requiera
de la accion de los transportadores de glutamato glial, y particularmente del
EAAT?2. El EAAT?2 es un transportador de glutamato glial muy abundante en
el cerebro (1% de las proteinas del cerebro total) (Danbolt 2001), y en
particular en los astrocitos (aunque también se expresa en macréfagos), donde
actua como el principal agente responsable de la eliminacioén del glutamato
del medio extracelular (Foran y Trotti 2009, Robinson 1998). El EAAT2
puede ser necesario para la acumulacion inicial de glutamato en los astrocitos
(y en macréfagos) inducida por la perfusion de glutamato. Sin embargo, la
persistencia de esta acumulacion durante semanas es dificil de explicar, tal
vez los astrocitos metabolizan el glutamato de forma distinta a como lo hacen
en condiciones normales. La perfusion de glutamato disminuy6 el nivel de
glutamina, lo que sugiere que altas concentraciones de glutamato pueden
inducir un bloqueo rapido de la sintesis de glutamina. Esta reduccion de la
glutamina fue acompanada de un aumento del nivel de alanina, sugiriendo que
la inhibicién de la catabolizacion del glutamato es selectiva para la glutamina-
sintetasa y no afecta a la actividad de la alanina aminotransferasa. Esta
posibilidad también es compatible con la segregacion de la respuesta de la
glutamina (disminucién) y la alanina (aumento) a la inhibicion de la
glutamina sintetasa con L-metionina sulfoximina (MSO). La inhibicion de los
transportadores de glutamato con el L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato
(PDC) aument6 el glutamato, circunstancia que se acompaiio de la
disminucion de glutamina y de alanina. Tomados en conjunto, el incremento
del glutamato y la disminucion de la glutamina que fue observada después de
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la administracién de glutamato sugiere que altas concentracion de glutamato
inhibe la glutamina sintetasa de forma selectiva, sin modificar la actividad de
la alanina aminotransferasa o de los transportadores de glutamato. Teniendo
en cuenta ademas, los estudios previos que muestran que la astrogliosis regula
a la baja la expresion de la glutamina sintetasa (Ortinski et al. 2010), los datos
de este estudio indican que la acumulacion auto-inducida de glutamato estéa
asociada a una inhibicién selectiva de la actividad de la glutamina sintetasa.

Como sugirieron Xu y colaboradores en su estudio "in vitro" en
células del hipocampo (Xu et al. 2007) la liberacion de glutamato desde la
acumulaciéon de glutamato auto-inducido en astrocitos podria originar un
aumento masivo de glutamato extracelular seguido de excitotoxicidad. La
acumulacion del glutamato astrocitico observado en el presente estudio podria
producir el mismo efecto en el estriado, lo cual sugiere que la acumulacién
auto-inducida de glutamato es un fendémeno de mala adaptacion. Sin embargo,
la producciéon de una cantidad excesiva de glutamina también puede dafar a
las neuronas. Se ha publicado que la glutamina puede inhibir la actividad
metabolica de las mitocondrias (Mates et al. 2009), y promover encefalopatia
hepatica (Albrecht et al. 2007, Hourani et al 1971, Lemberg y Fernandez
2009). Asi, la inhibicion de glutamina sintetasa también podria ser
considerado como un fendomeno adaptativo que previene la toxicidad de la
glutamina. No obstante, se han descrito numerosos estimulos (inflamacion,
isquemia, produccién de especies reactivas de oxigeno, activacion
microglia...) y mecanismos (liberacion vesicular, funciéon inversa de los
transportadores de glutamato, apertura de canales anidnicos, hemicanales...)
que podrian activar la liberacion masiva de glutamato desde el citosol de los
astrocitos al medio extracelular, con lo cual el almacenamiento masivo de
glutamato por periodos largos supone una amenaza para las células del
entorno. La persistencia de la acumulacién auto-inducida de glutamato fue
diferente en los astrocitos protoplasmicos que en los fibrosos. La acumulacion
auto-inducida de glutamato en astrocitos protoplasmicos observada una
semana después de la administracion de glutamato fue reemplazada seis
semanas mas tarde por el fenomeno contrario, una disminucion de glutamato
hasta niveles inferiores a los calculados en el estriado contralateral. Los
astrocitos fibrosos mostraron acumulacion de glutamato auto-inducido en esta
etapa tardia.

En resumen, la perfusion local de glutamato en el medio
extracelular del estriado indujo una astrogliosis reactiva diferente para la glia
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tipo-radial, que para astrocitos protoplasmicos y fibrosos. Esta gliosis
astrocitica se acompafi6 de una acumulacién persistente de glutamato
citosolico probablemente asociada a una disminuciéon de la actividad
glutamina sintetasa. El exceso de activacion glutamatérgica ha sido
relacionado con la progresion de enfermedades degenerativas como la
enfermedad de Huntington y el Parkinson. El presente estudio muestra que un
exceso transitorio en la activacién de la transmision glutamatérgica puede
desencadenar una astrogliosis reactiva que acumula grandes cantidades de
glutamato intracitosolico que podrian mediar en la progresion de estos
trastornos de los ganglios basales.

Experimento 4: Excitotoxicidad glutamatérgica estriatal y degeneracion
retrograda.

La degeneracion lenta de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
en la enfermedad de Parkinson se considera generalmente como el resultado
de la accion sinérgica de varios factores, uno de los cuales es la accion
excitotoxica del glutamato neuronal (Olanow et al. 1999, Obeso et al. 2011 o
glial (Morales et al. 2009, Rodriguez Diaz et al. 2005). El glutamato modula
las células dopaminérgicas nigroestriatales actuando tanto sobre la sustancia
negra (SN) como en el estriado (Parent et al. 1995, Scarnati et al. 1986,
Tokunaga et al. 2009), por lo que ambos centros podrian estar involucrados en
la excitotoxicidad glutamatérgica. El glutamato nigral dafia directamente el
soma de las células dopaminérgicas (que en la enfermedad de parkinson
puede ser inducido por la alta tasa de disparo observada repetidamente en las
neuronas glutamatérgicas subtdlamo-nigrales) (Rodriguez-Oroz et al. 2001)
mientras que el glutamato estriatal para inducir efectos retrogrados necesitaria
degenerar las células nigroestriatales (excitotoxicidad retrograda). No se han
encontrado estudios previos sobre la posible accion de la excitotoxicidad
retrograda en la enfermedad de Parkinson, ya que la mayor parte de los
estudios se centran en la excitotoxicidad del glutamato en la sustancia negra.
Sin embargo, existe una creciente evidencia que sugiere que la degeneracion
de las células dopaminérgicas comienza en sus terminales sinapticas
estriatales y progresa hacia el soma de la célula en la sustancia negra (Cheng
et al. 2010). El mecanismo de esta degeneracion retrograda sigue siendo
desconocido. Teniendo en cuenta la marcada interaccion estriatal entre las
sinapsis glutamatérgicas y dopaminérgicas (Carlsson y Carlsson 1990,
Whitton et al. 1997, Borland et al. 2004), un posible candidato para el
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desencadenamiento de esta degeneracion podria ser el exceso de glutamato.
Esta excitotoxicidad retrégrada podria explicar no sélo la pérdida de células
dopaminérgicas nigroestriatales, sino también la pérdida de otras células que,
como ocurre con los nucleos intralaminares del tdlamo, proyectan al estriado
y degeneran en la enfermedad de Parkinson (Henderson et al. 2000, Smith et
al. 2009).

o Metodologia.

El objetivo de este experimento fue estudiar la toxicidad del
glutamato en las aferencias al estriado mediante la evaluacion del dafio
inducido por la administracion extracelular de glutamato, y de los agonistas
ionotropicos de los receptores glutamatérgicos sobre las terminales sinapticas
dopaminérgicas y glutamatérgicas. La produccion de excitotoxicidad
retrograda fue analizada mediante el estudio de la posible degeneracion a
distancia de las células dopaminérgicas nigro-estriatales (cuantificada en la
sustancia negra) y de las células glutamatérgicas talamo-estriatales
(cuantificada en los nucleos intralaminares del tdlamo) (Smith 2009, 2004).
Todos los farmacos se administraron por microdidlisis reversa.

Para estos experimentos se utilizaron 7 grupos de 6 ratas macho
Sprague-Dawley de peso comprendido entre 300 y 350 g, dos grupos para el
estudio de las concentraciones de glutamato perfundidas (ImM y 10 mM),
tres grupos para cada uno de los agonistas glutamatérgicos (AMPA, NMDA y
kainato), uno para el estudio de los efectos de la administracién de dopamina
y otro para el estudio de los efectos de la aplicacion de haloperidol.

El efecto de la dopamina y del haloperidol sobre el nivel de glutamato
extracelular extrasinaptico del estriado se estudid por microdialisis segin los
procedimientos ya descritos. Los animales fueron anestesiados con equitensin
y la canula de microdidlisis fue introducida en el estriado, a través de la cual,
se perfundieron soluciones ringer a una velocidad de 2,0 pl/min. Se
desecharon las muestras de los primeros 150 minutos tras la insercion de la
canula en el estriado y las fracciones de dializado se recogieron a intervalos
de 15 min. La dopamina o el haloperidol fueron perfundidos a través de la
canula de microdialisis durante 45 min. La solucién de ringer utilizada
durante el periodo anterior a la administracion del farmaco en el experimento
de la perfusion de dopamina contenia acido ascérbico (0,4 mM) con el fin de
evitar la oxidaciéon de la dopamina. El haloperidol se disolvi6 inicialmente en
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acido acético y luego se diluy6 en ringer (1 mM haloperidol en 19,1 mM de
acido acético / LCR; pH = 6,0). El glutamato se cuantific6 antes (durante 30
minutos) y durante la infusion del fa&rmaco mediante HPLC con detector
fluorimétrico.

El efecto toxico del glutamato se estudid mediante la perfusion de
glutamato o de los agonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato a
través de la canula de microdialisis. Las ratas fueron perfundidas con una
solucién ringer durante los primeros 90 minutos y luego con una solucion
ringer con 1 mM o 10 mM de glutamato durante 60 minutos. Un
procedimiento similar se utilizé para la perfundir las ratas con soluciones 0,5
mM de los agonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato: AMPA
(RS-0-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionic hidrobromuro 4cido),
KA (4cido kainico), y de NMDA (N-metil-o-acido aspartico).

De cuatro a seis semanas después de la perfusion del farmaco, las
ratas fueron sacrificadas y fijadas segliin el protocolo ya mencionado con
anterioridad. Los cerebros fueron extraidos y almacenados a -80°c hasta ser
cortados en rodajas de 30 um de grosor. Con el fin de observar el efecto de
los farmacos inyectados a través de la canula de microdialisis, los cerebros
fueron cortaron en planos axiales paralelos a la superficie de la corteza
cerebral y perpendicular a la trayectoria de la canula (véase figura 12) Las
secciones fueron recogidos en 7 series paralelas y procesadas para
inmunohistoquimica. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: el
anticuerpo monoclonal anti-tirosina hidroxilasa (anti-TH), el anticuerpo
monoclonal anti-macrosialin de raton (anti-CD68), y el anticuerpo
monoclonal anti-proteina especifica neuronal nuclear hecho en raton (anti-
NeuN) en una solucién de PBS. Las incubaciones con estos anticuerpos se
siguieron de incubaciones con anticuerpos de cabra anti-raton biotinilado en
PBS, incubaciones precedidas por otra con ExtrAvidin-peroxidasa.
Posteriormente, se realizO una solucion de revelado con 3'-3'-
diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) y H,O, para hacer las visibles
reacciones. Los cortes fueron deshidratados en alcoholes de graduacion
creciente, blanqueados en xileno, y cubiertos con Eukitt. La colocacion de la
cénula de microdialisis se confirmo con violeta de cresilo.

Los doble marcajes de inmunofluorescencia se realizaron incubando
las secciones en PBS con los anticuerpos primarios anti-TH de conejo y anti-
VGlut2 de raton o anti-TH de ratén y anti -NeuN de conejo, o anti-VGIuT2 de
raton y anti-NeuN de conejo. Posteriormente, las secciones fueron sumergidas
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en una solucion de PBS que contenia anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo
conjugado con Rodamina Red X, anticuerpo de cabra anti-IgG de raton
biotinilado, seguido de una solucién de PBS con estreptavidina conjugada
con Cy2. Después de varios lavados, las secciones fueron montadas en
portaobjetos gelatinizados, secado al aire, cubiertas con Vectashield (Vector),
y examinada bajo un microscopio confocal utilizando los filtros adecuados. A
algunas de las secciones se les realizO un triple marcaje de
inmunofluorescencia al realizarles una ultima incubaron con DAPI justo antes
de ser montados, secado y cubierto. Se realizaron controles para cada estudio
inmunohistoquimico y de inmunofluorescencia mediante la eliminacioén del
anticuerpo primario, lo que result6 en tincion negativa.

Se realizd la cuantificaciéon densitométrica de la inervacion
dopaminérgica alrededor de la canula de microdialisis, segun lo descrito en
Material y Métodos. Los valores obtenidos en el estriado inyectado se
normalizaron como un porcentaje de los valores calculados para la misma
region estriatal del lado contralateral.

La degeneracion celular en el estriado se evalu6 mediante
inmunohistoquimica NeuN. La degeneracion relativa de las terminales
glutamatérgicas talamo-estriatales y dopaminérgicas nigro-estriatales
alrededor de la canula de microdidlisis se estudiaron usando cortes con doble
(NeuN y vGLUt2; NeuN y TH) y triple (DAPI, TH y vGLUt2) marcaje que
fueron evaluadas mediante microscopia confocal.

La degeneracion retrégrada de las células dopaminérgicas fue
estudiada mediante el contaje del nimero de células TH+ (DAB) en el
mesencéfalo con la ayuda del programa Image-Pro Plus, segin lo redactado
en la seccion de Material y Métodos. El nimero de células contabilizadas
fueron referidas a las células contadas para la misma region en el mesencéfalo
contralateral, de tal forma que, si no hay degeneracion celular, el porcentaje
de células TH contado en el mesencéfalo ipsilateral del estriado inyectado
seria alrededor del 100% (s6lo se incluyeron cortes simétricos en el estudio).

Se contabilizo el nimero de neuronas (células NeuN +, DAB) en los
nicleos del tilamo que proyectan al estriado para estudiar la posible
degeneracion retrégrada en las células taldmicas, segin procedimiento
descrito en la seccion de Material y Métodos. El nimero de células contadas
en los nucleos del tdlamo del lado del cerebro ipsilateral a la inyeccion del
farmaco se normaliz6 como un porcentaje del total de células contadas en los
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nucleos de ambos lados del cerebro, de modo que, si no hay degeneraciéon
celular, el porcentaje de células contadas en los nucleos intralaminares del
lado ipsilateral al estriado inyectado seria de alrededor del 50%).

o Resultados

La tasa de transferencia de aminodcidos y de farmacos a través de la
membrana de las canulas de microdialisis se comprob6 in vitro antes de cada
experimento, mostrando valores de entre un 10-15% para el glutamato y para
los agonistas glutamatérgicos. La concentracion basal del los niveles
extracelulares de glutamato se situd entre 0.65 and 1.9 uM (1.2+£0.3 uM)
(figura 13A). La perfusion de dopamina indujo una marcada disminucién de
los niveles de glutamato extracelular del orden de un 20% menos del
calculado antes de la administracion de dopamina (figura 12B). El bloqueo de
los receptores de dopamina con haloperidol aument6 el glutamato extracelular
en un 300-400% respecto a niveles basales (figura 13C).
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Figura 12. A. Vista axial del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Las células tirosina hidroxilasa (TH), proyectan desde el
mesencéfalo (células A9 y A10) a través del haz medial del cerebro anterior (MFB) al estriado y a la cubierta (AcbSh) y centro
(CAPV) del nucleo accumbens B-E. Posicion dorso-ventral de la cénula de microdidlisis (circulo azul). aca: comisura anterior, Cx:

corteza, P: trazado ortogonal de una cénula de microdidlisis.
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Figura 13. A. Picos cromatogrdficos tipicos de aspartato y glutamato (Glu) de las muestras obtenidas fuera (solucién 100 uM) vs
interior (ringer) de la membrana de la cdnula de microdidlisis durante los ensayos” in vitro” de la tasa de transferencia de una
cdnula. B. Cambios del GLU extracelular durante la perfusion de dopamina (DA). C. Cambios del glutamato extracelular durante la
perfusion de haloperidol (HAL). Los valores se muestran como un porcentaje del valor medio calculado de 0 a 45 minutos antes de la
administracion del férmaco (media * error estdndar).

No se observd denervacion dopaminérgica en el estriado después de la
administracion de glutamato, NMDA, AMPA o kainato. La figura 14 muestra
ejemplos de denervacion estriatal no dopaminérgica en areas con pérdida de
células después de la administracion de los farmacos. La administracion de
glutamato (figuras 14A-14D), de NMDA (figuras 14E y 14F), de AMPA
(figuras 14G y 14H) y de kainato (figuras 141 y 14J) indujeron pérdida de
células en las regiones estriatales mientras mantenian una inervacion
dopaminérgica similar a la observada en las mismas regiones del estriado
contralateral (comparese las figuras de la izquierda para la tincion
inmunohistoquimica de NeuN y Ilas figuras de la derecha para la
inmunohistoquimica de TH). De manera similar, las terminales sinapticas TH +
no disminuyeron en las regiones estriatales alrededor de la canula de
microdialisis (figuras 14T-14X). La figura 15A muestra los botones sinapticos
(rojo) en una region normal del estriado donde se distribuyen entre las zonas de
fibras (cian) y las neuronas (verde). Las figuras 15B y 15C muestran dos
ejemplos representativos de la inervacion dopaminérgica normal (rojo) de la
region del estriado que rodea de la canula de microdialisis y que mostr6 pérdida
de neuronas (las neuronas se muestran en color verde). Las figuras 15D-15G

100



Experimentos

son un ejemplo de la pérdida siniptica observada en las neuronas tdlamo-
estriado (VGIuT2 en verde) de la region del estriado alrededor de la canula de
microdialisis que mostrd pérdida de neuronas (las células gliales en azul y las
neuronas en azul / rojo). Un ejemplo de la denervacion alrededor de la canula se
muestra en las figuras 14D-14E (comparese con la inervacion normal mostrada
en 15F-15G en la misma region del estriado contralateral). Las figuras 161y 16J
muestran una pérdida selectiva de terminales glutamatérgicas (16J) en la region
del estriado alrededor de la canula de microdialisis donde no se observo pérdida
alguna de terminales dopaminérgicas (15J). Otro ejemplo de la degeneracion
selectiva de las aferencias glutamatérgicos talamo-estriatales se puede observar
en la figura 14K donde la region cercana a la canula de microdialisis muestra
una inervacion dopaminérgica normal y una denervacion glutamatérgica (Fig.
15M), mientras que las regiones alejadas de la canula muestran una inervacion
dopaminérgica y glutamatérgica normal (figura 15L).
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Figura 14. Ejemplos que muestran la distribucion tipica de la microglia activada (CD68), las neuronas (NeuN) y la inervacion dopaminérgica (TH)
en el tejido estriatal que rodeaba a la cdnula de microdidlisis (cortes perpendiculares a la trayectoria de la cénula). Las dreas que muestran
pérdida de neuronas después de la perfusion de glutamato (Glu) 1 mM (A a F),de Glu 10 mM (G a L), de n-metil-d-aspdrtico (NMDA) 0,5 mM (K,
Ny Q), dcido RS-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA) 0,5 mM (L, Sy R) y kainato 0,5 mM (M, Py S) estdn rodeados con una
linea de puntos. Ejemplo de la persistencia de la inervacion dopaminérgica en regiones del estriado que mostraron degeneracion celular después
de la perfusion de GLU (imdgenes de la parte inferior, T a X). Las sinapsis y los axones dopaminérgicos se muestran en rojo (TH +) y las neuronas
del estriado se muestran en verde (NeuN +). Iny: drea de la inyeccidn, Les: regidn con degeneracidn de las células del estriado.
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Figura 15. La denervacion tdlamo-estriatal y nigro-estriatal después de la perfusion de glutamato en el estriado. A: sinapsis
dopaminérgicas (botones TH + en rojo) del estriado no lesionado distribuidas alrededor de los tractos estriatales (marcadas en
pseudocolor cian -F-), vasos (V) y neuronas (las neuronas NeuN + en verde). B y C: inervacion dopaminérgica (botones TH + en rojo)
en las regiones del estriado circundantes a la cénula de microdidlisis (INY) que presentd (r1) o no (r2) pérdida neuronal (NeuN +
neuronas en verde). D-G: inervacidn tdlamo-estriatal (botones VGIUT2 en verde) alrededor de la canula de microdidlisis (D y E)
donde se observé pérdida de la misma e inervacion tdlamo-estriatal en la region homdloga del estriado contralateral (F y G)
(ndicleos de células DAPI + en color azul y neuronas DAPI + / NeuN + en azul / rosa). H-J: region del estriado (r3) alrededor de la
cdnula de microdidlisis (iny) que mostré una inervacion dopaminérgica normal (botones rojos TH + en I) con pérdida de inervacion
glutamatérgica (botones verdes VGIuT2 + en J). Region (r4) alejada de la cdnula de microdidlisis con inervacion dopaminérgica y
glutamatérgica normal. K-M: otro ejemplo de denervacion tdlamo-estriatal (r3) alrededor de la cénula de microdidlisis (INY). L:
region del estriado (r4) mostrando una inervacion dopaminérgica (botones TH + en rojo) y glutamatérgica (botones VGlut2 + en
verde) normales. M: region (r3) con una inervacion dopaminérgica normal (botones TH + en rojo) acompafiado de denervacion
glutamatérgica (botones VGlut2 + en verde) (F apunta a las zonas de fibras).

No se observé pérdida de células dopaminérgicas mesencefalicas tras la
administracion de los distintos productos perfundidos en el estriado (figuras 16A-
16C muestran células TH + y figuras 16D-16F muestran células NeuN +). La
parte inferior de la figura 16 muestra el nimero de neuronas TH inmunorreactivas
en la sustancia negra (células A9), en el area tegmental ventral (células A10) y en
el nucleo retrorrubral (células A8) como porcentaje del nimero de células TH
contadas en la misma region mesencefélica del lado contralateral del cerebro. No
se observé ningan efecto significativo en este caso para ninguno de los farmacos
en ninguna de las regiones mesencefalicas estudiadas.

Sustancia negra

MFB
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A9 ;
TH -8.4 mm TH
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Figura 16. La distribucion de las células mesencefdlicas a diferentes distancias desde la superficie de la corteza cerebral se muestra
enA, By C(células TH +) y en D, Ey F (NeuN + células). Un detalle de la porcion anterior de la sustancia negra se muestran en Gy H
(células TH + en rojo y nticleos de neuronas NeuN + en verde). El nimero de las células dopaminérgicas se calculé contando las
neuronas (NeuN +) que mostraron inmunorreactividad TH (se sefialan dos ejemplos mediante flechas amarillas). Las flechas de color
turquesa indican dos ejemplos de neuronas nigrales no computado en el estudio. Se cuantificé el nimero de neuronas en un
volumen de 100 micras x 100 micras x 30 micras dentro de las regiones mesencefdlicas pertenecientes a las poblaciones A8, A9y
A10 (parte inferior). Los valores se muestran como un porcentaje del nimero medio de células contadas para las mismas regiones
del cerebro contralateral (media + error estdndar). ANOVA: F = 0,98 / p = 0,42 para el A8 células, F = 1,03 / p = 0,39 para células A9,
yF=1,38/p=0,23 para las células A10.

% cerebro contralateral

El nimero de neuronas (células NeuN) en los nucleos intralaminares del
talamo no disminuy6 en las ratas control (figura 17). La administracion de
glutamato no indujo ningln efecto sobre el nimero de neuronas cuantificadas
en los nucleos intralaminares dorsal (figura 17A), lateral (figura 17B) y
medial (figura 17C) del talamo. Los agonistas ionotropicos glutamatérgicos
perfundidos en el estriado disminuyeron el numero de neuronas taldmicas
(valores calculados en porcentaje del total de células contadas en ambos lados
del cerebro; si no se produce degeneracion celular el 50% del total de las
células correspondera al cuantificado para el lado del cerebro inyectado). La
disminucion celular en los nucleos intralaminares del talamo observada en
todos los agonistas glutamatérgicos, fue mas evidente para el AMPA en el
talamo medial (figura 17C). Asi, mientras que los agonistas glutamatérgicos
inducen efectos en el estriado y el tadlamo, el glutamato induce un claro efecto
en el cuerpo estriado, pero no en el tdlamo.
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Figura 17. Neuronas NeuN + de los ntcleos intralaminares del tdlamo después de la perfusién de ringer (control), glutamato 1
mM, NMDA 0,5 mM, AMPA 0,5 mM y kainato 0,5 mM (KA). Ejemplo de la imagen (arriba) y del contaje de células (inferior)
para cada centro. ANOVA para los nicleos intralaminares del: talamo ventral (ANOVA F = 11,35 / p <0,001), tdlamo dorsal (F =
18,60 / p <0,001), tdlamo medial (F = 12,18 / p <0,001), tdlamo lateral (F = 5,23 / p <0,001), y tdlamo dorsal (F = 11,35 / p
<0,001). 1V: 1 @ ventriculo; 2V: 2 2 ventriculo; 3V: 3 2 ventriculo; SM: estria medularis; fr: fasciculo retroflexus; LPF:
parafascicular nicleo pars lateral; CM: nicleo central medial, nicleo centrolateral (CL), nicleo de paracentral (PC);
parafascicular nicleo pars medialis (MPF). Los valores se muestran como un porcentaje del nimero medio de células
computado para las mismas regiones del cerebro contralateral (media + error estandar).

Las regiones taldmicas que mostraban pérdida neuronal después de la
administracion estriatal de agonistas glutamatérgicos mostraron siempre una activacion
microglial local. En la figura 18 se muestra la activacion microglial (expresion CD68)
en uno de los nucleos intralaminares (nticleo centrolateral) que mostrd pérdida neuronal
(véase las células NeuN en la parte inferior de la figura 18) después de la perfusion
estriatal de kainato. Este doble efecto (pérdida neuronal + activacion de la microglia) se
observo solo en el lado del cerebro ipsilateral a la perfusion del estriado. No se observo
una activacion microglial similar en la sustancia negra.
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Figura 18. Células de la microglia activada (CD68 +) y neuronas (NeuN +) en los nticleos intralaminares tras de las lesiones
del estriado. Ejemplo de la activacion microglial (arriba) y de la degeneracion neuronal a distancia (abajo) en el nicleo
centrolateral (CL) del tdlamo dorsal. El nimero de neuronas es menor en el CL ipsilateral al estriado inyectado con kainato
0.5mM (C) que en el CL contralateral (D). La microglia activada se observé en el CL ipsilateral al estriado de la inyeccion de
kainato (A), pero no en el CL contralateral. 3V: ventriculo tercero.
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+%* Discusién.

La estimulacion de los receptores glutamatérgicos estriatales produjo
una degeneracion retrograda de las neuronas que proyectan al estriado, un
efecto que fue mas marcado para los agonistas de los receptores ionotropicos
que para el glutamato, y para las neuronas talamo-estriatales que para las
neuronas nigro-estriatal. Estos datos apoyan la excitotoxicidad como un
mecanismo capaz de inducir degeneracidén retrograda (excitotoxicidad
retrograda). El aumento del glutamato extracelular observado después de la
inhibicién de la transmisiéon dopaminérgica sugiere la participacion de la
excitotoxicidad retrégrada en la degeneracion de las células no
dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson.

La estimulacion glutamatérgica del estriado degenero6 las terminales
glutamatérgicas talamo-estriatales y sus somas neuronales en los nucleos
intralaminares del tdlamo, un efecto que fue acompafiado por microgliosis
estriatal y taldmica. Diferentes mecanismos pueden estar detrds de esta
toxicidad a distancia. La baja dosis de glutamato aplicado en el estriado (que
produce una pequefia lesion que s6lo alcanza unos pocos cientos de micras
alrededor de la canula de microdialisis) sugiere que la causa de la
degeneracion talamica no es la difusion del farmaco (la degeneracion celular
se produjo a milimetros de distancia de la zona estriatal donde se practicé la
perfusion del glutamato y de los agonistas glutamatérgicos). En algunos
centros se ha evidenciado la degeneracion celular después de su denervacion
(degeneracion anterdgrada). Aunque la administracion de glutamato degenero
algunas neuronas del estriado, la pérdida de células talamicas no puede ser
atribuida a una degeneracion anterdgrada, ya que los nicleos intralaminares
no reciben aferencias directas desde el estriado (Smith et al. 2009, Smith et al.
2004). Sin embargo, la degeneracion axonal retrograda si podria explicar la
degeneracion a distancia de las neuronas de los ntcleos intralaminares del
talamo. Las proyecciones de los nucleos intralaminares taldmicos constituyen
una de las mayores aferencias al estriado (Smith et al. 2004, Berendse et al.
1990, Van der Werf et al. 2002, Vercelli et al. 2003, Sadikot et al. 1992,
Smith et al. 1990, Smith et al. 2001). Las terminales sinapticas de estas
proyecciones (identificada en el estudio por la presencia de VGIuT2) (Smith
et al. 2009, Fremeau et al. 2001, Herzog et al. 2001) degeneraron después de
la estimulacion de los receptores de glutamato estriatales. La pérdida de
sinapsis glutamatérgicas podria continuarse con una degeneracion retrégrada
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de los axones de las neuronas talamo-estriatales, proceso similar al propuesto
para las células nigro-estriatales tras sufrir dafios en sus terminales sinapticas
(Cheng et al. 2010). El efecto del kainato podria estar mediado por una
estimulacion excesiva de los recetores presinapticos de acido kainico (Smith
2004, Bernard 1998). Sin embargo, esta posibilidad no se puede argumentar
para el AMPA y el NMDA debido a que las terminales presinapticas de las
neuronas talamo-estriatales no presentan estos receptores ionotropicos (Smith
2004). Sin embargo, los receptores AMPA y NMDA se han observado en
axones y en oligodendrocitos, y su estimulacion intensa podria inducir la
degeneracion de estas células gliales (Matute 2006, Oka et al. 1993) y las
neuronas vinculadas a ellos (Matute 2006, Bakiri et al.2009, Karadottir et al.
2007, Matute et al.2006).

Las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales mostraron una baja
vulnerabilidad a la accion excitotoxica de glutamato (en relaciéon a la
observada para las aferencias talamo-estriatales) cuando éste actua sobre los
axones o en los terminales sinapticos dopaminérgico estriatales. Ni la
inervacién dopaminérgica del estriado, ni el soma de las células
dopaminérgicas en la sustancia negra degeneraron, en las regiones que
mostraron pérdida neuronal, tras la administracion de glutamato o de los
agonista glutamatérgicos en el estriado. Las células dopaminérgicas
nigroestriatales presentan receptores ionotropicos glutamatérgicos en su soma
nigral (Chatha et al. 2000), pero no en sus terminales estriatales (Bernard et
al. 1997, Bernard et al. 1998, Chen et al. 1998, Gracy et al. 1999). Este hecho
junto a la falta de mielinizacion de sus axones (Rodriguez et al. 1990) (lo que
podria prevenir la toxicidad indirecta de glutamato inducida por la accién
sobre los oligodendrocitos), podria explicar la baja vulnerabilidad al
glutamato de estas células nigrales. Sin embargo, estos resultados negativos
no descartan totalmente la posible accion excitotoxica del glutamato sobre las
células dopaminérgicas, que podria actuar sobre la propia sustancia negra (en
los somas) y por medio de otros mecanismos (degeneracion astrocitica...).

A pesar del hecho de que las dosis utilizadas aqui fueron veinte veces
mayores para el glutamato que para los agonistas glutamatérgicos (1-10 mM
para el glutamato vs 0,5 mM para los agonistas, y con una tasa de
transferencia a través de la membrana de microdidlisis similar en ambos
casos), la degeneracion de las células alrededor de la canula de microdialisis
fue mas marcada para los agonistas glutamatérgicos que para el glutamato.
Esta diferencia podria explicarse por la acciéon de los transportadores de
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glutamato, muy eficaces en la disminucion del glutamato, pero no en la de los
agonistas glutamatérgicos [49-53], lo que probablemente hizo que la
concentracion, la vida media y la difusion fueran mucho menor para el
glutamato que para los agonistas glutamatérgicos. Teniendo en cuenta la tasa
de la transferencia de la canula de microdidlisis (10-15%) y la dilucion del
farmaco inducida por la difusiéon, la concentracion del agonista
glutamatérgico en el medio extracelular probablemente nunca fue mayor de
30 uM, una concentracién mas adecuada para la activacion de los receptores
glutamatérgicos extrasinapticos que para los receptores glutamatérgicos
sinapticos (normalmente bajo la accion de 1-5 mM de glutamato). Asi, la
accion excitotoxica de los agonistas glutamatérgicos es probablemente la
consecuencia de la sobre-activacion del reservorio neuromodulador de
glutamato mas que del reservorio neurotransmisor (Rodriguez Diaz et al.
2005, Hazell et al. 2007, Takeuchi et al. 2006).

El aumento en la liberacion del glutamato estriatal ha sido
considerado como un factor relevante para la progresion de la enfermedad de
Parkinson (progresion por excitotoxicidad). A pesar de que el bloqueo de los
receptores dopaminérgicos estriatales aumenta el glutamato estriatal, el hecho
de no encontrar denervacion dopaminérgica en el estriado ni pérdida de
células dopaminérgica en la sustancia negra después de la activacion de la
transmision glutamatérgica estriatal sugiere que el glutamato estriatal no es un
factor relevante para la progresion de la degeneracion dopaminérgica en la
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, estos datos no descartan la hipotesis
excitotoxica de la enfermedad de Parkinson. El glutamato puede actuar en
otras partes de las células dopaminérgicas, y sobre todo en la sustancia negra,
donde el soma de las neuronas recibe abundantes aferencias glutamatérgicas
provenientes principalmente del subtdlamo y del nilcleo pedinculopontino
(Rodriguez-Oroz et al. 2001). Ademas, la excitotoxicidad podria estar
involucrada en la pérdida de otros grupos celulares que también degeneran en
la enfermedad de Parkinson, y particularmente, como los datos actuales
sugieren, en la degeneracion neuronal de los nucleos intralaminares del
talamo. Tanto la degeneracion neuronal del estriado como la de los nucleos
intralaminares del talamo fueron acompafiados de microgliosis, datos que
sugieren que la respuesta inflamatoria local en el estriado se acompafia de otra
respuesta similar a distancia (talamo).

En estudios anteriores se ha comunicado la existencia de
degeneracion celular en los nucleos intralaminares del tadlamo de los pacientes
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parkinsonianos (Henderson 2000, Smith 2009). Esta degeneracion también ha
sido observada en animales de experimentacion sometidos a una pérdida de
neuronas dopaminérgicas inducida mediante la administracion de
neurotoxicos selectivos (Aymerich et al. 2006, Ghorayeb et al. 2002,
Sedaghat et al. 2009). Se ha sugerido que la denervacidon dopaminérgica del
talamo activa la degeneracion de las células talamicas (degeneracién por
denervacion), pero la relacion entre la pérdida de células talaminas y nigrales
en la EP sigue siendo un tema de debate (Smith et al. 2009, Henderson et al.
2005). Tomado en conjunto, el aumento de glutamato estriatal encontrado
después de la disminucién de la transmision dopaminérgica estriatal y, la
degeneracion talamica observada después del aumento del glutamato estriatal,
sugiere otro posible mecanismo para la degeneracion talamica, que se resume
en: degeneracion de las células dopaminérgicas (inducida por causas a
determinar) — denervacion dopaminérgica estriatal — aumento sostenido de
la liberacion de glutamato estriatal — excitotoxicidad retrégrada en las
neuronas tdlamo-estriatales de los nucleos intralaminares (inducida por los
receptores de kainato de las terminales presinapticas o receptores AMPA /
NMDA de axones u oligodendrocitos). Esta posibilidad no implica
necesariamente que la degeneracion taldmica s6lo pueda comenzar en las
etapas avanzadas de la enfermedad de Parkinson. Los signos motores de la
enfermedad de Parkinson aparecen por primera vez cuando alrededor de un
70-80% de dopamina estriatal se ha perdido (Marsden et al. 1990, Dauer et al.
2003, Greffard et al. 2006) y los mecanismos compensatorios dopaminergicos
se han activado (Obeso et al. 2004). Asi, las células de los nucleos
intralaminares del tadlamo podrian comenzar a degenerar en las primeras
etapas de la progresion de la enfermedad de Parkinson cuando los
mecanismos compensatorios son todavia capaces de prevenir los trastornos
funcionales caracteristicos de esta enfermedad neurodegenerativa.

Los datos actuales sugieren la excitotoxicidad retrograda como un
posible mecanismo para explicar la degeneracion de los nucleos
intralaminares del talamo en la enfermedad de Parkinson. Estos nucleos se
han involucrado en diferentes funciones sensitivo-motoras (atencion
multimodal, la deteccion de estimulos inesperados...) (Smith et al. 2009) a
menudo perturbadas en enfermedad de Parkinson (Smith et al. 2009, Sabate
2008 et al., Lanciego et al. 2009), el control de la excitotoxicidad retrograda
puede ser util para la prevencidon sintomatica de la progresion de esta
enfermedad.
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Experimentos 5 a 8: Interaccion estriatal de la dopamina, el glutamato y el acido
ascorbico como mecanismo para la degeneracion retrograda.

A pesar de los numerosos estudios practicados durante los ultimos 20
afos, las acciones fisioldgicas del glutamato, la dopamina y el acido
ascorbico todavia no se entienden completamente. Una de las razones son las
complejas interacciones que presentan estas moléculas y que limitan la
comprension de su actividad cuando ésta es estudiada por separado. El
glutamato extracelular activa el intercambiador glutamato-acido ascorbico,
donde la recaptacién de glutamato se acompaiia de la liberacion de acido
ascorbico, induciendo una variacion rapida y marcada de la concentracion
extracelular de acido ascorbico (Cammack et al. 1991, Ghasemzadeh et al.
1991, O'Neill et al. 1984, Pierce y Rebec 1993). El 4cido ascorbico puede
prevenir la oxidacion de la dopamina, lo que aumenta la difusion extracelular
de la dopamina y su efecto post-sindptico (Rebec y Wang 2001). También hay
evidencias que sugieren que la dopamina modula la acciéon del glutamato
sobre las neuronas del estriado (Maura y otros, 1988), y que el propio
glutamato modula la liberacion de la dopamina de las células nigro-estriatales
(Borland y Michael 2004, Kulagina et al. 2001, Wagner et al. 2005, Wiillner
et al. 1994). Dado que la informacion disponible es dispersa, la relevancia de
las interacciones dopamina-glutamato-acido ascérbico para la actividad
estriatal ain no es bien comprendida.

Un conocimiento mas profundo de las interacciones dopamina-glutamato-
acido ascorbico también facilitaria la comprension de los mecanismos implicados
en la degeneracion celular en los trastornos de los ganglios basales como la
enfermedad de Parkinson. Como ya hemos comentado en distintas ocasiones, se ha
sugerido que la degeneracion de las células dopaminérgicas nigroestriatales en la
enfermedad de Parkinson estd activada por una liberacion excesiva de glutamato
(excitotoxicidad) (During et al. 1995, Jenner y Olanow 1998, Marti et al. 2000,
Meshul et al. 1999, Obrenovitch y Richards 1995, Olanow y Tatton 1999,
Rodriguez et al. 1998) neuronal (Di Loreto et al. 1992, Iribe et al. 1999, Lavoie y
Parent 1994, Nauta y Cole 1978, Niijima y Yoshida 1988, Parent y Hazrati 1995,
Rinvik y Ottersen 1993, Scarnati et al. 1986) o glial (Araque et al. 2000, Araque et
al. 1999, Jabaudon et al. 1999, Morales et al. 2009, Pasti et al. 1997, Rodriguez
Diaz et al. 2005), por la liberacion excesiva de acido ascorbico desde los astrocitos
(Rebec y Wang 2001) y por la propia sintesis de la dopamina o de sus derivados
(principalmente  quinonas/semiquinonas) en las neuronas nigroestriatales
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(Newcomer et al. 1993, Rescigno et al. 1998). Sin embargo, la informacién
disponible es difusa, lo que requiere estudios especificos sobre las interacciones
dopamina-glutamato-acido ascorbico en modelos animales de la EP. Dado que
estos datos asocian el glutamato, la dopamina y la glia con la vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas, y que todos estos aspectos estaban contemplados desde
el principio en los objetivos de la Memoria, se considerd la conveniencia de ampliar
los estudios de la memoria para incluir la accion del &cido ascorbico.

Por tanto, el conjunto de trabajos que se comentaran a continuacion tienen
como objetivo central el ampliar la informacion acerca de las interacciones entre la
dopamina, el 4cido ascorbico y el glutamato en el estriado de ratas normales y en el
estriado de ratas a las que se les ha degenerado parcial la inervacion dopaminérgica.
Ademas, se estudiaron las posibles diferencias de las interacciones dopamina -
acido ascorbico - glutamato en los dos principales centros de los ganglios basales
estudiados en esta Memoria, el estriado (en las terminales dopaminérgicas y
glutamatérgicas) y la sustancia negra (en los terminales glutamatérgicas y los somas
de las c€lulas dopaminérgicas). En esencia, los experimentos que se describiran
evaluan los efectos del glutamato, la dopamina y el acido ascérbico, administrados
en el medio extracelular por microdialisis inversa, en la concentracion extracelular
de la dopamina y el glutamato, registrados por microdialisis directa. También fue
estudiada la influencia de la levodopa (el tratamiento mas eficaz para el control
sintomatico de la enfermedad de Parkinson) en la liberacion de la dopamina y del
glutamato en un modelo animal de los estadios iniciales de la EP (Rodriguez Diaz
et al. 2001, Rodriguez et al. 2001). A continuacion se hara una breve descripcion de
los métodos utilizados en los experimentos del 5 al 8, para luego describir por
separado el disefio y los resultados de cada uno de estos experimentos. Al término
del cual se presentara una discusion globalizadora del conjunto de experimentos del
estudio sobre la interaccion dopamina-acido ascorbico-glutamato.

< Metodologia comiin.

Los experimentos se llevaron a cabo en machos Sprague-Dawley que
pesaban entre 300-350 g. Nueve ratas, tras ser anestesiadas con ketamina y xilazina,
fueron inyectadas intraventricular (en el tercer ventriculo) con una tinica dosis de 6-
OHDA (250 pg de 6-OHDA en 12 ul de vehiculo a 2 pl/min) para la obtencion del
modelo animal con células dopaminérgicas degeneradas que fueron utilizadas en
este estudio. Este procedimiento ha sido previamente descrito en la seccion general
de Material y Métodos (Rodriguez Diaz et al. 2001, Rodriguez et al. 2001).
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La microdidlisis se realizd por los procedimientos también relatados con
anterioridad y siguiendo los procedimientos previos (Garcia Dopico et al. 2004,
Rodriguez Diaz et al. 2005). La canula de didlisis fue introducida en el estriado o en
la sustancia negra. Las canulas fueron perfundidas con solucion ringer (2.0 pl/min)
y después de descartar las muestras de los primeros 150 minutos, se procedio a
recoger el dializado cada 10 o 20 minutos seglin experimento.

El glutamato y la glutamina se determinaron mediante HPLC con
deteccion fluorimétrica y siguiendo el procedimiento referido anteriormente
(Rodriguez Diaz et al. 2005), y la dopamina y el DOPAC se determinaron por
HPLC con deteccion electroquimica (Afonso et al. 1990, Rodriguez y Castro
1991). Para evitar la oxidacion de la dopamina, un pl las muestras fue introducida
en el eluyente del cromatoégrafo mediante inyeccion “on line”. Con el fin de
alcanzar una alta resolucion temporal, la dopamina y el DOPAC se detectaron con
un potencial de 0,3 V, evitando asi la deteccion otras sustancias cuyos tiempos de
elucion produjera solapamientos con los metabolitos objetivo. El excedente de cada
muestra fue almacenado para la ulterior determinacion de los aminoécidos.

Experimento S: Efecto del glutamato en la transmision dopaminérgica
estriatal y nigral

< Metodologia.

La influencia de glutamato sobre la dopamina y el DOPAC
extracelular fue estudiada en el estriado (en un grupo de 9 ratas) y en la
sustancia negra (en un grupo de 5 ratas) mediante la perfusion de una solucion
1 mM de glutamato en ringer durante 1 hora por microdialisis reversa. La
dopamina y el DOPAC extracelular fueron recuperados por microdialisis
directa cada 20 minutos, y cuantificados "on line" por HPLC con detector
electroquimico.

** Resultados.

El glutamato indujo un aumento transitorio de la concentracion
extracelular de dopamina (F (9) = 4.12, p <0,001) y una disminucion
persistente del DOPAC (F (9) = 49.27, 0 <0,001) en el estriado (figura 19). El
efecto fue diferente en la sustancia negra (figura 20) donde el glutamato
aumento la dopamina (F (5) = 11.93, p <0,001) y el DOPAC (F (5)=3,74, p
<0,01
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Figura 19: Efecto del glutamato sobre el nivel extracelular de dopamina y DOPAC en el estriado. Los datos se
muestran como porcentajes de la media de las tres muestras (40 min) que precedieron a la perfusion de glutamato
en cada experimento (media + error estdndar).
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Figura 20. Efecto del glutamato en el nivel extracelular de dopamina y DOPAC en la sustancia negra. Los datos se
muestran como porcentajes de la media de las tres muestras (40 min) que precedieron a la perfusion del glutamato en
cada experimento (medlia # error esténdar).
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Experimento 6: Accion del acido ascorbico en la transmision dopaminérgica y
glutamatérgica estriatal.

o Metodologia.

La influencia del acido ascorbico sobre la dopamina y el DOPAC fue
estudiada en el estriado en un grupo de 9 ratas mediante la administracion via
microdialisis reversa de 0,4 mM de acido ascorbico en ringer. Teniendo en
cuenta que la concentracion extracelular de acido ascorbico en el estriado de
ratas anestesiadas oscila entre 0.2-0.3 mM (Basse-Tomusk y Rebec 1991), se
selecciono una dosis de acido ascorbico capaz de inducir un incremento de la
concentracion basal de acido ascorbico que no sobrepase sus limites
fisiologicos normales en el medio extracelular (Rebec et al. 2005).

La dopamina y el DOPAC del fluido de microdialisis que cuantifico
"on line" mediante HPLC por deteccion electroquimica, mientras que el
glutamato y la glutamina se cuantificé "off [line" mediante HPLC con
deteccion fluorimétrica (la resolucion temporal de ambas fue de 20 minutos).

oo Resultados.

El 4acido ascorbico indujo en el estriado un aumento transitorio de la
concentracion de dopamina extracelular (figura 21, F (9) = 4.02, p <0,001) y
una disminucion progresiva del DOPAC (figura 21, F (9) = 3.70, p <0,01). La
administracion de acido ascorbico no indujo cambio alguno en la
concentracion extracelular de glutamato (F (7) = 0,372, p = 0,913), tal y como
se muestra en la figura 22A, pero si produjo un aumento tardio de la
glutamina que no alcanz6 el valor estadistico (F (7) = 2,070, p = 0,07; figura
22C).
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Estriado: Acido ascérbico
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Figura 21: Efecto del dcido ascdrbico en el nivel extracelular de dopamina y DOPAC en el estriado. Los datos se muestran
como porcentajes de la media de las tres muestras (40 min) que precedieron a la perfusion de dcido ascérbico en cada
experimento (medlia + error estdndar).
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Figura 22. Efecto del dcido ascorbico y de la dopamina sobre el nivel extracelular de glutamato y glutamina en el estriado.

Los datos se muestran como porcentajes de la media de las tres muestras (40 min) anteriores a la perfusién del dcido
ascorbico en cada experimento (media + error estandar).
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Experimento 7: Efecto de la dopaminérgica en la transmision
glutamatérgica estriatal.

o Metodologia.

La influencia de la transmision dopaminérgica sobre el glutamato
y la glutamina se estudié6 mediante la administraciéon por microdialisis
reversa de 3,33 mM de dopamina durante 60 minutos o 0,1 pM de
haloperidol a lo largo de 120 minutos. Ambos experimentos se llevaron a
cabo en 2 grupos de 8 ratas que fueron anestesiadas con hidrato de cloral.
La cuantificacion del glutamato y glutamina en el dializado se realizé
por el método de HPLC/deteccion fluorimétrica detallado en la seccion
general de Material y Métodos. La solucidon ringer utilizada durante el
periodo anterior a la administracion de dopamina contenia &cido
ascorbico (0,4 mM) al igual que la solucion perfundida de dopamina, con
la finalidad de evitar la oxidacion de la dopamina. El haloperidol se
disolvié inicialmente en acido acético y luego se diluyo en ringer (1 mM
haloperidol en 19,1 mM de acido acético / ringer; pH: 6,0).

** Resultados.

Como se muestra en las figuras 22B y 22D presentadas arriba, la
concentracion extracelular de glutamato y glutamina no cambi6 durante
la perfusion de acido ascorbico. Sin embargo, la adicion de dopamina a
la solucion produjo un descenso rapido y marcado en la concentracion
extracelular de glutamato (F (8) = 14,53, p <0,001; figura 22B) y de
glutamina (F (8) = 17,30, p <0,001; figura 22D). El efecto opuesto se
observdé cuando los receptores de dopamina fueron bloqueados con
haloperidol, circunstancia que aumenté el glutamato (véase lado
izquierdo de la figura 23) y la glutamina (véase el lado derecho de la
figura 23).
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Figura 23: Efecto del haloperidol sobre el nivel extracelular de glutamato y glutamina en el estriado. Los datos se muestran
como porcentajes del valor calculado de la muestra anterior a la administracion de haloperidol (media + error estandar).

Experimento 8: Efecto de la levodopa en la transmision dopaminérgica y
glutamatérgica estriatal de ratas denervadas con 6-OHDA.

o Metodologia.

La relevancia de la interaccion dopamina-glutamato para la accion de
la levodopa en la enfermedad de Parkinson fue analizada en ratas a las que
previamente se les habia degenerado una parte importante de la inervaciéon
dopaminérgica del estriado. Para ello se administrd levodopa a ratas con una
degeneracion dopaminérgica parcial (inducida mediante la administracion de
6-OHDA en el tercer ventriculo) similar a la observada en la enfermedad de
Parkinson (Rodriguez Diaz et al. 2001, Rodriguez et al. 2001). Después de
probar diferentes dosis de levodopa, se utiliz6 la dosis de 100 mg/kg debido a
que es la menor dosis capaz de activar la motilidad y aumentar la
concentracion extracelular de dopamina en animales con degeneracion
moderada bilateral del sistema de dopaminérgico nigroestriatal (Abercrombie
et al. 1990, Brannan et al. 1997, Rodriguez Diaz et al. 2001, Thornburg y
Moore, 1975). La accién de la levodopa en el nivel estriatal de la dopamina, el
DOPAC, el glutamato y la glutamina fue estudiada por medio de microdialisis
reversa en un grupo de 9 ratas lesionadas con 6-OHDA a las que se inyecto,
tras 150 minutos de espera y una vez los niveles extracelulares de dopamina
se estabilizaron, en primer lugar benserazida (40 mg / kg; ip) y 20 minutos
mas tarde levodopa (100 mg / kg; ip). La concentracion extracelular de
dopamina y de DOPAC fue monitorizada "on [line" mediante HPLC con
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detector electroquimico, mientras que el glutamato y la glutamina fueron
cuantificado "off line" por HPLC por deteccion fluorimétrica (1 pl de 40 pl
del fluido de microdidlisis recogidos cada 20 minutos fue utilizado para la
cuantificacion "on line" de la dopamina y del DOPAC y 10 pl se precisaron
para la cuantificacion "off line" del glutamato y de la glutamina). Estas
determinaciones quimicas se realizaron en las muestras perfundidas
recolectadas cada 20 minutos, comenzando la colecta de muestras 80 minutos
antes de la administracion de levodopa y continuandola durante 200 minutos
después de la levodopa.

/
** Resultados.

La administracion intraperitoneal de levodopa aumenté el nivel
extracelular de dopamina (F (9) = 2.13, p <0,05) y DOPAC (F (9) = 8.84, p
<0,001) en el estriado (figura 24 lado izquierdo) de ratas lesionadas con 6-
OHDA. El estudio de la transmision glutamatérgica en las mismas muestras
de dializado mostraron una disminucion marcada de glutamato (F (9) = 17.23,
p <0,001) y glutamina (F (9) = 9.44, p <0,001) durante la administracién de
levodopa (figura 24, lado derecho).

Estriado: administracion de levodopa a ratas lesionadas con 6-OHDA
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Figura 24: Efecto de la levodopa en el nivel extracelular de la dopamina, el DOPAC, la glutamina y el glutamato en un estriado
denervado. Los datos se muestran como porcentajes del valor calculado justo antes de la perfusion de la levodopa (media * error)
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Discusion de los experimentos 5 al 8

Los datos presentados muestran una interaccion extracelular tripartita
entre el glutamato, la dopamina y el 4cido ascorbico, interaccion por la cual el
glutamato disminuye la recaptacion de dopamina, la dopamina disminuye la
liberacion de glutamato, y del acido ascdrbico facilita la difusion de
dopamina. La transmisiéon dopaminérgica disminuyé la transmision
glutamatérgica en el estriado, donde el nivel extracelular de glutamato y
glutamina disminuy6 después de la administracién de dopamina o levodopa, y
aumentd después del bloqueo de los receptores dopaminérgicos con
haloperidol.

El efecto del glutamato sobre la transmisiéon dopaminérgica fue
diferente en el estriado (aumenta dopamina y disminuye DOPAC), y en la
sustancia negra (aumenta dopamina y DOPAC). La interaccion dopamina-
glutamato también fue estudiada en animales con una degeneracion parcial de
las células dopaminérgica. La administracion de 4acido ascorbico en el estriado
aumento la dopamina, disminuy6 el DOPAC, y no mostr6 ningin efecto sobre
el glutamato y la glutamina.

En el estriado, la perfusion de glutamato aumenté la concentracion
extracelular de dopamina y disminuyé la concentracion de DOPAC. El
aumento de dopamina podria ser producto de una facilitaciéon en la liberacion
de dopamina (Borland y Michael 2004, Kulagina et al. 2001, Wagner et al.
2005, Wiillner et al. 1994, Rodriguez et al. 2006) o bien una inhibicion de la
recaptacion de dopamina. Estudios previos de microdialisis muestran un
aumento de dopamina después de la administracion de agonistas de los
receptores de glutamato, sugiriendo la facilitacion en la liberacion de la
dopamina como el mecanismo mas probable (Bruton et al. 1999, Verma y
Moghaddam 1998). Sin embargo, la disminucion de DOPAC observada aqui
(y no estudiado en los trabajos previos) también sugiere la inhibicidon de la
recaptacion de la dopamina como posible mecanismo (administracién de
glutamato — decrece recaptacion de dopamina — aumenta dopamina
extracelular y disminuye dopamina intracelular — disminuye DOPAC que no
puede ser sintetizado en el medio extracelular). Aunque esta posibilidad es
compatible con los datos anteriores que muestran una inhibicion del
transportador de dopamina en sinaptosomas estriatales tras la administracion
de agonistas de los receptores glutamatérgicos (Page et al. 2001), muchas
variables sinapticas podrian estar involucradas en la modulacién del DOPAC
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extracelular (Wallace y Traeger 2012), y cualquier conclusion a partir de los
datos disponibles podria ser prematura.

La distribucion subcelular de la dopamina y los mecanismos implicados
en su liberacion son probablemente diferentes en el soma (sustancia negra) y
en las terminales (estriado) de las células dopaminérgicas nigro-estriatales. En
el estriado, la mayoria de dopamina se encuentra en las vesiculas sinapticas,
desde donde se libera en respuesta a la entrada de Ca®" inducida por la llegada
del potencial de accion a las terminales dopaminérgicas. En la sustancia
negra, la mayoria de la dopamina se encuentra en el citosol desde donde
puede ser liberada por la activacion reversa del transportador de dopamina
(Eshleman et al. 1994, Falkenburger et al. 2001, Ingram et al. 2002) ,aunque
se ha publicado la posibilidad de que una pequena cantidad de dopamina
liberada pueda proceder de unas pocas vesiculas sindpticas situadas en las
dendritas, (Beckstead et al. 2004, Eshleman et al. 1994, Geffen et al. 1976,
Jaffe et al. 1998). El incremento del DOPAC observado después de la
administracién nigral de glutamato sugiere que el glutamato facilita la
liberacion de la dopamina en este centro (en lugar de inhibir la recaptacion de
dopamina como en el estriado). Esta posibilidad esta de acuerdo con estudios
previos realizados en rodajas de cerebro donde los agonistas de los receptores
de glutamato estimulaban la liberacion de dopamina en la sustancia negra
cuantificada por técnicas amperométricas (Jaffe et al. 1998), por la liberacion
de dopamina tritiada (Araneda y Bustos 1989), y por las acciones post-
sinapticas de la dopamina (Beckstead et al. 2004). En cualquier caso, lo que
demuestran los datos presentes es que la relacion glutamato-dopamina cambia
en funcion del nacleo del cerebro estudiado, y difiere en el soma celular y en
las terminales sindpticas de las células nigro-estriatales.

La perfusion de dopamina en el estriado disminuy6 la concentracion
extracelular de glutamato. Un efecto similar se observé después de inducir la
liberacion enddgena de dopamina con inyecciones periféricas de levodopa. El
bloqueo de los receptores dopaminérgicos estriatales con haloperidol produjo
el efecto contrario, es decir, aumentd la concentracion extracelular de
glutamato. Dado que la disminucién de glutamato inducida por la perfusion
de dopamina o por la administracion de levodopa fue acompaifiado por una
disminucion de glutamina, y que el aumento de glutamato inducido por la
perfusion estriatal de haloperidol fue acompafnado por un aumento de la
glutamina, los datos sugieren que la dopamina inhibe la liberacion estriatal de
glutamato. Hay evidencias electrofisiologicas (Calabresi et al. 1993, Garcia-
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Mufioz et al. 1991), neuroquimicas (Carlsson y Carlsson 1990, Mitchell y
Doggett 1980, Rowlands y Roberts 1980) y ultraestructurales (Fisher et al.
1994, Moss y Bolam 2008) de la existencia de receptores dopaminérgicos en
las aferencias glutamatérgicas del estriado. Por lo tanto, la dopamina podria
inhibir la liberacion de glutamato tras la estimulacion de receptores de
dopamina situados en las fibras aferentes glutamatérgicas del estriado,
posibilidad que también podria explicar la inhibicion de la liberacion de
glutamato observado en lo sinaptosomas estriatales incubados con dopamina
(Maura et al. 1988). Teniendo en cuenta que hay receptores de dopamina D2
en las sinapsis glutamatérgicas del estriado cuya estimulacion disminuye la
liberacion del glutamato en preparaciones in vitro (Flores-Hernandez et al
1997; Hsu et al. 1995; Maura et al. 1988, Mercuri et al. 1985, Surmeier et al.
2007), el incremento de dopamina observado después de la administracion del
haloperidol (antagonista de los receptores de dopamina D2) sugiere que la
modulacion dopaminérgica de la liberacion de glutamato involucra los
receptores dopaminérgicos D2 del estriado.

La administracion de acido ascérbico aumentd el nivel de dopamina y
disminuy6 el nivel de DOPAC, sin mostrar efectos sobre el glutamato y la
glutamina. Debido a que el DOPAC es un metabolito intracelular de la
dopamina (Roffler-Tarlov et al. 1971, Westerink et al. 1984), una inhibicion
de la recaptacion de dopamina podria explicar tanto el aumento de dopamina
como la disminucion de DOPAC. Sin embargo, el nivel extracelular de
DOPAC se ha asociado con diferentes variables sinapticas (Wallace y Traeger
2012) que a menudo han sido utilizadas para tratar de explicar la variabilidad
de la respuesta del DOPAC a diferentes inhibidores del transportador de la
dopamina (Karoum et al. 1994, Zetterstrom et al. 1988). Cualquiera de estas
variables (sintesis directa de DOPAC desde la dopamina neosintetizada,
activacion de la liberacion de DOPAC...) también podrian estar involucrados
en la respuesta dopaminérgica a la administracion de acido ascérbico. La
prevencion de la oxidacion de la dopamina incrementa la difusion extracelular
de moléculas de dopamina no oxidadas (Rebec y Wang 2001) que son las
Unicas que pueden ser detectadas por el procedimiento electroquimico que es
utilizado aqui. Por lo tanto, la accion del acido ascorbico en la dopamina
extracelular podria ser consecuencia del bloqueo de la oxidacion
dopaminérgica en lugar de ser el resultado de cambios en la recaptacion o en
la liberacion de la dopamina. Sin embargo, la disminucion del DOPAC
sugiere que probablemente este mecanismo no sea la tnica accion del acido
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ascorbico en la transmision dopaminérgica. La reduccion de la oxidacion de la
dopamina probablemente aumenta la dopamina extracelular y la estimulacion
presindptica de los receptores de dopamina, lo que consecuentemente
disminuiria la sintesis de dopamina y DOPAC (Rodriguez y Castro 1991,
Arbilla y Langer 1981). Debido a que este efecto fue moderado (la
concentracion de DOPAC soélo fue del 80% del nivel basal), probablemente
pudo haberse alterado la sintesis de dopamina sin inducir cambios en la
transmision glutamatérgica similares a los observados tras la administracion
directa de dopamina.

La inervacion glutamatérgica cortico-estriatal de las espinas de las
neuronas espinosas de tamafio medio es generalmente considerada como la
sinapsis principal del estriado. Esta sinapsis estd modulada postsinapticamente
por las terminales dopaminérgicas que inervan el cuello de estas espinas
(Frotscher et al. 1981, Smith et al. 1998, Somogyi et al. 1981). Ademas, la
dopamina puede difundir unas micras a través del medio extracelular (Cragg y
Rice 2004, Moss y Bolam 2008, Rice y Cragg 2008) induciendo la
modulacién presinaptica de las terminales glutamatérgicas comentado
anteriormente. El reservorio extracelular de glutamato incremento la
concentracion extracelular de dopamina, lo cual sugiere que la difusion extra-
sinaptica de glutamato también puede modular la sinapsis dopaminérgica.
Todos estos datos sugieren que las terminales glutamatérgicas y
dopaminérgicas presentan una modulacidon mutua pre-sinaptica en el estriado,
donde el 4cido ascorbico es una variable adicional a afadir en esta interaccion
DA-GLU pre-sinaptica. Como se menciond anteriormente, el acido ascorbico
promueve la difusion extracelular de moléculas no oxidadas de dopamina, lo
que podria mejorar la accion inhibidora de la dopamina sobre la liberacion de
glutamato. Dado que el acido ascorbico es liberado durante la recaptacion de
glutamato por el intercambiador glutamato-ascorbato (Cammack et al. 1991,
Ghasemzadeh et al. 1991, O'Neill et al. 1984, Pierce y Rebec 1993), la
inhibicion de la sobre el glutamato puede ser particularmente efectiva cuando
se incrementa la liberacion de glutamato. Por lo tanto, el glutamato, la
dopamina y el acido ascorbico deben considerarse siempre como una unidad
tripartita que modula las sinapsis glutamatérgicas cortico-estriatales. El
glutamato liberado desde aferentes estriatales promueve la liberacion de
dopamina desde las neuronas nigroestriatales y la liberacion de &cido
ascorbico desde los astrocitos, aumentando asi la accion dopaminérgica sobre
la transmision glutamatérgica. Estas acciones combinadas podria ser necesaria
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para mantener la funcion de glutamato en pardmetros fisiolégicos,
justificando la actividad como transmisor de volumen de la dopamina
(Rodriguez et al. 2006) y el efecto descrito para el comportamiento del acido
ascorbico estriatal (Rebec y Wang, 2001).

La interaccion glutamato-dopamina-acido ascorbico también podria ser
relevante para la neurodegeneracion en los trastornos de los ganglios basales.
Una liberaciéon de glutamato (excitotoxicidad) y dopamina (toxicidad
oxidativa) excesiva se han relacionado con la progresion de los trastornos de
los ganglios basales como la enfermedad de Parkinson o de Huntington.
Cualquier circunstancia que impidiera la retroalimentacion inhibitoria de la
dopamina sobre la liberacion del glutamato promover ia la accion excitotoxica
del glutamato estriatal. Esto podria ocurrir en la enfermedad de Parkinson
donde tiene lugar una denervacion dopaminérgica del estriado antes de la
degeneracion tipica de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales (Damier et
al. 1999, Rodriguez et al. 2001). El presente estudio sobre la relacion
dopamina - glutamato después de la degeneracion parcial de la inervacion
dopaminérgica del estriado sugiere que las terminales dopaminérgicas que
sobreviven a la degeneracion parcial de células dopaminérgicas en la
enfermedad puede controlar también la transmision glutamatérgica estriatal.
La disminucion en la recaptacion de glutamato ha sido relacionada con la
degeneracion de las células del estriado observada en la enfermedad de
Huntington (Beal et al. 1986.,; Coyle y Schwarcz 1976, Guidetti et al. 2006).
En este caso, el aumento extracelular de glutamato podria bloquear la
recaptacion de la dopamina, promoviendo de esta forma a un aumento
excesivo de dopamina extracelular que tras oxidarse originaria radicales libres
(André et al. 2010, Coyle y Puttfarcken 1993) y metabolitos capaces de
estimular los receptores de glutamato (Aizenman et al. 1990, Newcomer et al.
1993; Rosenberg et al. 1991) e induciendo finalmente la muerte de las células
estriatales caracteristica de esta enfermedad.

En resumen, la evidencia presentada aqui sugiere que el glutamato
promueve la accion extracelular de la dopamina (inhibiendo su recaptacion y
evitando su oxidacion), mientras que la dopamina inhibe la accion
extracelular del glutamato (inhibiendo su liberacion). Esta interaccion
glutamato - dopamina puede ser critica para el funcionamiento normal del
estriado, y su interrupcion podria promover la degeneracion de las células en
diferentes trastornos de los ganglios basales.
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BLOQUE TEMATICO 2: REGULACION DE LA LIBERACION GLIAL
DE AGENTES NEUROACTIVOS EN LA SUSTANCIA NEGRA.

Introduccion

Este bloque de experimentos hace referencia al estudio de los
mecanismos implicados en la liberacion glial de sustancias de bajo peso
molecular con capacidad para modular la vulnerabilidad neural. Distintos
estudios basicos y clinicos sugieren como uno de los agentes directamente
relacionados con la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas los
mecanismos inflamatorios. Los estudios realizados en animales muestran que
la activacion de la microglia (generalmente inducida por la administracion de
citoquinas pro-inflamatorias en animales o por la elevacién plasmatica en
humanos de citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-1, IL-6 o el TNF-
o) puede desencadenar degeneracion dopaminérgica. Los mecanismos por los
cuales la microglia genera la muerte de las neuronas del entorno inmediato
han sido estudiados profusamente durante los ultimos 15 afios. En la respuesta
inflamatoria se generan cambios en la osmolaridad local que podrian por si
mismos, inducir alteraciones en la liberaciébn de agentes neuroactivos. La
influencia de la osmolaridad extracelular en la degeneracion neuronal y en la
excitotoxicidad han sido escasamente estudiados.

Este bloque se orient6 inicialmente hacia el estudio de la posible accion
de los cambios de osmolaridad en la liberacion glial de agentes neuroactivos.
Asumiendo que esta accion toxica de los agentes gliales es mayor cuando son
liberados en regiones proximas al soma de las neuronas dopaminérgicas que
cuando son liberados en el estriado (circunstancia verificada en los
experimentos del bloque 1), los estudios fueron realizados en la sustancia
negra. Para inducir de forma selectiva alteraciones locales en la osmolaridad
extracelular se utilizé la microdialisis reversa. La influencia de la osmolaridad
extracelular en la liberacion glial de sustancias de bajo peso molecular fue
evaluada mediante microdialisis directa. Los productos gliales estudiados en
los experimentos de este bloque fueron la taurina (aminoacido con importante
accion osmorreguladora y que puede actuar como un neurotransmisor
inhibitorio en la sustancia negra), el glutamato (aminoacido excitador que,
como se comentoé arriba, se ha asociado a la muerte por excitotoxicidad de las
neuronas dopaminérgicas) y el ATP (neuromodulador que puede ser liberado
por las células gliales y cuyo papel en la sustancia negra permanece
escasamente estudiado).
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Puesto que, tanto el ATP (Chen et al. 1999, Mitchell et al. 1998,
Rothstein et al. 1996, Schwiebert et al. 1995) como el glutamato (Tuz 2001,
Mongin et al. 2005, Goude 2004 et al., Franco et al. 2000) se encuentran
frecuentemente involucrados en la osmorregulacion celular, y que la
liberacion de estas sustancias al medio extracelular podria ser una de las
consecuencias de la respuesta osmorregulatoria (Basarsky et al. 1999, Darby
et al. 2003, Garcia Dopico et al. 2004, Menendez et al. 1989, Pasantes-
Morales 1984), ambas sustancias fueron incluidas en el estudio. Asi, los
siguientes experimentos se centraron en el estudio de la accion de los cambios
osmolares sobre los niveles extracelulares extrasinapticos de taurina, ATP y
glutamato.

Experimento 9: Accion de la hipo-osmolaridad en el reservorio de taurina
extracelular extrasinaptico de la sustancia negra.

< Metodologia.

En este experimento se utilizaron 7 ratas machos de 300 grs. Los
animales fueron anestesiados con las técnicas ya referidas, procediéndose a
exponer la corteza cerebral e introducir una canula de diélisis (2 mm de
membrana de intercambio) en la sustancia negra. Los primeros 150 minutos
de dializado de adaptacion a la perfusion con una solucidn ringer iso-osmolar
(285 mOsm) fueron descartados. A continuacion se recogieron 30 minutos de
dializado basal (285 mOsm) para, posteriormente, perfundir durante 5
minutos una solucién hipo-osmolar de 230 mOsm. Tras 90 minutos de
readaptacion a la solucion iso-osmolar se administré un segundo pulso hipo-
osmolar de 180 mOsm durante 5 minutos, volviendo a continuacion a la
perfusion iso-osmolar durante 90 minutos. Este proceso se repitié una vez
mas para una solucion hipo-osmolar de 130 mOsm. Durante todo el
experimento se acumularon muestras de dializado cada 10 minutos, de los
cuales se cuantificarian los niveles de taurina mediante HPLC con detector
fluorimétrico.

oo Resultados

La hipo-osmolaridad increment6 la concentracion extrasinaptica de la
taurina de una manera dosis-dependiente, aumentando en un 60% después del
primer pulso (230 mOsm), en un 350% tras el segundo pulso (180 mOsm) y
en un 550% después del tercer pulso (130 mOsm). Salvo para estimulo de
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mayor hipo-osmolaridad (130 mOsm), que mostrdé un pequefio aumento de
taurina en el dializado obtenido de 5-15 minutos después del pulso hipo-
osmolar, la respuesta de la taurina sélo se observé en el dializado obtenido
durante la estimulacion, desapareciendo completamente 5 minutos después
del estimulo.
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Figura 25. Incremento dosis dependiente de la taurina extrasindptico durante la perfusién de ringer hipo-osmdtico (285 a
130 mOsm) en la sustancia negra. Los valores son porcentajes de los niveles basales 10 minutos antes de la administracion
del pulso hipo-osmolar (media * error estandar).

Experimento 10: Baja osmolaridad, concentracién idnica y taurina
extracelular en la sustancia negra.

oo Metodologia.

El objetivo de este experimento fue estudiar la accion de la baja
concentracion de iones en el efecto que la baja osmolaridad posee sobre la
liberacion de taurina. En este experimento se utilizaron 6 ratas de 300 gramos.
Una vez anestesiados, se procedié a introducir una cénula de dialisis (2 mm
de membrana de intercambio) en la sustancia negra izquierda. Tras descartar
los primeros 150 minutos del dializado de adaptacion a la perfusion con una
solucion ringer iso-osmolar (285 mOsm), se recogieron 30 minutos de
dializado iso-osmolar basal (285 mOsm). Posteriormente, se les administro
dos pulsos hipo-osmolares sucesivos de 5 minutos de duracion cada uno: el
primero con una concentracién baja de NaCl (88 mM) para obtener una
osmolaridad de 180 mOsm, y el segundo con la misma baja concentracion de
NaCl, pero con su osmolaridad restaurada hasta la normal del LCR (285
mOsm) mediante la adicion de 60 mM de cloruro de colina a la solucion iso-
osmolar de 88 mOsm. Entre ambos pulsos se volvid a perfundir la solucion
iso-osmolar durante 90 minutos. A lo largo de todo el experimento se
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recogieron muestras de dializado por periodos de 10 minutos, procediéndose a
continuacion a cuantificar los niveles de taurina mediante las técnicas
cromatograficas ya comentadas con HPLC de deteccion fluorimétrica.

o Resultados

El pulso hipo-osmolar de 180 mOsm aument6 la concentracién de
taurina, efecto que desapareci6é cuando la hipo-osmolaridad fue compensada
con cloruro de colina (colina-Cl), demostrandose asi que el aumento de la
taurina extracelular es inducido por la baja osmolaridad y no por la baja
concentracion de iones.
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Figura 26. Inhibicion de la respuesta de la taurina en la sustancia negra al sustituir el cloruro sédico omitido en la solucién de
perfusion por cloruro de colina. Los valores son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos antes de la
administracion del pulso hipo-osmolar (media + error estdndar).

Experimento 11: La respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad depende de
las condiciones basales de osmolaridad.

X8 Metodologia

El objetivo de este experimento fue estudiar si la respuesta de la taurina
a la hipo-osmolaridad es similar en condiciones fisioldégicas que en
condiciones de baja osmolaridad previa. Para este experimento se utilizaron
dos grupos de 6 ratas machos de 300 grs. Los animales anestesiados y con la
canula de didlisis (2 mm de membrana de intercambio) insertada en la
sustancia negra, fueron perfundidos con una solucién ringer basal durante 150
minutos de adaptacion. A continuacion se recogieron 30 minutos de dializado
basal y se procedi6 a administrar un pulso hipo-osmolar de 80 mOsm durante
5 minutos. En el primer grupo el pulso hipo-osmolar se perfundié cuando la
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solucion ringer basal tenia osmolaridad fisioldgica (285 mOsm), mientras que
en el segundo la solucidn ringer basal era hipo-osmolar (210 mOsm). Durante
todo el experimento las muestras de dializado fueron recogidas cada 10
minutos, para ser posteriormente cuantificados los niveles de taurina mediante
las técnicas cromatograficas comentadas con anterioridad.

** Resultados

La taurina aument6 en ambos casos, aunque la respuesta fue mayor en
el grupo que comenzo6 a partir de una osmolaridad basal normal (285 mOsm)
donde la diferencia entre el LRC artificial basal y el pulso hipo-osmolar era de
200 mOsm, que en el grupo cuya osmolaridad basal era mas baja (con una
diferencia de 130 mOsm). Estos resultaron mostraron que la respuesta de la
taurina a la hipo-osmolaridad se mantiene activa aun cuando la osmolaridad
basal es mas baja de lo normal.
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Figura 27. Respuesta de la taurina nigral a pulsos fuertemente hipo-osmolares (80 mOsm) durante la perfusion de ringer iso-
osmoético (285 mOsm en la izquierda) y durante la perfusicn de ringer ligeramente hipo-osmdtico (210 mOsm en la derecha). Los
valores son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos antes de la administracion del pulso hipo-osmolar (media +
error estandar).

Experimento 12: Accion de la hiper-osmolaridad en los niveles de taurina
nigral extracelular.

o Metodologia

El objetivo de este estudio fue evaluar si la taurina esta también implicada en
la adaptacion a condiciones hiper-osmolares. El experimento se realizé con
dos grupos de 5 ratas machos de 300 grs. A los animales anestesiados se les
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introdujo la canula de dialisis (2 mm de membrana de intercambio) en la
sustancia negra. Se les perfundié una solucién ringer de adaptacion durante
150 minutos y se procedi6 a recoger 30 minutos de dializado basal.
Posteriormente, se administré durante 5 minutos un pulso hiper-osmolar de 15
mOsm superior al nivel basal. En el primero grupo, la osmolaridad de la
soluciéon de LCR artificial basal estaba en el rango fisiologico (285 mOsm) y
la solucion hiper-osmolar fue de 300 mOsm. En el segundo grupo la
osmolaridad de la solucioén del LCR artificial basal era claramente inferior al
fisiologico (230 mOsm), y la solucion del pulso (aunque de mayor
osmolaridad que la del LCR basal seguia siendo ligeramente hipo-osmolar)
fue de 245 mOsm. Las muestras de dializado a lo largo del experimento
fueron recogidas cada 10 minutos y la cuantificacion de los niveles de taurina
se realizaron a posteriori mediante las técnicas cromatograficas nombradas
con anterioridad.

*%* Resultados

En ambos casos, el incremento de la osmolaridad disminuy6 la taurina
extracelular, en un 70% de su nivel basal en el primer grupo (solucioén basal
de 285 mOsm) y en un 80% en el segundo grupo (solucion basal de 230
mOsm), lo que sugiere que la taurina también responde al aumento de
osmolaridad, incluso cuando se trata de pequefios incrementos en torno a los
niveles normales de osmolaridad.
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Figura 28. Disminucion de la taurina extrasindptica de la sustancia negra después de haber aumentado la tonicidad por encima de lo
normal (285 mOsm en la izquierda) o por encima de una solucién ligeramente hipoténica (230 mOsm en la derecha) respecto a la
solucion ringer basal. Los valores son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos antes de la administracion del pulso
hiper-osmolar (media + error esténdar).
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Experimento 13: Efecto de la hipo-osmolaridad en el reservorio de glutamato
extracelular extrasinaptico nigral.

o Metodologia

En este experimento se utiliz6 un grupo de 6 ratas machos de 300 grs. Los
animales fueron anestesiados con la técnica ya referida y la canula de didlisis (2 mm
de membrana de intercambio) fue introducida en la sustancia negra. Se perfundio
durante 150 minutos de adaptacion con LCR basal de 285 mOsm. A continuacion
se recogieron 30 minutos de dializado basal de 285 mOsm vy, posteriormente, se
administré un pulso hipo-osmolar de 130 mOsm durante 5 minutos. Durante todo
el experimento se acumularon muestras de dializado durante periodos de 10
minutos, donde posteriormente se cuantifico el nivel extracelular de glutamato
mediante las técnicas cromatograficas comentadas.

** Resultados

Se observd un aumento del 300% del glutamato extracelular
extrasinaptico durante la administracion de pulsos hipo-osmdticos de 130
mOsm.
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Figura 29. Liberacion de glutamato durante la perfusion de un pulso hipo-osmolar (130 mOsm). Los valores son porcentajes de
los niveles basales tomados 10 minutos antes de la aplicacion del pulso hipo-osmolar (media + error estdndar).

Experimento 14: Efecto del bloqueo de los receptores AMPA-Kainato sobre la
respuesta de la taurina a los pulsos de hipo-osmolaridad en la sustancia negra.
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oo Metodologia

El objetivo de este experimento fue evaluar la posible accion mediadora del
glutamato en la respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad. En este experimento
se utilizaron 2 grupos de ratas machos de 300 grs., uno de 6 y otro de 9. Los
animales fueron anestesiados y la canula de didlisis (2 mm de membrana de
intercambio) introducida en la sustancia negra. Al primer grupo se les perfundi6
una solucion de LCR basal de 285 mOsm durante 150 minutos de adaptacion,
solucion que en el segundo grupo incluia CNQX (bloqueante de los receptores
AMPA-Kainato de glutamato). En ambos caso se procedi6 a administrar un pulso
hipo-osmolar de 130 mOsm durante 5 minutos. Durante todo el experimento se
acumularon muestras de dializado durante periodos de 10 minutos, para
posteriormente cuantificar los niveles de taurina y glutamato mediante las técnicas
cromatograficas comentadas.

** Resultados

El bloqueo los receptores de AMPA-Kainato de glutamato con CNQX
disminuy6 la respuesta de la taurina a los pulsos hipo-osmolares (130 vs 285
mOsm), sugiriendo que la respuesta osmorreguladora de la taurina a la hipo-
osmolaridad estd mediada por la liberacion de glutamato a través de los receptores
ionotropicos.
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Figura 30. Liberacion de taurina durante la administracion de un pulso hipo-osmolar en condiciones basales (izquierda) y después
de un tratamiento previo con 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2 ,3-dionina disédico (500uM CNQX; derecha). Los valores son
porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos antes de la administracién del pulso hipo-osmolar (media + error estdndar).
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Experimento 15: La respuesta de la taurina a agonistas de los receptores
purinérgicos P2.

X8 Metodologia

El objetivo de este experimento fue evaluar la posible accion del ATP sobre
los niveles extracelulares de taurina. Para este experimento se utilizaron 8 ratas, las
cuales fueron perfundidas, mediante canula de microdidlisis, con una solucién
ringer basal iso-osmolar (285 mOsm) durante 150 minutos de adaptacion.
Seguidamente se les administr6 pulsos de ATP de 5 minutos a distintas
concentraciones (0,1uM, 1 uM, 10 uM, 50 uM y 250 uM; 90 minutos entre pulsos
sucesivos) para estudiar el efecto de los receptores purinérgicos en la concentracion
de la taurina extracelular extrasinaptica. Durante el experimento se recogieron
muestras de dializado a intervalos de 10 minutos a los cuales se les midio los
niveles de taurina mediante HPLC con detector fluorimétrico.

** Resultados

Se observo un incremento dosis dependiente de la taurina extracelular
en respuesta a las soluciones de LCR artificial enriquecida con ATP, de forma
que la amplitud de la respuesta de la taurina fue mayor cuando la
concentracion de ATP aument6 de 0,1 a 10uM. Los estimulos de mas de
10uM de ATP (incremento de 350%) no produjeron mayores aumentos en el
nivel de taurina, pero si se observo que la duracion de la respuesta persistio
durante mas tiempo cuando la concentracion de ATP de los pulsos de
estimulacion se incrementaba (10 minutos para 1uM de ATP, 20 minutos para
10uM de ATP, mas de 40 minutos en estimulos de 50 a 250uM de ATP).
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Fig.31 Respuesta de la taurina al incremento de ATP. Los valores son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos
antes de la administracién de ATP (media * error estdndar).
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Experimento 16: Participacion de agonistas de los receptores purinérgicos P2
en la respuesta de la taurina nigral extracelular extrasinaptico a los cambios
locales de hipo-osmolaridad: accion de pulsos de ATP de corta larga.

o Metodologia

El objetivo de este experimento fue analizar si la accion del ATP sobre
los niveles extracelulares de taurina persistia tras la administracion de pulsos
prolongados de ATP. Para ello se utilizaron 5 ratas, las cuales fueron
perfundidas con una solucién ringer basal iso-osmolar (285 mOsm) durante
150 minutos de adaptacion. Seguidamente se les administr6 un pulso
sostenido de ATP (100 uM). Durante el experimento se recogieron muestras
de dializado a intervalos de 10 minutos donde posteriormente se cuantificaron
los niveles de taurina por las técnicas cromatograficas descritas.

** Resultados

La perfusion sostenida de ATP indujo un aumento sostenido de taurina.

350 1

* *
300 -
*
250 4
200 A
&
150 A
1007 ] 285mOsm
B 285 mOsm y 100 ymATP
507 * p<0.05 v.s. min-10
[ I

-10 0 10 20
" it

Figura 32. Liberacion de taurina durante la perfusion continua de 100 uM de ATP. Los valores son porcentajes de los niveles
basales tomados 10 minutos antes de la administracion de ATP (media + error estdndar).

Experimento 17: Respuesta taurinérgica a la hipo-osmolaridad en presencia
de altas concentraciones de ATP en el medio extracelular.

o Metodologia

El objetivo de este experimento fue evaluar si la respuesta de la taurina
a la baja osmolaridad es dependiente de la presencia de ATP. Para este
experimento se utilizaron dos grupos de 5 ratas. Los animales fueron
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anestesiados y la canula de didlisis (2 mm de membrana de intercambio)
introducida en la sustancia negra. Al primer grupo se les perfundidé una
solucion LCR basal de 285 mOsm durante 150 minutos de adaptacion,
solucion que en el segundo grupo incluia ATP (100 uM). En ambos caso se
procedid a administrar un pulso hipo-osmolar de 130 mOsm durante 5
minutos. A lo largo de todo el experimento se acumularon muestras de
dializado a intervalos de 10 minutos donde se analizo el nivel de taurina
mediante las técnicas cromatograficas comentadas.

o Resultados

La respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad (180 mOsm)
disminuye cuando los pulsos osmolares son producidos en presencia de altas
concentraciones de ATP en el medio extracelular.
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Figura 33. Liberacion de taurina en la sustancia negra durante la administracion de un pulso hipo-osmolar en condiciones
basales (izquierda) y después de realizar un tratamiento previo con 100 uM ATP (derecha). Los valores son porcentajes de
los niveles basales tomados 10 minutos antes de la administracion de ATP o del pulso hipo-osmolar (media + error
estdndar).

Experimento 18: Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2,
piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonato (PPADS), en la concentraciéon
extracelular de taurina en la sustancia negra.

oo Metodologia

Para evaluar la respuesta de la taurina al bloqueo de los receptores
purinérgicos P2, se utilizaron 6 ratas machos de 300 gramos, que tras ser
anestesiados se les introdujo una canula de dialisis (2 mm de membrana de
intercambio) en la sustancia negra. Fueron perfundidos durante 150 minutos
con una solucion ringer iso-osmolar (285 mOsm) para la adaptacion del
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sistema de microdialisis, se recogieron 30 minutos de dializados basales de
LCR de 285 mOsm, y se procedié a perfundir durante 40 minutos PPADS
(1pM) en una solucion ringer iso-osmolar. A lo largo del experimento se
recogieron muestras de dializado cada 10 minutos para posteriormente
cuantificar el nivel de taurina por las técnicas cromatograficas descritas.

** Resultados

El nivel de taurina extrasinaptica presento un incremento inicial tras
la administracion de PPADS en la solucion de perfusion, una respuesta que
cambio de signo de forma progresiva durante los 40 minutos siguientes. Estos
resultados sugieren que, en condiciones basales de osmolaridad, los receptores
purinérgicos facilitan la liberacion de taurina.
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Figura 34 Liberacion de taurina en la sustancia negra como respuesta a la administracion continuada de 1 mM de dcido
piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4 ~disulfonico (PPADS). Los valores son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos
antes de la administracién de PPADS (media * error estandar).

Experimento 19: Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2
piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonato (PPADS) en la respuesta de la
taurina a la hipo-osmolaridad.

DX Metodologia

En este experimento se evalud si la respuesta de la taurina a la baja
osmolaridad estd mediada por los receptores purinérgicos P2. Para este
experimento se utilizaron dos grupos de 7 ratas que fueron anestesiadas con la
técnica ya referida y a las que se les implant6 la canula de diélisis (2 mm de
membrana de intercambio) en la sustancia negra. Seguidamente, los animales
del primer grupo fueron perfundidos con una solucién ringer basal iso-
osmolar (285 mOsm) durante 150 minutos de adaptacion, mientras que los del
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segundo grupo incluia PPADS (1uM). En ambos caso se procedio a
administrar pulsos hipo-osmolar de 130 mOsm durante 5 minutos. Durante
todo el experimento se acumularon muestras de dializado a intervalos de 10
minutos, para la cuantificacion de los niveles de taurina por las técnicas
cromatograficas arriba comentadas.

** Resultados

El bloqueo de los receptores purinérgicos P2 con PPADS redujo la
respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad (180 mOsm), lo que sugiere que
la respuesta osmorreguladora de la taurina es facilitada por la activacion de
los receptores purinérgicos.
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Figura 35. Liberacion de taurina en la sustancia negra durante la administracion de un pulso hipo-osmolar en
condiciones basales (izquierda) y después de realizar un tratamiento previo con 1 mM PPADS (derecha). Los valores
son porcentajes de los niveles basales tomados 10 minutos antes de la administracion del pulso hipo-osmolar (media +
error estdndar).

Experimento 20: Efecto de la baja osmolaridad sobre reservorio extracelular
no sinaptico de glutamato.

o Metodologia

Con anterioridad habiamos observado que la hipo-osmolaridad que
incrementa los niveles extracelulares de taurina podria mediar su accion
mediante la liberacidon de glutamato. En este experimento se evalud de forma
directa la accion de la osmolaridad sobre el glutamato extracelular. Se
necesitaron 5 grupos de 7 ratas, las cuales fueron perfundidas a través de la
canula una solucién ringer iso-osmolar (285 mOsm) de adaptacion durante
150 minutos. Seguidamente, se perfundié en pulsos de 5 minutos, ringer de
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distintas dosis de baja osmolaridad (270, 230, 180, 130 y 80 mOsm). Se
recogieron viales postestimulos cada 10 minutos durante 30 minutos para la
posterior determinacion del glutamato por técnicas cromatograficas.

oo Resultados

La disminucion de la osmolaridad extracelular aumentdé Ia
concentracion del glutamato de una manera dosis-dependiente (ANOVA de
dosis de 270 mOsm: F (3,52) = 1,91, p = 0,138; dosis de 230 mOsm: F (3,50)
=4,48, p< 0,01; dosis 180 mOsm: F (3,47) = 4,98, p< 0,01, dosis 130 mOsm:
F (3,20) = 18,63, p< 0,001; dosis de 80 mOsm: F (3,17) = 12.95, p< 0,001),
induciendo un aumento de un 35% para un pulso de 270 mOsm y un aumento
del 2.000% para 80mOsm. Este fue un efecto rapido y de corta duraciéon que
fue observado so6lo durante el pulso de baja osmolaridad y que desaparecid
completamente 5 minutos después del cese del estimulo.
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Figura 36. Liberacion de glutamato en la sustanc:a negra bajo condiciones hipo-osmdticas. Aumento del glutamato extracelular no
sindptico de forma dosis dependiente (285-80 mOsm) durante la perfusion de LCR hipo-osmético. Los valores son porcentajes de los
niveles basales recogidos durante los 10 minutos anteriores a la administracion del pulso hipo-osmolar (media + error estdndar).

Experimento 21: Efecto de los receptores purinérgicos P1 en la respuesta del
glutamato nigral extracelular extrasinaptico.

X8 Metodologia

Para evaluar la accion de la estimulacion de receptores purinérgicos P1
en la liberacion de glutamato nigral, se implanto una canula de didlisis en la
sustancia negra de un grupo de 5 ratas y se esper0 hasta que el sistema se
estabilizara (150 min) con perfusion de LCR iso-osmolar (285 mOsm) a una
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velocidad de 2 pl/min. A continuacidén, se administr6 una solucién de
adenosina en LCR iso-osmolar de forma pulsatil (1 mM durante 10 min),
recogiéndose el dializado cada 10 minutos durante los siguientes 50 minutos
para el posterior analisis de la concentracion de glutamato extracelular.

** Resultados

La adenosina no modificé la concentracion del reservorio extracelular
no sinaptico de glutamato en la sustancia negra (ANOVA de dos factores, F
(6) = 1,99, p>0.05 para la variable: minutos después de la administracion y F
(1)=2,08, p> 0,05).
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Figura 37. Respuesta del glutamato a la administracion pulsdtil de adenosina (1 mM durante 10 min). Los datos se muestran
como porcentajes de los niveles basales calculados con los dos ultimas dializados (-20 y -10 minutos) obtenidos antes de la
administracion del farmaco (media * error esténdar).

Experimento 22: Efecto de los receptores purinérgicos P2 en la respuesta del
glutamato nigral extracelular no sinaptico.

oo Metodologia

En el estudio de la accion de la estimulacion de los receptores
purinérgicos P2 en la liberacion de glutamato nigral, se utilizaron 3 grupos de
6 ratas que fueron perfundidas con una solucion ringer iso-osmolar (285
mOsm; 2 pl/min) durante 150 minutos de adaptacion. A continuacion se
administré a modo de pulsos de 5 minutos: 100 uM de 2 -metiltioadenosina
trifosfato tetrasddico (2MeSATP; agonista sobre todo de los receptores P2X)
en el grupo 2, 1 uM de adenosina-5'-trifosfato (ATP) en el grupo 3 se
continu6 con la perfusion de ringer en el grupo 1. Las soluciones de
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2MeSATP y de ATP se realizaron en LCR iso-osmolar. Se recogieron
muestras post estimulo cada 10 minutos durante 30 minutos.

+%* Resultados

Tanto el 2MeSATP (ANOVA, F (4) = 3,18, p< 0,05) como el ATP
(ANOVA, F (4) = 4,5, p< 0,01) aumentaron la concentracion de glutamato en
el medio extracelular extrasinaptico de la sustancia negra, un efecto que
desapareci6 cinco minutos después de que las sustancias fueran retiradas.
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Figura 38. Respuesta del glutamato al ATP y a la administracion 2MeSATP: curva tiempo-respuesta al ATP, al 2MeSATP y al
LCR (pulsos de 5 min administrados a partir del minuto 0 al minuto 5). Los datos se muestran como porcentajes de los niveles
basales calculadas con las dos ultimas dializados (-20 y -10 minutos) obtenidos antes de la administracion del farmaco (media +
error estdndar).

Experimento 23: Efecto dosis creciente de agonista de la estimulacion de
receptores purinérgicos P2: adenosina-5'-trifosfato (ATP), en la respuesta del
reservorio glutamatérgico nigral extracelular no sindptico a los cambios
locales de osmolaridad.

o Metodologia

El objetivo de este experimento fue evaluar la posible accion del
ATP sobre los niveles extracelulares de glutamato. Para ello se utilizaron 5
grupos de 5 ratas que fueron perfundidas con una solucién ringer basal iso-
osmolar (285 mOsm) durante 150 minutos de adaptacion. Seguidamente se
les administr6 pulsos de ATP de 5 minutos a distintas concentraciones
0,1uM, 1 puM, 10 puM, 50 uM y 100 uM) a cada grupo para estudiar el
efecto de los receptores purinérgicos en la concentracion del glutamato
extracelular extrasindptica. Durante el experimento se recogieron muestras
de dializado cada 10 minutos para posteriormente cuantificar los niveles
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de glutamato por las técnicas cromatograficas comentadas con
anterioridad.

oo Resultados

El ATP indujo un aumento de glutamato extrasinaptico dosis
dependiente (ANOVA, F (4) = 19.26, p< 0,001).
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Figura 39. Curva dosis-respuesta de la accion del ATP en los niveles de glutamato extracelular extrasindptico de la sustancia negra
(pulsos de 5 min administrado desde el minuto 0 al minuto 5). Los valores corresponden a las mediciones realizadas en dializados
obtenidos 0-10 minutos después del comienzo del estimulo de ATP. Los datos se muestran como porcentajes de los niveles basales
calculadas con las dos ultimas dializados (-20 y -10 minutos) obtenidos antes de la administracion del farmaco (media + SE).

Experimento 24: Efecto de los antagonistas de los receptores purinérgicos P2:
pyridoxalfosfato-6-azofenyl-2'4'-disulfonico (PPADS) en la respuesta del
glutamato nigral extracelular extrasinaptico a los cambios locales de hipo-
osmolaridad.

oo Metodologia

La evaluacion de la posible accion de los receptores purinérgicos P2
en la respuesta del glutamato extracelular a la hipo-osmolaridad, se realizo
en dos grupos de 6 ratas cada uno, a los cuales se les administré un pulso
hipo-osmolar de 180 mOsm por dialisis reversa durante 5 minutos. La
solucion ringer de la perfusion de uno de los grupos contenia PPADS 1
mM (antagonista no selectivo de los receptores P2) y la del otro no. Las
muestras de dializado recogidas durante todo el experimento cada 10
minutos se utilizaron para la posterior cuantificacion los niveles de
glutamato por las técnicas cromatograficas ya comentadas.
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+%* Resultados

El glutamato extracelular aument6 durante el pulso hipo-osmolar
volviendo posteriormente a su nivel basal (ANOVA, F (4) = 2,95, p< 0,05).
Esta respuesta no fue observada en el grupo perfundido con PPADS
(ANOVA, F (4) = 0,41, p> 0,05). Estos resultados muestran que los
receptores P2 participan en la respuesta del glutamato a la hipo-osmolaridad.
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Figura 40. Los receptores P2 de nucledtidos y la respuesta del glutamato a la baja osmolaridad: efecto al bloquear los recepto
P2 con PPADS. El tratamiento con PPADS se inicié 60 minutos antes del pulso de hipo-osmolar (180 mOsm durante 5 min) y
mantuvo durante todo el experimento. Los datos se muestran como porcentajes de los niveles basales obtenidos 10 minu
antes del pulso hipo-osmolar (media # error estdndar).

Experimento 25: Accion de los receptores ionotrépicos AMPA/Kainato en la
respuesta del glutamato nigral extracelular no sinaptico

o Metodologia

El estudio de la influencia de los receptores ionotropicos
AMPA/Kainato en la liberacidon nigral de glutamato en condiciones basales,
fue llevada a cabo en 5 ratas a las que se les perfundi6é una solucion ringer
basal iso-osmolar (285 mOsm) durante 150 minutos de adaptacion, seguido de
la administracién durante 40 minutos y mediante dialisis reversa de 500 uM
de 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-dionina disédico (CNQX; antagonista de
los receptores ionotropicos AMPA/Kainato). A lo largo del experimento se
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recogieron muestras de dializado cada 10 minutos donde se midieron los
niveles de glutamato por las técnicas cromatograficas comentadas con
anterioridad.

oo Resultados

El CNQX aument6 la concentracion del glutamato nigral extracelular
extrasinaptico (ANOVA, F (4) = 3,44, p< 0,05), una respuesta que poco a
poco se desvanecio durante los siguientes 20 minutos, a pesar de que la
administracion del antagonista persistidé durante todo el estudio. Estos
resultados muestran que los receptores AMPA/Kainato modulan la liberacion
basal de glutamato en la sustancia negra.
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Figura 41. El efecto del bloqueo de los receptores ionotrdpicos de glutamato con CNQX sobre el glutamato extracelular
extrasindptico de la sustancia negra. Los datos se muestran como porcentajes de los niveles basales obtenidos 10 minutos
antes de la administracion CNQX (media + error estdndar).

Experimento 26: Efecto de los receptores ionotrépicos (AMPA/kainato) en la
respuesta del glutamato extracelular a los cambios locales de hipo-
osmolaridad en la sustancia negra.

o Metodologia

El objetivo de este experimento fue analizar el posible efecto de los
receptores ionotropicos AMPA/Kainato en la accion de la hipo-osmolaridad
sobre los niveles extracelulares del glutamato nigral. Se utilizaron dos grupos
de seis ratas cada uno a los que se les administré un pulso hipo-osmolar de
180 mOsm durante 5 minutos. La solucion ringer de uno de los grupos
contenia CNQX 1 mM, tanto en el ringer basal como en el pulso hipo-
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osmolar. Se recogieron muestras de dializado cada 10 minutos a lo largo del
experimento para posteriormente cuantificar los niveles de glutamato por las
técnicas cromatograficas comentadas.

o Resultados

El glutamato extracelular aument6 durante el pulso hipo-osmolar en el
grupo control (ANOVA, F (4) = 3,70, p< 0,01), y también en los animales a
los que se les administré6 CNQX por dialisis reversa (ANOVA, F (4) = 3,10,
p< 0,05). Estos resultados sugieren que los receptores ionotrépicos de
glutamato tipo AMPA/Kainato no estdn involucrados en la respuesta
glutamatérgica a los cambios de osmolaridad.
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Figura 42. Respuesta del glutamato extracelular extrasindptico nigral a un pulso de baja osmolaridad (180 mOsm durante 10
min) previo tratamiento con CNQX (bloqueante de receptores ionotrdpicos de glutamato) que comienza 60 minutos antes del
pulso de hipo-osmolaridad y es mantenido durante todo el experimento. Los datos se muestran como porcentajes de los niveles
basales obtenidos 10 minutos antes del pulso hipo-osmolar o la administracion CNQX (media + error estdndar).

Discusion experimentos 9-26.

Los presentes datos muestran una respuesta sensible y proporcional
del reservorio extra-sinaptico de taurina a la osmolaridad extracelular de la
sustancia negra, y que es facilitada por la liberacion de ATP y glutamato.
Estos datos son la primera evidencia que sugiere un papel osmorregulador de
la taurina en la sustancia negra en donde su Unica funcion conocida era la de
neurotransmisor inhibitorio. Teniendo en cuenta que los mecanismos
inflamatorios probablemente median en la degeneracion nigral de las
neuronas dopaminérgicas en la EP, la respuesta osmorreguladora de la taurina
deberia ser tomada como una nueva variable del ya complejo rompecabezas
multifactorial con el que se trata de explicar el inicio y la evolucion de esta
enfermedad.
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El principal hallazgo de este estudio fue el aumento dosis-dependiente
de la taurina extrasinaptica como consecuencia de la perfusion de soluciones
hipo-osmolares. La respuesta de la taurina desaparecié cuando la hipo-
osmolaridad fue compensada con colina, lo cual demuestra que la respuesta
no era debida a la baja concentracion de iones en el ringer de perfusion. El
efecto opuesto (disminucion de la taurina) fue observado al aumentar la
osmolaridad en las soluciones de perfusion. La accion osmorreguladora de la
taurina probablemente estd presente en condiciones fisioldgicas (como
sugieren las modificaciones observadas después de los cambios de
osmolaridad de menos del 5%), pero también en condiciones patoldgicas
(como sugieren las modificaciones observadas después de los cambios de
osmolaridad entre el 20-70%). Estudios previos han sugerido que la taurina
puede ser liberada en la sustancia negra desde neuronas estrio-nigrales
(Bianchi et al. 1998, del Olmo et al. 2000). Esta taurina podria actuar sobre
los receptores nigrales de glicina (Dopico et al. 2006, Hausser et al. 1992,
Mangin 2002), modulando la conductancia del cloro (Yeager et al. 1996), la
actividad electrofisiolégica de las neuronas de la sustancia negra (Dray et al.
1976), y el comportamiento motor (Pycock et al. 1980). Ademas del
reservorio neurotransmisor, nuestro laboratorio ha publicado la existencia de
un reservorio de taurina no sinaptica en la sustancia negra que cambia al
modificar el metabolismo de las células gliales con fluorocitrato y con L-
metionina sulfoximina (Garcia Dopico et al. 2004). Los datos presentados
aqui sugieren como funcidén de este reservorio de taurina extra-sinaptica la
osmorregulacion de las células nigrales (Timmerman et al. 1997, Herrera-
Marschitz et al. 1996, Del Arco et al. 2003). Por lo tanto, la taurina puede
tener dos funciones diferentes en la sustancia negra, la previamente publicada
como neurotransmisor inhibitorio, y la de regulador osmético extrasinaptico
sugerido aqui.

Aunque la taurina es uno de los osmolitos méas estudiados, la
identidad molecular de las vias de permeabilidad de la membrana utilizadas
por la taurina para abandonar las células durante la respuesta osmotica es
desconocida completamente. La taurina podria ser liberada al espacio
extracelular extrasindptico por mecanismos no selectivos (ej. canales
anionicos activados por inflamacion o hemicanales generados por uniones
huecas) (Barakat et al. 2002, El Idrissi et al. 1999, Evanko et al. 2004,
Kimelberg et al. 1990, Laird et al. 1996, Yeager et al. 1996) que explicaria el
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hecho de que la liberacion de taurina suela ir acompafiada de la liberacion de
otros osmolitos (Schwartzkroin et al. 1998, Rothstein et al. 1996, Pasantes-
Morales et al. 2002, Mongin et al. 2005, Franco et al. 2006). Este es el caso
del glutamato y el ATP, dos sustancias que, con un peso molecular bajo y
altas concentraciones citosolicas, pueden atravesar la membrana celular por
algunas de las vias propuestas para la salida de la taurina (Laird et al. 1996,
Yeager et al. 1996). El descubrimiento de una liberacién colateral de
glutamato (y presumiblemente de ATP), que acompaila a la liberacion
osmosensitiva de taurina en la sustancia negra sugiere que, de forma similar a
lo descrito para otras células, la respuesta de la taurina a la osmolaridad
implica vias no selectivas de membrana también en la sustancia negra.

La respuesta de la taurina disminuy6 después de administrar PPADS
y bajo la accion de concentraciones saturantes de ATP, y aumentd después de
la administracion de ATP, sugiriendo que una fraccién de la respuesta
osmorregulatoria de la taurina se activo por la estimulaciéon osmédtica de la
liberacion de ATP. Estudios previos han descrito una liberacion
osmosensitiva del ATP para otras células en dos pasos, una liberacién inicial
asociada directamente con la hipo-osmolaridad, quizas a través de los canales
de aniones activados por inflamacion (Hermoso et al. 2002, Hendil et al.
1974, Bond et al. 1998) seguida por un aumento y prolongacién de la
liberacion de ATP causada por la activacion autocrina de receptores
purinérgicos (Chen et al. 1999, Mitchell et al. 1998, Rothstein et al. 1996,
Schwiebert et al. 1995) que pueden formar grandes canales de membrana
(North et al. 2000) permeables a moléculas de hasta 900 Da que facilitarian
también la difusion de la taurina hacia el medio extracelular (Basarsky et al.
1999, Pasantes-Morales et al. 1984). Ademas, la estimulacion de los
receptores purinérgicos puede abrir también canales de aniones activados por
inflamacion (Darby et al. 2003) que podrian ser un mecanismo adicional de
accion del ATP sobre la liberacion de taurina (Basarsky et al. 1999, Pasantes-
Morales et al. 1984).

La respuesta autosostenida de la liberacion de ATP por
retroalimentacion podria estar en la base de la liberacion persistente de taurina
observada tanto tras la administracion de las dosis mas altas de ATP (que no
indujeron a un aumento adicional de la taurina extracelular sino que
prolongaron su duracién) como después de la administracion de soluciones
hipo-osmolares bajo condiciones de saturacion de los receptores de ATP (tras
altas dosis de ATP). Asi, los datos presentados sugieren que parte de la
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respuesta osmorregulatoria de la taurina nigral tiene su accion a través de
receptores purinérgicos. La disminucion de la taurina basal observada tras la
administraciéon de PPADS sugiere que la modulacién del ATP en la liberacion
de taurina esta activa en condiciones basales (y no sélo bajo condiciones hipo-
osmoticas), y apunta a los receptores P2, altamente expresados en la sustancia
negra (Kanjhan et al. 1999), como los receptores purinérgicos involucrados en
esta accion del ATP.

Se observd una reduccion de la respuesta osmorregulatoria de la
taurina después del bloqueo de los receptores AMPA / kainato con CNQX.
Ademas, la reduccion de la respuesta osmorregulatoria de la taurina observada
después del bloqueo de los receptores AMPA / kainato con CNQX, junto con
la evidencia previa de un aumento en la liberacion de taurina después de la
administracion de glutamato y de AMPA (Garcia Dopico et al. 2004),
sugieren que la liberacion de glutamato inducida por hipo-osmolaridad facilita
la liberacion osmorregulatoria de la taurina.

Recientes evidencias muestran la inflamacién como un factor critico
para la degeneracion celular de la sustancia negra en la enfermedad de
Parkinson (Hartmann et al. 2003, Teismann et al. 2004). Aunque el
intercambio intra / extracelular de solutos de bajo peso molecular es la
adaptacién mas comun y eficiente a las alteraciones de osmolaridad
vinculadas a la respuesta inflamatoria, el flujo masivo de ciertas moléculas al
medio extracelular puede dafiar a las células desde las que son liberadas estas
sustancias (ej. la liberacion de ATP puede causar carencia energética) y
también a sus las células vecinas (ej. la liberacion de glutamato puede
provocar excitotoxicidad). Esto podria ser especialmente peligroso para las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, neuronas que son
particularmente vulnerables a los desequilibrios energéticos (Schapira et al.
1990, Cooper et al. 1991) y a la accion toxica del glutamato (Obeso et al.
2000, Obrenovitch et al. 1997, Olanow et al. 1999). En este contexto, el
reservorio de taurina extra-sinaptica podria ser util para la regulacién de la
osmolaridad de las células en la sustancia negra sin inducir los efectos
colaterales de otros osmolitos.

Por su alta solubilidad en agua y baja lipofilia (lo que facilita la
creacion de gradientes de concentracion a través de membranas celulares), por
su capacidad para difundir de manera eficiente a través de los canales de
membrana cuando sea necesario, y por la carencia de funciones metabdlicas

148



Experimentos

esenciales (la mayor proporcion de taurina se excreta sin metabolizar a través
del rifion), podemos considerar a la taurina como un osmorregulador
bioldgico ideal (Huxtable et al. 1992). La liberacion de taurina estid
directamente modulada por la osmolaridad e indirectamente modulada por
otros osmolitos como el ATP o el glutamato. Por ello, este aminodcido podria
desempefiar una funcion clave para la supervivencia de las células
dopaminérgicas en condiciones desfavorables tales como las desencadenadas
por la respuesta inflamatoria observada en la sustancia negra de los pacientes
parkinsonianos (Obeso et al. 2002, Obeso et al. 2000).

El glutamato induce una accién de corta duraciéon (unos pocos
milisegundos) en mas del 80% de las sinapsis del cerebro (reservorio de
glutamato neuronal sinaptico). La glia también puede liberar glutamato
(Araque et al. 2000, Bezzi et al. 1998, Bezzi et al. 2004, Overstreet 2005,
Pasti et al. 1997), originando efectos retardados y persistentes en receptores
glutamatérgicos extrasinapticos de un area extensa (Agnati et al. 1995a,
Contreras et al. 2002, Zoli et al. 1998). Este reservorio de glutamato
extrasinapticos ha sido estudiado en diferentes centros telencefalicos tales
como la amigdala (Tucci et al., 1998), el hipocampo (Lowy et al. 1993) y el
estriado (Keefe et al. 1993), donde actiian como transmisor de volumen (Del
Arco et al. 2003) realizando distintas funciones fisiologicas (Keefe et al.
1993, Lowy et al. 1993, Saulskaya y Marsden 1995, Shinohara et al. 2000,
Tucci et al. 1998). Los datos obtenidos en esta memoria sugieren que el
glutamato podria estar también involucrado en la regulacion de la
osmolaridad (Evanko et al. 2004, Franco et al. 2001, Pasantes- Morales et al.
2002, Schwartzkroin et al. 1998), lo cual explicaria la existencia del
reservorio de glutamato extracelular extrasinaptico de origen glial que
previamente habiamos descrito en la sustancia negra (Rodriguez et al. 1998).

Estudios previos han referido un incremento del glutamato
extracelular en células incubadas en condiciones de baja osmolaridad
(Pasantes-Morales et al. 2002, Schwartzkroin et al. 1998, Franco et al. 2001).
El mecanismo para la liberaciéon osmosensitiva de glutamato no es bien
conocido, pero partiendo de la alta concentracion citosolica del glutamato
(mM en el citosol vs pmolar en el espacio extracelular) (Tanaka et al. 1997,
Nedergaard et al. 2002), la apertura osmorreguladora de las vias no selectivas
de membrana y la liberacion en conjunto de ATP y glutamato previamente
comentada (Wieraszko et al. 1989), es posible que la respuesta del glutamato
a los cambios de osmolaridad sea un proceso en dos etapas. El primer paso se
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llevaria a cabo por las mismas vias no especificas de membrana utilizadas
para la respuesta del ATP y el segundo paso estaria asociado a la
retroalimentacion acoplada a la liberacién inicial del ATP (Duan et al. 2003,
Fellin et al. 2006, Franke et al. 2006, Rodrigues et al. 2005). Los
transportadores gliales son muy eficientes en la prevencion de la difusion del
glutamato por el medio extracelular (O’Connor et al. 1993, Obrenovitch et al.
1994).

En los ultimos experimentos de esta Memoria se observa una
respuesta proporcional del reservorio de glutamato extracelular extrasinaptico
a los cambios en la osmolaridad extracelular de la sustancia negra, accion
observada tanto en respuesta a modificaciones intensas de osmolaridad
similares a las que ocurren durante la produccion de dafio cerebral (> 20% de
cambio de osmolaridad), como en respuesta a cambios pequefios de
osmolaridad similares a las que se producen en condiciones fisioldgicas
(oscilaciones osmolares =~ 5%). Las pequefias modificaciones de osmolaridad
extracelular desencadenaron un aumento de un 50% en el reservorio de
glutamato extracelular extrasinaptico, lo que sugiere que, en condiciones
fisiologicas, la osmolaridad local es un eficaz regulador del reservorio
extrasinaptico de glutamato en la sustancia negra. Teniendo en cuenta la alta
estabilidad de la concentracion extracelular del glutamato (Nedergaard et al.
2002, North et al. 2000) observada en condiciones basales (Rodriguez Diaz et
al. 2005, Schurr et al. 1987, Smith et al. 1990), los datos presentados sugieren
que la liberacion osmotica del glutamato prevalece sobre otras actividades
glutamatérgicas cuando el glutamato es liberado durante el dafio celular, lo
cual parece un escenario apropiado para la accion excitotoxica de este
aminodcido (MacLeod et al. 1999, del Olmo et al. 2000).

Los datos obtenidos proporcionan la primera evidencia “in vivo” de
la accion del ATP en la respuesta del glutamato a la osmolaridad extracelular
en la sustancia negra. Puesto que s6lo una proporcion del ATP perfundido por
la canula de microdialisis llega al cerebro (probablemente no mas del 20%), la
respuesta del glutamato observada después de una dosis de concentracion
muy baja de ATP (0,1-1 mM vs 0,5-5 utilizado en los estudios “in vitro™),
sugiere la existencia de una alta sensibilidad de los niveles de glutamato
extracelular extrasinaptico al ATP extracelular en la sustancia negra. La
reduccion de la respuesta del glutamato extracelular extrasinaptico al cambio
osmotico observado después del tratamiento con PPADS, junto con pruebas
anteriores realizadas “in vitro”, apuntan hacia la idea de que la liberacion del
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ATP durante la inflamacion (Duan et al. 2003, Fellin et al. 2006, Franke y
Illes 2006, Franke et al. 2006; Rodrigues et al. 2005) es un paso intermedio de
la respuesta osmotica del glutamato. El glutamato extracelular aumento tras
de la administracion 2MeSATP (agonista receptores P2), pero no lo hizo
después de la administracion de adenosina (agonista receptores Pl),
sugiriendo que la respuesta del glutamato al ATP implica receptores de
nucleodtidos, pero no receptores de nucledsidos (que podrian haber sido
activados después de la metabolizacion ectoenzimatica del ATP a adenosina)
(Aguilar et al. 2001, Asensio et al. 2006). Como ya se comentd, los receptores
P2 (Basarsky et al. 1999, Pasantes-Morales y Cruz 1984) pueden formar
grandes canales de membrana permeable para moléculas de hasta 900 Da (51)
y que podria facilitar la salida del glutamato desde el citoplasma de las células
gliales (glutamato > 1 mM) al espacio extracelular (rango submicromolar)
(Choi et al. 1987). Sin embargo, la respuesta del glutamato extracelular
extrasinaptico a la osmolaridad podria implicar, ademas de la respuesta ligada
a receptores P2, a otros mecanismos gliales tales como la apertura de canales
anionicos activados por inflamacion (Darby et al. 2003) o la liberacion de
glutamato vesicular (Bezzi et al. 1998, Bezzi et al. 2004, Coco et al. 2003,
Parpura et al. 1995, Burgoyne y Morgan 2003).

La inflamacion es una condicion peligrosa para la mayoria de las
células y en particular para las neuronas. Es sabido que la adaptacion mas
comun y eficiente de adaptacion osmotica a las modificaciones inducidas por
los procesos inflamatorios es el intercambio intra-extracelular de solutos de
bajo peso molecular a través de la membrana celular. Este intercambio
desencadena un flujo rapido de agua y la correspondiente regulacion del
volumen celular. La liberacion masiva de glutamato observada durante la
regulacion de la osmolaridad sugiere nuevas posibilidades para la
excitotoxicidad glutamatérgica en la enfermedad de Parkinson. El aumento en
la tasa de disparo de las neuronas glutamatérgicas que inervan la sustancia
negra ha sido propuesto como fuente para la accion excitotoxica del
glutamato. Sin embargo, el aumento de la tasa de disparo que se produce en
respuesta a una degeneracion previa de neuronas dopaminérgicas no podria
explicar el inicio de la enfermedad. Tomados en conjunto, los estudios
anteriores (Rodriguez et al. 1998) y los datos presentes que sugieren que el
glutamato glial es una fuente potencial de excitotoxicidad glutamatérgica en
la sustancia negra. En comparacién con el reservorio vesicular de glutamato
sinaptico, el glutamato glial forma un reservorio mas amplio y que puede ser
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liberado masivamente al espacio extracelular extrasindptico evitando la
barrera perisinaptica de los transportadores de glutamato gliales que limitan el
trasiego extracelular del glutamato sinaptico. Ademas, el glutamato glial
presenta una accién mas prolongada y amplia que el glutamato sinaptico, el
cual esta necesariamente restringido a la hendidura sindptica donde so6lo actta
durante unos pocos milisegundos. En el contexto de la respuesta inflamatoria
cronica observada en la sustancia negra de los pacientes parkinsonianos, estas
circunstancias sugieren que los cambios osmorreguladores del glutamato
extracelular extrasinaptico son una fuente potencial para la excitotoxicidad
que podria actuar incluso durante las primeras etapas de la enfermedad de
Parkinson.
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Conclusiones

CONCLUSIONES.

BLOQUE 1

1. El aumento de la concentracion del glutamato extracelular
extrasinaptico puede desencadenar en el estriado degeneracion de
neuronas estriatales, y degeneracion selectiva de aferencias
glutamatérgicas provenientes del tdlamo sin afectacion de aferencias
dopaminérgicas provenientes de la sustancia negra. Junto con estas
acciones neuronales, el glutamato extracelular puede inducir la
degeneracion de astrocitos estriatales.

2. En las regiones estriatales con degeneracion neuronal, el exceso de
glutamato induce microgliosis. En las regiones perilesionales el
glutamato induce astrocitosis reactiva con aumento del didmetro
celular y de la expresion de GFAP, y pérdida del dominio espacial de
los astrocitos.

3. La astrocitosis reactiva inducida por el glutamato fue observada tanto
en astrocitos fibrosos como en astrocitos protoplasmicos. En ambos
casos se desencadena una acumulacion masiva de glutamato
intracitosolico de larga duracion (mas de 6 semanas) asociada a la
inhibicidn selectiva de la glutamina sintetasa.

4. Las acciones locales de los excesos de glutamato extrasindptico en el
estriado se siguen de una degeneracion celular a distancia de las
neuronas glutamatérgicas del tdlamo que proyectan al estriado
(nucleos intralaminares), una accidén que se acompaiia de microgliosis
y astrocitosis talamica.

5. El glutamato, la dopamina y el acido ascorbico presentan una marcada
interaccion funcional en el espacio extrasinaptico del estriado. El
glutamato inhibe la recaptacion de dopamina, incrementando sus
niveles extrasinapticos. La dopamina inhibe la liberacion de
glutamato, un efecto facilitado por la liberacion de acido ascorbico
(asociada a la recaptacion de glutamato) y la subsiguiente reduccion
de la oxidacién de la dopamina.

6. Lainteraccion dopamina-glutamato-acido ascérbico es diferente en el
estriado y en la sustancia negra, persistiendo tras la degeneracion
parcial del sistema nigro-estriatal. Esta interaccion puede ser
modulada por la administracion periférica de farmacos que, como la
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10.

11.

levodopa, son de uso habitual en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson.

BLOQUE 2

La hipo-osmolaridad desencadena en la SN una liberacion rapida y
masiva (incremento de hasta un 3000% del nivel basal) de glutamato
que es dosis dependiente. A pesar de que los receptores
AMPA/kainato modulan la liberacion basal de glutamato en la
sustancia negra, estos receptores no participan en la liberacion de
glutamato inducida por cambios de la osmolaridad local.

Los niveles nigrales de glutamato extrasinaptico estin modulados en
la sustancia negra por receptores purinérgicos. Estos receptores estan
involucrados en la respuesta glutamatérgica nigral a los cambios de
osmolaridad.

Los cambios de osmolaridad asociados a inflamacion desencadenan
una liberacion de taurina al espacio extracelular extrasinaptico de la
SN, liberacién que sigue un patrén lineal directo dependiente de la
amplitud del cambio osmolar. La respuesta taurinérgica a la
osmolaridad local actia también en condiciones fisiologicas,
respondiendo a pequefios incrementos o reducciones de osmolaridad.

La respuesta taurinérgica nigral estd mediada por los receptores
glutamatérgicos ionotropicos del tipo AMPA/kainato y por receptores
purinérgicos del tipo P2.

GENERAL

El estudio selectivo de la interaccion de moduladores extracelulares
extrasinapticos como el glutamato, la dopamina y el 4cido ascérbico
pueden ofrecer nuevas perspectivas para la comprension de los
mecanismos bésicos de funcionamiento de los ganglios basales. En
esta interaccion participan neuronas y células gliales, poblaciones
celulares implicadas en la enfermedad de Parkinson. El estudio de la
interaccion glutamato-dopamina-acido ascorbico en el medio
extrasinaptico regulado por astrocitos podria apuntar algunas nuevas
perspectivas a la progresion de la enfermedad, y a la afectacion de
neuronas no dopaminérgicas que fuera del estriado (tdlamo)
normalmente degeneran en esta enfermedad.
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Morales I, Dopico JG, Sabate M, Gonzalez-Hernandez T, Ro-
driguez M. Substantia nigra osmoregulation: taurine and ATP in-
volvement. Am J Physiol Cell Physiol 292: C1934-C1941, 2007. First
published January 10, 2007; doi:10.1152/ajpcell.00593.2006.—An
extracellular nonsynaptic taurine pool of glial origin was recently
reported in the substantia nigra (SN). There is previous evidence
showing taurine as an inhibitory neurotransmitter in the SN, but the
physiological role of this nonsynaptic pool of taurine has not been
explored. By using microdialysis methods, we studied the action of
local osmolarity on the nonsynaptic taurine pool in the SN of the rat.
Hypoosmolar pulses (285-80 mosM) administered in the SN by the
microdialysis probe increased extrasynaptic taurine in a dose-depen-
dent way, a response that was counteracted by compensating osmo-
larity with choline. The opposite effect (taurine decrease) was ob-
served when osmolarity was increased. Under basal conditions, the
blockade of either the AMPA-kainate glutamate receptors with
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dionine disodium or the purinergic
receptors with pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonic acid
modified the taurine concentration, suggesting that both receptors
modulate the extrasynaptic pool of taurine. In addition, these drugs
decreased the taurine response to hypoosmolar pulses, suggesting
roles for glutamatergic and purinergic receptors in the taurine re-
sponse to osmolarity. The participation of purinergic receptors was
also supported by the fact that ATP (which, under basal conditions,
increased the extrasynaptic taurine in a dose-dependent way) admin-
istered in doses saturating purinergic receptors also decreased the
taurine response to hypoosmolarity. Taken together, present data
suggest osmoregulation as a role of the nonsynaptic taurine pool of the
SN, a function that also involves glutamate and ATP and that could
influence the nigral cell vulnerability in Parkinson’s disease.

substantia nigra; swelling; Parkinson’s disease

SUBSTANTIA NIGRA IS A MESENCEPHALIC nucleus that has been
extensively studied during the last 40 years because of its role
as a main output center of basal ganglia (BG) and its involve-
ment in the pathogenesis of Parkinson’s disease (PD). Substan-
tia nigra (SN) is composed of dopaminergic and GABAergic
cells (29, 66), which receive glutamatergic, GABAergic, nitri-
nergic, and cholinergic synaptic inputs from different brain
structures (47, 70, 72, 83). Taurine, a very abundant 3-amino
acid in the mammalian brain (37) and particularly in the SN (1,
65), has also been supported as a nigral neurotransmitter (2, 17,
32,42,46, 51,76, 92). Thus taurine is released by striatonigral
neurons (5, 14), increasing the chloride conductance in nigral
cells (92) and modifying their firing activity (17) and the
dopamine release (42). In addition to this neurotransmitter
pool, we have recently reported an extrasynaptic nigral pool of

taurine of glial origin (28, 73) whose physiological role is still
being explored.

Taurine is one of the best-known osmolites. In different
brain regions, taurine can be released by glial cells to prevent
the damaging action of extracellular hypotonicity on cell vol-
ume (39, 63, 84). This osmosensitive taurine release (OTR) has
been observed in cerebellar (7, 54), supraoptic (12, 13, 21, 36),
cortical (63, 78), and hippocampal (15, 41, 50) cells. In this
study, we evaluated osmoregulation as a possible function for
the extrasynaptic nigral pool of taurine. Thus we evaluated the
possible response of the extrasynaptic taurine pool to the
osmolarity change in the SN using microdialysis methods.
Several reports have suggested that, depending on the degree
of swelling, cells may use different adaptation mechanisms
(43, 44). Thus moderate (5% decrease) and substantial (=20%
decrease) modifications were made in microdialysis perfusate
osmolarity to replicate the osmolarity changes observed under
physiological and pathological conditions, respectively (53).
Both ATP (9, 52, 74, 82) and glutamate (24, 30, 53, 89) are
frequently involved in cellular osmoregulation, as their efflux
is often integrated with the osmoregulatory response of taurine
(4, 10, 28, 49, 67). Thus the possible influence of ATP and
glutamate in nigral OTR was also tested. All studies were
performed with microdialysis methods in an in vivo rat prep-
aration. An osmosensitive response influenced by extracellular
ATP and glutamate was observed in the extrasynaptic taurine
pool. Bearing in mind the neuroprotective capability of taurine
(19, 45,79, 80, 88), the osmotic modulation of this taurine pool
could be relevant for SN cell survival in PD (31, 86).

MATERIALS AND METHODS

Experiments were carried out on male Sprague-Dawley rats weigh-
ing 300-350 g. Animals were housed at 22°C, two per cage, under
normal laboratory conditions on a standard light-dark schedule (12:12
h, with 0300 to 1500 lights on) and with free access to food and water.
Experiments were carried out in accordance with the European Com-
munities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)
regarding the care and use of animals for experimental procedures,
and adequate measures were taken to minimize pain and discomfort.
Experimental protocols were reviewed and approved by the Ethical
Committee for Research at La Laguna University.

Microdialysis. Microdialysis was used according to previously
reported procedures (28, 73). Animals were anesthetized with
equitensine (pentobarbital sodium 29 mg/kg, chloral hydrate 127.5
mg/kg, MgSO, 71.4 mg/kg, dihydroxypropane 40%, and ethanol
10%), an anesthetic that does not change the extracellular concentra-
tion of amino acids (75). To maintain a long-lasting, stable anesthesia,
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animals were continuously intraperitoneally (ip) perfused with eq-
uitensine (0.5 ml/h) beginning 60 min after the initial ip administra-
tion of the anesthetic. Body temperature was monitored and main-
tained between 36.5 and 37.0°C for the whole session. A concentric
microdialysis probe (220-wm diameter, 1-mm long, and in vitro
recovery of ~15% for amino acids) was introduced in the SN (3.0 mm
anterior to lambda, 2.0 mm lateral to the midline, and 8.0 mm under
the cortical surface) and perfused with a Ringer solution (NaCl 148
mM, KCI2.7 mM, CaCl, 1.2 mM, and MgCl, 0.8 mM) at a rate of 2.0
wl/min. After samples from the first 150 min were discarded, dialysate
fractions were collected at 10-min intervals. The dependence of
extracellular taurine on osmolarity was studied by perfusing hypoos-
molar or hyperosmolar solutions through the dialysis membrane
during short time periods (pulses of 5 min). Two basal conditions
were evaluated, one with a normal osmolarity (285 mosM) and the
other with low osmolarity (230 mosM). The osmolarity of Ringer
preparations was quantified with an autoosmometer (Osmostat OM-
6020; CagaK, Kyoto, Japan). Ringer solutions were modified by
progressively decreasing (to obtain Ringer solutions of 230, 180, 130,
and 110 mosM) or increasing (to obtain solutions of 300 mosM) the
NaCl concentration. To distinguish the possible influence of the
Na*/Cl™ low concentration from the hypoosmolarity effects in hy-
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poosmolar solutions, a 60 mM choline-Cl was occasionally added to
the 180 mosM Ringer solution (91), which therefore had a low ionic
concentration but an osmolarity similar to that of basal Ringer solu-
tions (285 mosM).

The influence of ionitropic glutamate receptors on basal extrasyn-
aptic taurine was studied by perfusing an a-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionate (AMPA)-kainate receptor antagonist
(6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dionine disodium, CNQC; 500 pM,
Tocris) with reverse microdialysis. The influence of these receptors on
the taurine response to hypoosmolarity was studied by comparing the
taurine response to hypoosmolar pulses of 5 min (130 mosM vs. a
basal osmolarity of 285 mosM) administered before and after pre-
treatment with CNQC (500 pM perfused starting from 40 min before
the second hypoosmolar pulse).

The influence of purinergic receptors on basal extrasynaptic taurine
was studied by quantifying the taurine concentration before and after
administration of a receptor agonist (adenosine 5'-triphosphate stan-
dard disodium salt hydrate, ATP; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) or a
receptor antagonist (pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4’-disulfonic
acid, PPADS, which is a P2 receptor antagonist; 1 mM, Tocris) with
reverse microdialysis. A concentration-response curve was drawn for
ATP studies for 5-min pulses of ATP solutions (0.1, 1, 10, 50, and 250
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Fig. 1. Taurine and nigral cell adaptation to hypoosmotic conditions. A: dose-dependent increase (285-130 mosM) of extrasynaptic taurine during hypoosmotic
Ringer perfusion. B: inhibition of taurine response by substituting the NaCl omitted in the perfusing solution with choline-Cl. C: taurine response to marked
hypoosmolar pulses (80 mosM) after decreasing tonicity below a normal (285 mosM at leff) and below a low osmolarity (210 mosM at right) basal Ringer
solution. D: decrease of extrasynaptic taurine after increasing tonicity above a normal (285 mosM at left) and above a hypotonic (230 mosM at right) basal Ringer
solution. Values are percentages of the basal levels 10 min before the hypoosmolar pulse administration (mean * SE).
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mM in Ringer). The influence of purinergic receptors on the taurine
response to hypoosmolarity was studied by comparing the taurine
response to hypoosmolar pulses of 5 min (180 mosM vs. a basal
osmolarity of 285 mosM) administered before (starting from 40 min
before the second hypoosmolar pulse) and during PPADS (1 mM) or
ATP (perfused in saturating concentrations of 100 M) administra-
tion.

Biochemical analyses. Taurine and glutamate were determined on
a high-performance liquid chromatograph (HPLC) system with a
4-pm CI18 reverse-phase column (100 X 4.6 mm) and fluorimetric
detection. Precolumn derivatization was performed with o-phthaldi-
aldehyde-2-mercaptoethanol-borate reagent (pH 10.4). Dialysate (10
wl) was derivatized with the same volume of the o-phthaldialdehyde
reagent solution (P0532; Sigma, St. Louis, MO), and, after a 120-s
reaction period (6°C in a 717plus autosampler; Waters), the reaction
was stopped with 5 pl of acetic acid (5%) and immediately injected
into a HPLC. The mobile phase (pH 5.65) was composed of sodium
acetate (0.05 M), methanol (5%), and isopropylic acid (1.36%) and
flowed at 1.0 ml/min in a gradient (20-min duration) from 25 to 75%
methanol (48). The fluorimetric detector (model no. 474; Waters) had
the excitation wavelength set at 370 nm and the emission cut-off filter
set at 450 nm. The recovery rate of the microdialysis probe was tested
in vitro at the start of each experiment for the posterior calculation of
the extracellular concentration of taurine.

Histology. At the end of each experiment, the rats were transcar-
dially perfused with 200 ml of 0.9% saline solution followed by 400
ml of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) to
confirm the microdialysis probe placement. Brains were removed and
stored in the same fixative at 4°C for 12-24 h, and then the midbrain
was cut at 50 pm with a vibratome in the coronal plane and stained
with the formal thionine procedure.

Statistics. Mathematical analyses were performed using one-way
ANOVA followed by the least significant difference test for post hoc
comparisons. Analysis was performed using the Statistica program
(Statsoft). A level of P < 0.05 was considered as critical for assigning
statistical significance.

RESULTS

The extracellular taurine concentration observed here with
microdialysis in the substantia nigra was 2.7 * 0.45 pM.

In the first experiment, a group of seven rats was adminis-
tered with three successive pulses (5 min/pulse) of low osmolar

TAURINE AND NIGRAL OSMOREGULATION

Ringer (Fig. 1A). Hypoosmolarity increased extrasynaptic tau-
rine concentration in a dose-dependent way, inducing a 60%
increase after the first pulse (230 mosM) and a 550% increase
after the third pulse (130 mosM). Except for the highest
stimulus (130 mosM), which showed a small taurine increase
in the dialysate obtained 5-15 min after the hypoosmolar pulse
switch-off, the taurine response was observed only in the
dialysate obtained during stimulation, having completely dis-
appeared 5 min after the stimulus switch-off.

In the second experiment, rats (n = 6) were administered
with two successive hypoosmolar pulses: the first one was
performed with a low NaCl concentration (88 mM) to obtain a
osmolarity of 180 mosM, and the second one had the same low
NaCl concentration, but its osmolarity was restored to that of
normal Ringer (275 mosM) by adding choline-Cl (60 mM).
The first pulse increased the taurine concentration, an effect
that vanished when the hypoosmolarity was compensated with
choline-Cl (Fig. 1B). This showed that the taurine increase
induced by low osmolarity is a specific phenomenon not
induced by the low concentration of sodium or chloride.

In the third experiment, two groups of rats (6 rats each) were
administered with marked hypoosmolar pulses (80 mosM), but,
whereas in the first one, the osmolarity of the Ringer solution
perfused under basal conditions was in the physiological range
(285 mosM), in the second one, it was clearly below the normal
level (210 mosM). Taurine increased in both cases (Fig. 1),
but the response was higher in the group that started from a
normal basal osmolarity (the difference between the basal and
pulse osmolarity was a 200 mosM difference) than in the low
osmolarity basal group (130 mosM difference). This showed
that the taurine response to hypoosmolarity also remains active
when the basal osmolarity is very low.

In the fourth experiment, the basal osmolarity of two rat
groups (of 5 rats each) was slightly increased, but, whereas in
the first one, the Ringer perfused under basal conditions was in
the physiological range (285 mosM), in the second one, it was
clearly below normal levels (245 mosM). In both cases, the
osmolarity increase during the pulse was 15 mosM (from 285
to 300 mosM in the first case, and from 230 to 245 mosM in the
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second one). The hyperosmolar pulse decreased the extracel-
lular taurine to ~70-80% of its basal level in both groups (Fig.
ID), suggesting that taurine also responds to osmolarity in-
creases, even when they are small increases around normal
osmolarity levels.

The fifth experiment showed an osmosensitive response for
nigral extrasynaptic glutamate. A 300% increase of extrasyn-
aptic glutamate (Fig. 2A) was observed (n = 6) during the
administration of hypoosmotic pulses (130 mosM vs. a basal
osmolarity of 285 mosM). In addition, the AMPA-kainite
glutamate receptor blockade with CNQC (n = 9) decreased the
taurine response (Fig. 2B) to hypoosmolarity pulses (130 vs.
285 mosM). These data suggest that hypoosmolarity facilitates
glutamate release, which, acting on ionotrophic glutamate
receptors, increases the taurine osmoregulatory response.

The aim of the following experiments was to study the
possible involvement of purinergic receptors on the taurine
response to hypoosmolarity. Initially, we observed (n = 8) a
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dose-dependent increase of extracellular taurine in response to
ATP-enriched Ringer solutions (Fig. 3A). Thus the amplitude
of taurine response was higher when the ATP concentration
was increased from 0.1 to 10 uM. Although no further in-
creases were observed for ATP stimuli >10 pM (350% in-
crease), the response duration persisted for longer time periods
when the ATP concentration of stimulatory pulses was in-
creased (10 min for I uM ATP, 20 min for 10 uM ATP, >40
min for 50-250 uM ATP). When a persistent ATP adminis-
tration (n = 5) was performed (instead of the short-lasting
stimulus previously used), a stable taurine increase was ob-
served (Fig. 3B). In addition, ATP (100 uM) decreased the
taurine response to hypoosmolarity [Fig. 3C shows the re-
sponse to 180 mosM vs. (basal) 285 mosM when osmolar
pulses were produced before and during ATP perfusion].

The possible ATP action on taurinergic response to hypoos-
molarity was also supported by experiments with PPADS, a
purinergic receptor antagonist. PPADS decreased (n = 6)
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extrasynaptic taurine (Fig. 4A), suggesting that, under basal
conditions of osmolarity, purinergic receptors facilitate taurine
release. In addition, PPADS (n = 7) decreased the taurine
response to hypoosmolarity [Fig. 4B shows the response to 180
mosM vs. (basal) 285 mosM when osmolar pulses were pro-
duced before and during PPADS perfusion], data suggesting
that the taurine osmoregulatory response is facilitated by the
purinergic receptor activation.

DISCUSSION

The present data show a sensitive and proportional response
of the extrasynaptic pool of taurine to the extracellular osmo-
larity in the SN, a response facilitated by ATP and glutamate
release. These data are the first evidence suggesting an osmo-
regulatory role for taurine in the SN, a center where its only
known function is inhibitory neurotransmission. Bearing in
mind the recently reported relevance of inflammation in the SN
cell degeneration that characterizes Parkinson’s disease, the
osmoregulatory response of taurine reported here suggests that
this amino acid is a new variable to be included in the
multifactorial puzzle that is now being composed to explain the
initiation and evolution of this illness.

The main finding of this study was the dose-dependent
increase of extrasynaptic taurine as a result of the perfusion of
hypoosmolar solutions (OTR). Although these solutions con-
tained low concentrations of NaCl, the taurine response was
not the consequence of the low sodium and chloride levels, as
shown by the fact that the taurine response to low ionic
solutions disappeared when hypoosmolarity was compensated
with choline. The opposite effect (taurine decrease) was ob-
served after increasing the osmolarity in the perfusing solu-
tions. The OTR is probably present under both physiological
(as suggested by the modifications observed after osmolarity
changes of <5%) and pathological (as suggested by the mod-
ifications observed after 20-70% osmolarity changes) condi-
tions. Previous studies have reported a taurine release by
striatonigral neurons (5, 14), which, acting on glycine receptors
(16, 32, 46), modify the chloride conductance (92), the firing
activity of SN cells (17), and motor behavior (69). In addition
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to this neurotransmitter pool, we recently reported a nonsyn-
aptic pool of taurine in the nigra that changed after modifying
the glial cell metabolism with fluorocitrate and L-metionine
sulfoximide (28). Present data suggest the nigral cell osmoreg-
ulation as a function of this extrasynaptic taurine pool (micro-
dialysis is a suitable method for studying extrasynaptic sub-
stances that diffuse across the extracellular space but not for
studying neurotransmitters that are released and taken up in the
synaptic cleft) (11, 35, 87). Thus taurine may have two differ-
ent functions in the SN, the previously reported function as
inhibitory neurotransmitter and the function as extrasynaptic
osmotic regulator suggested here.

Although taurine is one of the most studied osmolytes, the
molecular identity of the membrane permeability pathways
used by taurine to leave the cells during the osmotic response
is not fully known. Some of mechanisms proposed for taurine
outflow are nonselective (e.g., swelling-activated anion chan-
nels and hemichannels of gap junctions) (3, 20, 22, 39, 40, 93),
thus explaining the fact that taurine release is normally accom-
panied by the release of other osmolytes (25, 53, 68, 74, 81).
This is the case for glutamate and ATP, two substances that,
with low molecular masses and high cytosolic concentrations,
can cross the cell membrane by some of the pathways proposed
for taurine outflow (e.g., cytosolic molecules of <1 kDa can
cross hemichannels) (40, 93). The present finding showing a
collateral release of glutamate (and presumably of ATP) ac-
companying nigral OTR suggests that, in a similar way to what
is observed in other cells, taurine response to osmolarity
involves nonselective membrane pathways in the SN as well.

Taurine response decreased both after PPADS administra-
tion and under the action of saturating concentrations of ATP.
This, together with the fact that extracellular taurine increased
after ATP administration, suggests that a portion of OTR was
activated by the osmotic stimulation of ATP release. Previous
studies in other cells have reported a two-step osmosensitive
release of ATP, an initial release directly associated with
hypoosmolarity (perhaps across the swelling-activated anion
channels) (6, 33, 34) followed by an autocrine activation of
purinergic receptors (9, 52, 74, 82), which, after forming large
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membrane channels, enhances and prolongs the ATP release
(56). Because these channels are permeable to molecules up to
900 Da (56), their opening by ATP facilitates the taurine efflux
(4, 67). In addition, the purinergic receptor stimulation can
open swelling-activated anion channels (10), which could be
an additional mechanism for ATP action on taurine release (4,
67). The self-sustained feedback response to ATP could be at
the basis of the persistent taurine release observed here after
both the administration of the highest ATP doses (which did
not induce a supplementary increase of extracellular taurine but
prolonged the time of taurine response) and the administration
of hypoosmolar solutions under ATP receptor saturation con-
ditions (after high ATP doses). Thus present data suggest that
a portion of nigral OTR involves purinergic receptors. The
decreased basal taurine observed after PPADS administration
suggests that ATP modulation of taurine release is active under
basal conditions (and not only under hypoosmotic conditions),
pointing to P2 (highly expressed in the SN) (38) as being the
purinergic receptors involved in this ATP action.

Different data also suggested the involvement of glutamate
in OTR. In agreement with previous in vitro studies (25, 68,
81), here glutamate increased under hypoosmolar conditions.
The mechanisms for osmosensitive glutamate release are not
well known, but, bearing in mind the high cytosolic concen-
tration of glutamate (mM in the cytosol vs. uM in the extra-
cellular space) (55, 85), the osmoregulatory opening of non-
selective membrane pathways, and the previously reported
ATP-glutamate co-release (90), it is possible that the glutamate
response to osmolarity is a two-step process: the first step is
performed by the same nonspecific membrane pathways used
for ATP response, and the second step is feedback facilitated
by the initial ATP release (18, 23, 26, 27, 71). The glial
transporters are very efficient in preventing the glutamate flow
across the extracellular medium and its diffusion to the micro-
dialysis probe (61, 62). Thus the glutamate increase observed
here suggests that hypoosmolarity induces a large enough
glutamate release to saturate the glutamate transporters. In
addition, we observed a reduction of OTR after the AMPA-
kainite receptor blockade with CNQC. This, together with
previous evidence showing an increase of taurine release after
glutamate and AMPA administration (28), suggests that the
glutamate release induced by hypoosmolarity facilitates OTR.

Recent evidence shows inflammation as a critical factor for
SN cell degeneration in PD (31, 86). Although the intra/
extracellular exchange of low molecular mass solutes is the
most common and efficient adaptation to swelling, massive
efflux of some molecules can damage both the osmolite releas-
ing cells (i.e., the loss of ATP can cause a lack of energy) and
their neighboring cells (i.e., the release of glutamate can cause
excitotoxicity). This could be especially dangerous for nigral
dopaminergic neurons, which are particularly vulnerable to
energetic imbalance (8, 77) and to the toxic action of glutamate
(57, 60, 64). In this context, the extrasynaptic taurine pool
could be particularly suitable for regulating SN cell osmolarity
without inducing the collateral effects of other osmolites.
Taurine meets the requirements for a biologically ideal osmo-
regulator with high water solubility and low lipophilicity
(which facilitates a high concentration gradient across cell
membranes), a capability of flowing efficiently through mem-
brane channels when needed, and no metabolical functions
(greatest proportion of taurine is excreted in an unchanged
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form and is often considered an inert waste product of the
sulfur metabolism) (37). Taurine release directly modulated by
osmolarity or indirectly modulated by other osmolites such as
ATP or glutamate could perform a key function for dopamine
cell survival under unfavorable conditions such as those
present in the SN during PD evolution (58, 59).
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Previous studies have suggested the increase of extracellular glutamate (GLU) in the substantia nigra (SN) as
a cause of dopamine-cell degeneration (excitotoxicity) in Parkinson's disease (PD). However, the
mechanisms involved in this increase remain unknown. The present work studied osmoregulation as a
cause of GLU release in the SN. Microdialysis was used to change extracellular osmolarity, to administer
drugs and to quantify the extracellular non-synaptic GLU (EnS-GLU). Two osmolarity modifications were
Keywords: performed, a moderate decrease (5%) resembling physiological modifications and a substantial decrease
Clutamate (>20% decrease) similar to that observed under pathological conditions. Hypo-osmolarity induced a dose-
ATP response (285-80 mOsm) increase of EnS-GLU which was detected after small osmolarity modifications
Substantia nigra (15 mOsm) and which was very marked (>1000%) after more intense osmolarity changes. This response
Osmoregulation disappeared after pre-treating rats with a P2 purinergic-receptor antagonist (pyridoxalphosphate-6-
Swelling azophenyl-2',4'-disulphonic acid; 1 mM) suggesting ATP involvement in the osmosensitive EnS-GLU
Parkinson's disease response. The EnS-GLU increase observed after administration of ATP (0.1-100 uM) and 2-methylthioade-
nosine triphosphate tetrasodium (P2-receptor agonist; 100 uM) and the lack of effects of adenosine
administration (1 mM) suggest that the ATP action on P2 receptors is an amplificatory mechanism in the
osmosensitive EnS-GLU response. The marked action of osmolarity on extracellular Glu suggests osmolarity
regulation as a possible source for excitotoxicity in the SN.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The degeneration of dopaminergic cells (DA cell) of the substantia
nigra (SN) is considered as the hallmark of Parkinson's disease (PD).
Although the cause for this degeneration remains unknown, its has
been associated with an excess of extracellular glutamate in the SN
(Duringetal., 1995; Marti et al., 2000; Meshul et al., 1999; Obrenovitch
and Richards, 1995; Jenner and Olanow, 1998; Olanow and Tatton,
1999; Rodriguez-Oroz et al., 2001). There are no GLU neurons in the SN
(Gonzalez-Hernandez and Rodriguez, 2000; Parent and Hazrati,
1995a; Rodriguez Diaz et al., 2005), and the excitotoxic action of
nigral GLU on DA cells has been related to an increased activity of SN
GLU inputs coming from the subthalamic nucleus and other brain
centres (Di Loreto et al., 1992; Iribe et al., 1999; Lavoie and Parent,
1994; Nauta and Cole, 1978; Niijima and Yoshida, 1988; Parent and
Hazrati, 1995b; Rinvik and Ottersen, 1993; Scarnati et al.,, 1986). These
neurons increase their firing rate in PD (Rodriguez and Gonzalez-
Hernandez, 1999; DeLong, 1990; Obeso et al., 2000; Rodriguez-Oroz et
al., 2001), but the high efficiency of glial GLU transporters surrounding
the GLU synapse probably prevents the increase of extracellular GLU

* Corresponding author. Diaz, Dpto. de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
de La Laguna, Tenerife, Canary Islands, Spain. Fax: +34 22 319397.
E-mail address: mrdiaz@ull.es (M. Rodriguez).

0014-4886/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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that should be induced by neuronal hyperactivity (Barbour and
Hausser, 1997; Scanziani, 2002). Thus, the etio-pathological role of
GLU on PD has been questioned (Obrenovitch and Urenjak, 1997). We
have reported an extracellular non-synaptic GLU (EnS-GLU) pool in
the nigra of glial origin (Rodriguez et al., 1998). Astrocyte release GLU
outside the synaptic cleft (Araque et al, 1999; Araque et al., 2000;
Jabaudon et al., 1999; Pasti et al., 1997) which, after diffusing across
the extracellular milieu, can induce persistent effects (seconds or
minutes) (During et al., 1995; Marti et al., 2000; Meshul et al., 1999;
Obrenovitch and Richards, 1995) on cells located far from the position
where it was released (Agnati et al, 1995ab; Zoli et al., 1998).
Mechanisms involved in the regulation of the EnS-GLU and its possible
excitotoxic action on PD remain unknown.

Glial cells are critical for the osmolarity regulation in the brain, a
function performed by modulating the extracellular concentration of
different substances (Franco et al., 2000; Goude et al., 2004; Mongin
and Kimelberg, 2005; Morales et al., 2007; Tuz et al., 2001). The aim of
the present paper was to study the influence of extracellular
osmolarity on the EnS-GLU pool in the SN. Microdialysis was used
to induce local changes in the extracellular osmolarity (by changing
the osmolarity of the perfusing solutions), to administer drugs
(reverse dialysis) and to quantify the extrasynaptic GLU (direct
dialysis). Because the adaptation mechanism changes with the
swelling degree (MacLeod and Hamilton, 1999a,b), two osmolarity
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modifications were performed, a moderate modification (5% de-
crease) which resembles changes observed under physiological
conditions and a substantial modification (>20% decrease) which
resembles changes observed under pathological conditions (Mongin
and Kimelberg, 2005). There is evidence suggesting that local ATP
concentration can modulate the glial release of GLU (Franke and Illes,
2006; Franke et al., 2006; Mongin and Kimelberg, 2005). Thus, the
possible involvement of ATP on the osmosensitive reaction of EnS-
GLU was also evaluated.

Materials and methods

Experiments were carried out on male Sprague-Dawley rats
weighing 300-350 g. Animals were housed at 22 °C, two per cage,
under normal laboratory conditions on a standard light-dark schedule
(12:12 h, lights on at 0300-1500 h) and free access to food and water.
Experiments were carried out in accordance with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)
regarding the care and use of animals for experimental procedures,
and adequate measures were taken to minimize pain and discomfort.

Microdialysis

Microdialysis was performed according to previously reported
procedures (Garcia Dopico et al, 2004; Rodriguez et al, 1998).
Animals were anaesthetised with equitensine (pentobarbital 29 mg/
kg, chloral hydrate 127.5 mg/kg, MgSO,4 71.4 mg/kg, dihydroxypro-
pane 40% and ethanol 10%). In order to maintain a long-lasting stable
anaesthesia, animals were continuously ip perfused with equitensine
(0.5 ml/h) beginning 60 min after the initial ip administration of the
anaesthetic. Body temperature was monitored and maintained
between 36.5 and 37.0 °C for the whole session. A concentric
microdialysis probe (220 pum diameter, 1 mm long and in vitro
recovery of ~15% for amino acids) was introduced in the SN (3.0 mm
anterior to lambda, 2.0 mm lateral to the midline and 8.0 mm under
the cortical surface) and perfused with a ringer solution (NaCl
148 mM; KCl 2.7 mM; CaCl, 1.2 mM; and MgCl, 0.8 mM) at a rate of
2.0 pl/min. After discarding samples from the first 150 min, dialysate
fractions were collected at 10-min intervals. The dependence of
extracellular GLU on osmolarity was studied by perfusing hypo-
osmolar solutions through the dialysis membrane for short time
periods (pulses of 5 min). The osmolarity of ringer preparations was
quantified with an auto-osmometer (Osmostat OM-6020; CagaK Co.
Ltd., Kyoto, Japan). The basal ringer (285 mOsm) was modified by
progressively decreasing the NaCl concentration in order to obtain
ringer solutions of 270, 230, 180, 130 and 80 mOsm.

The influence of purinergic receptors on the EnS-GLU pool was
studied by quantifying the Glu concentration before and after the
administration of P1-receptor agonist (adenosine; Sigma-Aldrich,
Madrid), two P2-receptor agonists (adenosine 5'-triphosphate stan-
dard disodium salt hydrate [ATP], Sigma-Aldrich, Madrid; and 2-
methylthioadenosine triphosphate tetrasodium [2Me-SATP], TOCRIS,
UK) and a P2-receptor antagonist (pyridoxalphosphate-6-azophenyl-
2’ 4'-disulfonic acid [PPADS]; TOCRIS, UK). A dose-response curve
was made for 5-min ATP pulses (0.1, 1, 10, 50 and 250 mM ATP in
ringer). The influence of nucleotide receptors on Glu response to
hypo-osmolarity was studied by comparing the Glu response to a 5-
min hypo-osmolar pulse (180 mOsm vs. a basal osmolarity of
285 mOsm) administered before (starting from 40 min before the
second hypo-osmolar pulse) and during PPADS (1 mM).

The influence of ionotropic glutamate receptors on basal extra-
synaptic Glu was studied by perfusing an AMPA-kainate receptor
antagonist (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dionine disodium
[CNQC], 500 pM; TOCRIS, UK) with reverse microdialysis. The
influence of these receptors on Glu response to hypo-osmolarity
was studied by comparing the Glu response to 5-min hypo-osmolar

pulses (130 mOsm vs. a basal osmolarity of 285 mOsm) administered
before and after pre-treatment with CNQC (500 pM perfused starting
from 40 min before the second hypo-osmolar pulse).

Biochemical analyses

Glutamate was determined on a high-performance liquid chro-
matograph (HPLC) system (4 um C18 reverse-phase column
100x4.6 mm) and by fluorimetric detection. Pre-column derivatiza-
tion was performed with o-phtaldialdehyde/2-mercaptoethanol/
borate reagent (pH 10.4). Dialysate (10 pl) was derivatized with the
same volume of the o-phthalaldehyde reagent solution (P0532 of
SIGMA, Saint Louis), and after a 120-s reaction period (6 °C in a
717plus autosampler; Waters, Milford, USA), the reaction was
stopped with 5 pl acetic acid (5%) and immediately injected into an
HPLC. The mobile phase (pH 5.65) was composed of sodium acetate
(0.05 M), methanol (5%) and isopropylic acid (1.36%) and flowed at
1.0 ml/min in a gradient (20 min duration) from 25% to 75% methanol
(Rodriguez et al., 1998). The excitation wavelength of the fluorimetric
detector (Model 474; Waters, Milford, USA) was set at 370 nm and the
emission cutoff filter was set at 450 nm. The recovery rate of the
microdialysis probe was tested in vitro at the beginning of each
experiment for the posterior calculation of the extracellular concen-
tration of glutamate.

Histology

At the end of each experiment, the rats were transcardially
perfused with 200 ml of 0.9% saline solution followed by 400 ml of 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) to confirm the
microdialysis probe placement. Brains were removed and stored in
the same fixative at 4 °C for 12-24 h and then the midbrain was cut at
50 um with a vibratome in the coronal plane and stained with the
formal thionine procedure.

Statistics

Mathematical analyses were performed using the one-way ANOVA
followed by the LSD test for post hoc comparisons. Analysis was
performed using the Statistic program (Statsoft; Tulsa, USA). A level of
p<0.05 was considered as critical for assigning statistical significance.

Results

The nigral EnS-GLU concentration observed was 13.342.6 uM. In
the first study, five experimental groups (six rats per group) were
administered with pulses (5 min) of low-osmolarity ringer (Fig. 1).
The decrease of extracellular osmolarity increased Glu concentration
in a dose-dependent way (ANOVA for 270-mOsm dose: F(3,52) =
1.91, p=0.138; 230-mOsm dose: F(3,50) =4.48, p<0.01; 180-mOsm
dose: F(3,47)=4.98, p<0.01; 130-mOsm dose: F(3,20)=18.63,
p<0.001; 80-mOsm dose: F(3,17) =12.95, p<0.001), inducing a 35%
increase for the 270-mOsm pulse and a 2000% increase for the 80-
mOsm pulse. This was a fast and short-lasting effect which was
observed during the low-osmolarity pulse and completely vanished
5 min after the stimulus switch off.

The following experiments showed the selective involvement of
P2-purinergic receptors on nigral EnS-GLU response to local osmo-
larity changes. In the second experiment, the pulsatile administration
of adenosine (1 mM during 10 min) did not modify the nigral EnS-
GLU concentration (Fig. 2A; n=5) (two-way ANOVA, F(6)=1.99,
p>0.05 for the variable minute after administration and F(1) =2.08,
p>0.05). In the third experiment, three groups of rats (n=6) were
administered with vehicle (ringer), 2MeSATP (100 uM) or ATP (1 pM)
pulses of 5 min. Both 2MeSATP (ANOVA, F(4)=3.18, p<0.05) and
ATP (ANOVA, F(4)=4.5, p<0.01) increased the nigral EnS-GLU
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Fig. 1. Glutamate release under hypo-osmotic conditions. Dose-dependent increase
(285-80 mOsm) of EnS-GLU during hypo-osmotic ringer perfusion. Values are
percentages of the basal levels 10 min before the hypo-osmolar pulse administration
(mean = standard error).

concentration (Fig. 2B), an affect that disappeared 5 min after the drug
withdrawal. In the fourth experiment, five groups (n=5) were
administered with increasing ATP doses (10 pl in 5 min of a ringer

solution with 0.1, 1, 10, 50 and 100 puM ATP). ATP induced a dose-
dependent increase of extrasynaptic Glu (Fig. 2C; ANOVA, F(4)=
19.26, p<0.001).

In the fifth experiment, two groups (six rats each) were
administered with a hypo-osmolarity pulse (180 mOsm during
5 min). One of the groups was pre-treated with PPADS (ringer
solution with 1 mM PPADS administered by the microdialysis probe
starting 60 min before the hypo-osmolarity pulse and for the whole
study), while the other group was sham treated. Extracellular Glu
increased in the sham group during the hypo-osmolar pulse and then
returned to the basal level (Fig. 3; ANOVA, F(4)=2.95, p<0.05), a
response which was not observed in the PPADS pre-treated group
(ANOVA, F(4)=0.41, p> 0.05).

The following experiments were aimed at studying the possible
involvement of ionotropic GLU receptors on the nigral EnS-GLU
response to local osmolarity changes. In the sixth experiment, a group
of five rats was administered with CNQX 500 puM for 40 min. This
treatment increased the EnS-GLU concentration (ANOVA, F(4) = 3.44,
p<0.05), a response that progressively vanished during the following
20 min (Fig. 4A). In the seventh experiment, two groups (six rats
each) were administered with hypo-osmolarity pulses (180 mOsm
during 10 min). One of the groups was pre-treated with CNQX (1 mM
administered by the microdialysis from 60 min before the hypo-
osmolarity pulse to the end of the study), while the other group was
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Fig. 2. (A) Glutamate response to the pulsatile administration of adenosine (1 mM for 10 min). (B) Glutamate response to ATP and 2MeSATP administration: Time-response curve
for ATP, 2MeSATP and ringer vehicle (pulses of 5 min administered from min 0 to min 5). (C) Dose-response curve of ATP action on EnS-GLU (pulses of 5 min administered from min

0 to min 5). Values correspond to

performed on di

obtained 0-10 min after the beginning of ATP administration. In these figures, data are shown as

percentages of the basal levels computed with the last two dialysates (—20 and — 10 min) before drug administration (mean + standard error).
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Fig. 3. P2 nucleotide receptor and glutamate response to low osmolarity: effect of
blocking P2 receptor with PPADS. PPADS pre-treatment began 60 min before the hypo-
osmolarity pulse (180 mOsm during 5 min) and was maintained during the final part of
the experiment. Data are shown as percentages of the basal levels 10 min before the
hypo-osmolar pulse (mean + standard error).

sham treated (ANOVA, F(4)=3.70, p<0.01). The nigral EnS-GLU
response to hypo-osmolarity did not change in the animals pre-
treated with PPADS (Fig. 4B; ANOVA, F(4) =3.10, p< 0.05), suggesting
that ionotropic GLU receptors are not involved in the GLUergic
response to osmolarity changes.

Discussion

The present study shows a proportional response of the EnS-GLU
pool to changes in extracellular osmolarity in the SN, a response
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—
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Fig. 4. Glutamate ionotropic receptors and glutamate response to low osmolarity: effect
of blocking GLU receptors with CNQX. (A) CNQX effect on extracellular Glu. (B) CNQX
pre-treatment began 60 min before the hypo-osmolarity pulse (180 mOsm during
10 min) and was maintained during the final part of the experiment. Data are shown as
percentages of the basal levels 10 min before the hypo-osmolar pulse or the CNQX
administration (mean + standard error).

observed after marked modifications of osmolarity similar to those
reported during brain damage but also after small osmolarity changes
similar to those observed under physiological conditions. ATP and
2MeSATP (but not adenosine) increased the concentration of EnS-
GLU, suggesting that this nigral Glu pool is selectively increased by P2-
purinergic receptors. PPADS blocked the increase of the EnS-GLU pool
induced by hypo-osmolarity, which suggests these receptors are
involved in the osmosensitive response of nigral GLU. lonotropic GLU
receptors were not involved in this response because although their
blockade with CNQX increased the nigral EnS-GLU, it did not prevent
the EnS-GLU increase induced by hypo-osmolarity. Taken together,
the present data show an ATP-mediated GLU release during
osmolarity change, suggesting that the osmolarity regulation is a
possible mechanism for GLU excitotoxicity in the SN.

As the main excitatory neurotransmitter, GLU induces a short-
lasting action (a few milliseconds) in more than 80% of brain synapses
(neuronal synaptic GLU pool). Glia may also release GLU (Araque et
al., 2000; Bezzi et al., 1998; Bezzi et al., 2004; Overstreet, 2005; Pasti et
al, 1997), which induces delayed and persistent effects on extra-
synaptic GLU receptors of a large area (Agnati et al., 1995a; Contreras
et al,, 2002; Zoli et al., 1998). This EnS-GLU pool has been observed in
telencephalic centres such as the amygdala (Tucci et al, 1998),
hippocampus (Lowy et al., 1993) and striatum (Keefe et al., 1993),
where it performs different physiological functions (Keefe et al., 1993;
Lowy et al., 1993; Saulskaya and Marsden, 1995; Shinohara et al.,
2000; Tucci et al., 1998) acting as volume transmitter (Del Arco et al.,
2003). There are some studies suggesting that the high cytosolic
concentrations of GLU (mM in the cytosol vs. umolar in the
extracellular space) (Nedergaard et al., 2002; Tanaka et al., 1997)
could be involved in other physiological functions including osmo-
larity regulation (Evanko et al., 2004; Franco et al., 2001; Pasantes-
Morales et al.,, 2002; Schwartzkroin et al., 1998). These novel GLU
actions have been observed in different telencephalic centres but they
have never been studied in the SN. We have observed an EnS-GLU
pool in the SN of glial origin (Rodriguez et al., 1998) which could be
suitable to perform osmoregulatory actions. The dose-response
increase of EnS-GLU observed after the local modifications of
osmolarity in the SN is, as far as we know, the first evidence
supporting this possibility.

A sensitive response of nigral EnS-GLU (50% increase) was
observed after small modifications of extracellular osmolarity (5%
osmolarity oscillations are normally considered within the physio-
logical range), suggesting that local osmolarity is an effective
regulator of the nigral EnS-GLU pool even under physiological
conditions. The osmosensitive response of EnS-GLU was dose
dependent, showing a marked GLU increase (500-1000%) after
osmolarity changes similar to those occurring under pathological
conditions (>20% osmolarity change) (Mongin and Kimelberg, 2005).
Bearing in mind the high stability of extracellular GLU concentration
(Obrenovitch and Urenjak, 1997; Obrenovitch et al., 1997) induced by
astroglial GLU transporters (Rothstein et al., 1996; Tanaka et al., 1997;
Watase et al., 1998), present data suggest that, under pathological
conditions, the osmotic release of GLU prevails over other GLU
activities, which could be a particularly suitable scenario for the
excitotoxic actions of this amino acid (Coyle and Puttfarcken, 1993;
Matute et al., 2006).

The osmotic release of GLU could be performed by different
mechanisms, including the volume-regulated anion channels
(Basarsky et al., 1999; Kimelberg et al., 1990; O'Connor and
Kimelberg, 1993), hemichannels (Kamermans et al., 2001; Quist et
al,, 2000; Wilson et al., 2003) and ATP-linked channels (Queiroz et al.,
1997). The bi-directional excitatory GLU-ATP interaction (Jeremic et
al,, 2001; Mongin and Kimelberg, 2005; Queiroz et al., 1997) made the
ATP-linked mechanisms particularly interesting. Present data provide
evidence showing the ATP receptors' involvement in the GLU
response to extracellular osmolarity in the nigra. There are previous
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in vitro studies showing that ATP can activate GLU release (Duan et al.,
2003; Fellin et al., 2006; Franke and Illes, 2006; Franke et al., 2006;
Rodrigues et al., 2005) but, as far as we know, present data provide the
first in vivo evidence for this ATP action, particularly in the SN. Bearing
in mind that only a portion of ATP perfused by the microdialysis probe
reaches the brain (probably no more than 20%), the GLU response
observed after very low ATP doses (0.1-1 M vs. 0.5-5 mM often used
in in vitro studies) suggests a high sensitivity of the nigral EnS-GLU
pool to extracellular ATP. The reduction of the EnS-GLU response to
osmotic change observed after PPADS pre-treatment and the previous
in vitro evidence showing ATP release during swelling (Duan et al.,
2003; Fellin et al., 2006; Franke and Illes, 2006; Franke et al., 2006;
Rodrigues et al., 2005) suggest that the ATP release is an intermediary
pathway in the osmotic response of GLU. EnS-GLU increased after
2MeSATP administration (P2-receptor agonist) but not after adeno-
sine administration (P1-receptor agonist), suggesting that GLU
response to ATP involves nucleotide receptors but not nucleoside
receptors (which could have been activated after the ectoenzymatic
metabolization of ATP to adenosine) (Aguilar et al., 2001; Asensio et
al., 2006). In response to extracellular ATP, P2 receptors (Basarsky et
al., 1999; Pasantes-Morales and Cruz, 1984) can form large membrane
channels permeable for molecules of up to 900 Da (North and
Surprenant, 2000) which can facilitate the outflow of GLU from the
cytoplasm of glial cells (where GLU is typically>1 mM) to the
extracellular space (submicromolar range) (Choi et al., 1987).
However, the EnS-GLU response to osmolarity could also involve, in
addition to the presently reported ATP/P2-receptor linked response,
other glial mechanisms which, such as the opening of swelling-
activated anion channels (Darby et al., 2003) or the activation of the
vesicle-mediated GLU release (Bezzi et al., 1998; Bezzi et al., 2004;
Coco et al., 2003; Parpura et al.,, 1995; Burgoyne and Morgan, 2003),
cannot be presently ruled out. In any case, these mechanisms do not
involve the ionotropic GLU receptors (a possibility suggested by a
previous study in our laboratory) (Rodriguez et al., 1998), because
their blockade with CNQX did not prevent the GLU response to
osmolarity changes.

Swelling is a dangerous condition for most mammal cells and
particularly for neurons. The most common and efficient adaptation to
swelling is the intra/extracellular exchange of low molecular weight
solutes, which flowing through the cell membrane force a fast flow of
water and the cell-volume regulation. However, the massive efflux of
certain molecules can damage both the osmolyte releasing cells (e.g.
the ATP loss can cause a lack of energy) and their neighboring cells
(e.g. GLU release could cause excitotoxicity). This could be particularly
dangerous for nigral dopaminergic neurons, which are specifically
vulnerable to the energetic imbalance (Cooper et al.,, 1991; Schapira et
al,, 1990) and to the toxic action of glutamate (Jenner and Olanow,
1998; Olanow and Tatton, 1999). The massive GLU release observed
here during osmolarity regulation suggests new possibilities for GLU
excitotoxicity in PD. An increased firing rate of the GLU neurons that
innervate the SN has been proposed as the source for excitotoxic
action of GLU. However, the firing increase is produced in response to
a previous degeneration of DA neurons and cannot explain the
beginning of the illness. In addition, GLU synapses are surrounded by
glial cells whose GLU transporters efficiently prevent the increase of
extracellular GLU, preventing its extrasynaptic diffusion. Taken
together, a previous study (Rodriguez et al., 1998) and present data
suggest that glial GLU is a potential source for excitotoxic GLU in the
nigra. Compared with the vesicular pool of synaptic GLU, the glial GLU
forms a very large pool which can be massively released to the
extrasynaptic extracellular space (which avoids the perisynaptic
barrier of GLU transporters) and which can have long-lasting action
even on distant neurons. These facts, and the recent evidence showing
inflammation and swelling in the SN of PD patients, suggest that the
osmoregulatory changes of EnS-GLU are a potential source for
excitotoxicity, even during the early stages of the illness.
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ABSTRACT

Excitotoxicity induced by high levels of extracellular
glutamate (GLU) has been proposed as a cause of cell
degeneration in basal ganglia disorders. This phenomenon
is normally prevented by the astrocytic GLU-uptake and
the GLU-catabolization to less dangerous molecules. How-
ever, high-GLU can induce reactive gliosis which could
change the neuroprotective role of astrocytes. The striatal
astrocyte response to high GLU was studied here in an
in vivo rat preparation. The transient striatal perfusion of
GLU (1 h) by reverse microdialysis induced complex reac-
tive gliosis which persisted for weeks and which was differ-
ent for radial-like glia, protoplasmic astrocytes and fibrous
astrocytes. This gliosis was accompanied by a persistent
cytosolic accumulation of GLU (immunofluorescence quanti-
fied by confocal microscope), which persisted for weeks
(self-induced glutamate accumulation), and which was
associated to a selective decrease of glutamine synthetase
activity. This massive and persistent self-induced glutamate
accumulation in striatal astrocytes could be an additional
factor for the GLU-induced excitotoxicity, which has been
implicated in the progression of different basal ganglia
disorders. ©2012 Wiley Periodicals, Inc.

INTRODUCTION

The excessive release of glutamate (GLU) is consid-
ered as a direct cause of cell degeneration (excitotox-
icity) in neurological disorders, such as Huntington’s dis-
ease (HD) (Albin et al., 1992; Douaud et al., 2009; Kas-
subek et al., 2005) and Parkinson’s disease (PD) (During
et al., 1995; Jenner and Olanow, 1998; Marti et al.,
2000; Meshul et al., 1999; Obrenovitch and Richards,
1995; Olanow and Tatton, 1999; Rodriguez et al., 1998).
The astrocytic uptake (Bezzi et al., 1998; de Groot and
Sontheimer, 2011; Halliday and Stevens, 2011; McGeer
and McGeer, 2008; Morales et al., 2009; Obrenovitch
and Urenjak, 1997; Rodriguez Diaz et al., 2005; Sofro-
niew and Vinters, 2010) and catabolization of GLU to
less dangerous molecules, such as glutamine, alanine,
and a-ketoglutarate (Marcaggi and Attwell, 2004; Sofro-
niew, 2009; Sofroniew and Vinters, 2010) are presently
considered as being critical in preventing excitotoxicity.
When the extracellular-GLU increase cannot be pre-
vented, astrocytes show a progressive modification (reac-

©2012 Wiley Periodicals, Inc.

tive astrogliosis) which can alter its neuroprotective role
(Raivich et al., 1999; Streit et al., 1999). Although reac-
tive astrocytes prevent neuronal death by taking up
GLU (McGeer and McGeer, 2008; Teismann and Schulz,
2004) and releasing neuroprotective products (such as
glial-derived neurotrophic factor or glutathione), they
also release toxic agents (reactive oxygen species, nitric
oxide, excitatory amino acids..) which activate microglial
cells (de Groot and Sontheimer, 2011; Hazell, 2007;
McCarty, 2006; McGeer and McGeer, 2008; Perry et al.,
1995; Rappold and Tieu, 2010; Vesce et al., 2007) and
induce cell degeneration (Rappold and Tieu, 2010; Sofro-
niew and Vinters, 2010). Thus, the actual effect of reac-
tive astrocytes on GLU excitotoxicity is still a point of
discussion.

Studies on hippocampal slices (Xu et al., 2007) have
shown a progressive accumulation of GLU in astrocytes
transiently exposed to a high concentration of GLU
(self-induced glutamate accumulation; SIGA). Because
astrocytic GLU can suddenly be released to the extracel-
lular medium (Xu et al., 2007), SIGA could explain the
neuronal degeneration found in different pathological
conditions, including that often observed in the vicinity
of brain tumours and ictus (de Groot and Sontheimer,
2011; Hazell, 2007). The generation of SIGA in other
centers, such as the striatum could provide useful clues
to explain the degeneration of neurons (Andre et al.,
2010; Beal et al., 1986; Beal et al., 1988; Coyle, 1987;
Coyle and Schwarcz, 1976; McGeer et al., 1978) and
glial cells (Haas and Erdo, 1991; Matute, 1998; Matute
et al,, 2006; McDonald et al., 1998; Yoshioka et al.,
1995) in different disorders of the basal ganglia, such as
HD and PD (Andre et al.; Halliday and Stevens, 2011;
Marcaggi and Attwell, 2004; Obeso et al., 2010; Rappold
and Tieu, 2010). The striatum is a basal ganglia center,
which supports massive GLUergic inputs arriving from
the brain cortex and thalamus, and whose glial cells
have proved able to accumulate and release GLU (Del
Arco et al.,, 2003; Obeso et al., 2008; Rodriguez Diaz
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et al., 2005), factor which could create the conditions for
SIGA to take place.

The possible induction of SIGA in the striatum was
tested here in an “in vivo” preparation where GLU can
be locally perfused in the extracellular medium. A
small probe which induces minimal unspecific lesions
during tissue penetration (a 220 pm diameter probe
introduced in the brain at the rate of 100 pm/min) and
no lesion during the volume perfusion (reverse micro-
dialysis) was used (Rodriguez et al., 2006). The storage
of GLU in glial cells was studied by confocal micro-
scope, and the possible mechanisms for SIGA were
studied by quantifying the GLU, glutamine, and ala-
nine release with microdialysis/high performance liquid
chromatograph (HPLC).

MATERIAL AND METHODS

Experiments were carried out on male Sprague-Daw-
ley rats weighing 300-350 g. Animals were housed at
22°C, two per cage, under normal laboratory conditions
on a standard light-dark schedule (12:12 with 3.00-
15.00 light on) and free access to food and water. Experi-
ments were carried out in accordance with the European
Communities Council Directive of November 24, 1986
(86/609/EEC) regarding the care and use of animals for
experimental procedures and adequate measures were
taken to minimize pain and discomfort.

Microdialysis

Microdialysis was performed according to previously
reported procedures (Garcia Dopico et al., 2004; Rodri-
guez Diaz et al., 2005). Animals were anaesthetized with
equitensine (pentobarbital 29 mg/kg, chloral hydrate
127.5 mg/kg, MgSO, 71.4 mg/kg, dihydroxypropane 40%
and etanol 10%). To maintain a long-lasting stable anes-
thesia, animals were continuously ip perfused with equi-
tensine (0.5 mL/h) beginning 60 min after the initial ip
administration of the anesthetic. Body temperature was
monitored and maintained between 36.5 and 37.0°C for
the whole session. A concentric microdialysis probe (220
um diameter, 3 mm long and in vitro recovery of ~15%
for amino acids) was introduced in the striatum (1.0 mm
anterior to bregma, 2.5 mm lateral to the midline and
7.5 mm under the cortical surface) at a rate of 100 pm/
min to prevent unspecific lesions during the tissue pene-
tration. Rats were perfused with a ringer solution (NaCl
148 mM; KCI 2.7 mM; CaCl, 1.2 mM; and MgCl; 0.8
mM) at the beginning of each experiment (first 90 min),
and then either a glial GLU-uptake inhibitor (L-trans-
pyrrolidine-2,4-dicarboxylate, PDC, Tocris), or glutamine
synthetase inhibitor (methionine sulfoximide, MSO,
Sigma) or glutamate (GLU, Sigma) was introduced in
the ringer-solution for 60 min. All solutions were per-
fused at a rate of 2.0 pL/min.

GLIA

Biochemical Analyses

Glutamate, glutamine, and alanine were determined
in brain dialysates by using a HPLC system (4 um C18
reverse-phase column 100 X 4.6 mm) with fluorimetric
detection. Precolumn derivatization was performed with
o-phtaldialdehyde/2-mercaptoethanol/borate reagent (pH
= 10.4). Dialysate (10 pL) was derivatized with the
same volume of the o-phthaldialdehyde reagent solution
(P0532 of SIGMA, Saint Louis), and after a 120 sec reac-
tion period (6°C in a 717plus autosampler; Waters, Mil-
ford), the reaction was stopped with 5 pL acetic acid
(5%) and the sample was immediately injected into a
HPLC. The mobile phase (pH = 5.65) was composed of
sodium acetate (0.05 M), methanol (5%), and isopropylic
acid (1.36%) and flowed at 1.0 mL/min in a gradient (20
min duration) from 25% to 75% methanol (Rodriguez
Diaz et al., 2005). The excitation wavelength of the fluo-
rimetric detector (Model 474; Waters, Milford) was set at
370 nm and the emission cut-off filter was set at 450
nm. The recovery rate of the microdialysis probe was
tested in vitro at the beginning of each experiment for
the posterior calculation of the extracellular GLU-con-
centration, and for the adjustment of the GLU and
GLU-agonists dose according to the recovery rate of
each probe. The acute effect of GLU, MSO, and PDC
administration on the extracellular concentration of
glutamate, glutamine and alanine was studied in 5, 7,
and 8 rats, respectively.

Histology

From 1 to 6 weeks after the end of each experiment,
the rats were transcardially perfused with 200 mL of
0.9% saline solution followed by 400 mL of 4% parafor-
maldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.4 (PBS).
Brains were removed and stored in the same fixative at
4°C for 4 h, immersed in a cryoprotective solution of
30% sucrose in the same buffer for 24 h and then cut at
30 pm with a sliding microtome (HM 450, MICROM
International GmbH; Walldorf). To observe the effect of
injected drugs at different distances from the microdial-
ysis probe, brains were cut following axial planes paral-
lel to the surface of the brain cortex and perpendicular
to the probe trajectory. Sections were collected in 7 par-
allel series and processed for immunohistochemistry.
Floating sections were immersed for 20 min in 3% Hy0,
to inactivate endogenous peroxidase, and incubated for
60 min at room temperature (RT) in 4% normal goat
serum (NGS, Sigma-Aldrich, Madrid) in PBS, containing
0.05% Triton X-100 (TX-100, Sigma-Aldrich, Madrid),
and overnight in PBS containing 2% NGS and one of
the following primary antibodies: mouse anti-glial fibril-
lary acidic protein (anti-GFAP) monoclonal antibody
(1:800; Chemicon, Millipore, Molsheim, France), mouse
anti-macrosialin  (anti-CD68) monoclonal  antibody
(1:1000; ABD Serotec, Bionova, Madrid), rabbit anti-glial
fibrillary acidic protein polyclonal antibody (1:1000;
Sigma, Madrid, Spain), rabbit anti-glutamate (anti-
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GLU) polyclonal antibody (1:1000; Sigma, Madrid,
Spain), mouse calbindin (anti-calbindin) monoclonal
antibody (1:500; Sigma, Madrid, Spain), and mouse anti-
NeuN monoclonal antibody (1:600; Chemicon, Millipore,
Molsheim, France). For double immunofluorescent label-
ing, sections were first incubated for 1 h in 4% NGS and
0.05% Tx-100 in PBS, and overnight in the same solu-
tion containing the rabbit anti-GLU + mouse anti-
GFAP, rabbit anti-GFAP + mouse anti-NeuN, or mouse
anti-Calbindin + rabbit anti-GLU. Finally, sections were
incubated for 2 h with RhodamineRedX-conjugated goat
anti-rabbit IgG (1:3000; Jackson ImmunoResearch) and
Biotine-goat anti-mouse (1:1200) in PBS containing
1:200 NGS followed by CY2-conjugated streptavidine
(1:200; Jackson ImmunoResearch) in PBS containing
1:200 NGS. After several rinses, sections were mounted
on gelatinized slides, air dried, coverslipped with Vecta-
shield (Vector), and examined under confocal microscopy
(Olympus Fluoview FV1000) using appropriate filters.
Some sections were incubated in DAPI 300 nM/PBS for
1 min just before their drying and coverslip. Control
experiments were performed for each immunocytochem-
istry and immunofluorescence study by removing the
primary antibody, resulting in negative staining.

Immunoreactivity Quantification

Astrocytic reaction to GLU administration was
evaluated by comparing the GFAP and GLU immunore-
activity of GLU-perfused striatum with that of vehicle-
perfused striatum. The average of the GFAP-immunoflu-
orescence intensity of the area (3000 voxels), which in
each astrocytic process showed the highest immunofluo-
rescence signal was used to estimate the GFAP-immuno-
reactivity. Then, the GLU-immunofluorescence intensity
computed in these astrocytic regions was used to repre-
sent the GLU-immunoreactivity. At least 2000 astrocytic
processes were computed in each experimental condi-
tion, astrocytic cell-type and brain side. Computations
were performed in images of 10 pm high X 10 pm long
X 2 um wide obtained with a spatial resolution of 1025
X 1025 pixels and an immunofluorescence-signal resolu-
tion of 12 bits. Measurements were performed with the
FV10-ASW  (version 01.07.01.00) software (Olympus
Corporation).

To prevent differences due to variations in protocol
conditions during tissue processing and densitometric
analysis, all sections were processed simultaneously
using the same protocols and chemical reagents, and all
microscopic and computer parameters were kept con-
stant throughout the densitometric study. Because, even
under these conditions, a number of variables can pro-
duce intertrial fluctuations of immunostaining, data
were normalized with those obtained in the same stria-
tal region of the contralateral brain side and repre-
sented as a percentage of the mean value computed in
the astrocytic processes of the contralateral striatum. In
each brain slice, the same number of astrocytic proc-
esses was computed in the striatum of both brain sides.

Different computations were performed for protoplasmic
and fibrous astrocytes. The position and boundaries of
fiber tracts within the striatum were located with
phase-contrast microscopy (shown in black and white
images in the different figures), with astrocytes being
considered as fibrous if they were located within fiber
tracts and had long slender processes parallel to the
fiber tracts (Raivich et al., 1999). Protoplasmic astro-
cytes were located in the gray matter and exhibited
numerous short and highly ramified processes with
many membranous extensions. The GFAP- and GLU-
immunoreactivity of protoplasmic astrocytes were com-
puted separately for regions with moderate astrogliosis
and with severe astrogliosis. According to previous stud-
ies (Sofroniew and Vinters, 2010), the astrogliosis of a
region was considered as being moderate if their astro-
cytes were hypertrophic and had high GFAP-immunore-
activity (vs. astrocytes in the contralateral striatum),
but their processes did not show pronounced overlapping
(no disruption of individual cell domains). Astrogliosis
was considered as being severe if their astrocytes
showed a marked up regulation of GFAP expression,
hypertrophy and pronounced overlapping of their proc-
esses with disruption of the individual cell domain.

Statistics

Mathematical analyses were performed using the one
way ANOVA followed by the Scheffé test for post hoc
comparisons. Analysis was performed using the Statis-
tic program (Statsoft; Tulsa). A level of P < 0.05 was
considered as critical for assigning statistical signifi-
cance.

RESULTS
Unspecific Effects of Microdialysis

After the insertion of the microdialysis probe and the
GLU-vehicle perfusion, the sham-striatum showed a
small lesion along the probe tract (see microglia CD68+
cells in Fig. 1.1) surrounded by a moderate astrogliosis
around the lesion (compare Fig. 1.4 vs. 1.3). The astro-
gliosis was observed in both the protoplasmic and
fibrous astrocytes, but only in those located closest to
the probe tract (Fig. 1.5 and 1.7). Occasionally, some
radial processes were observed on the lesion edges (see
blue arrows in Fig. 1.5 and compare with the GLU-
induced radial processes commented in the next para-
graph). The GLU-immunostaining was high in the reac-
tive microglia that occupied the cavity induced by the
microdialysis probe in the striatal parenchyma (Fig.
1.2), but it was weak or non-existent in the surrounding
astrocytes (yellow arrows in Fig. 1.6). The GLU-immu-
nostaining of synaptic terminals around the striatal neu-
rons was of a medium degree (Fig. 1.10 shows the GLU-
immunoreactivity around the calbindin+ neurons shown
in Fig. 1.9), but more marked than that observed in the
astrocytes (pink arrows in Fig. 1.6 and 1.8).

GLIA
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Unspecific microdialysis action on astrocytes and microglia

20um

70 ym

20um

lutamate

Fig. 1. Unspecific effect of microdialysis on astrocytes and microglia.
Axial view of microglial cells (CD68-immunoreactivity is shown in blue
in 1), astrocytes (GFAP-immunoreactivity is shown in red in 1, 3, 4, 5,
and 7), and neurons (calbindin-immunoreactivity is shown in pink in 9).
GLU is shown in yellow. GLU accumulation is shown as follows: in

GLIA

microglia in 2, in neurons in 6, 8, and 10 (pink arrows) and in astrocytes
in 6 and 8 (yellow arrows for astrocytes and blue arrows for radiated
processes). C: central region penetrated by the microdialysis probe.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]
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Radial-like glia

10um

Protoplasmic astrocytes

Distal region D

Contralateral striatum

Astrocytic density

10 high

11 medium

30 pm

Fig. 2. Axial view of the reactive gliosis activated after GLU-perfu-
sion around the insertion of the microdialysis probe. Red images show
the GFAP-immunoreactivity in radial-like glia (top), protoplasmic astro-
cytes (middle), and fibrous astrocytes (bottom). Black and white images
show the striatal distribution of fiber tracts (black lines within the
boundaries of striatal tracks which are indicated by discontinuous
green lines) within the striatal parenchyma (white). C: central region
which was penetrated by the microdialysis probe. P: proximal region
showing radial (green arrowheads) and scar (yellow arrowheads) proc-
esses. D: distal region showing protoplasmic astrocytes and fibrous
astrocytes (blue arrowheads). The P region shows a lack of protoplasmic
and fibrous astrocytes (compare Figs. 13 and 15), but presents capsular

GFAP-processes around the C region (yellow arrows in 3 and 5) and
radiated GFAP-processes which extended perpendicularly to the capsu-
les (green arrowheads in Figs. 4 and 5), and which occasionally made
direct contact with them (5). The D region showed a marked reactive
astrogliosis of protoplasmic (outside the discontinuous lines in Figs. 6
and 9) and fibrous astrocytes (outside the discontinuous lines in 6 and
9). The density of protoplasmic astrocytes was higher in D zones closest
to the P region, where they showed a disruption of the individual
domains (10). Fibrous astrocytes also showed hypertrophy and up regu-
lation of GFAP-immunoreactivity in the D region (Figs. 17 vs. 19).
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]
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GLU Induces a Marked Reactive Astrogliosis

GLU administration induced a marked reactive astro-
gliosis in the striatum which changed depending on the
distance from the microdialysis probe. Three concentric
regions were identified around the probe. No astrocytes
were observed in the central regions which were pene-
trated by the probe (central region; C in Fig. 2.1). Regions
around C (proximal region; P in Fig. 2.1) showed not only
GFAP+ processes forming a capsule around the C region,
referred to here as scar processes (see yellow arrows in
2.3 and 2.5), but also long, thin GFAP+ radial shaped
processes extending perpendicularly from the aforemen-
tioned capsule (radial processes; see Fig. 2.2 and green
arrows in Fig. 2.4 and 2.5). Occasionally, scar processes
made contact with radial processes (see Fig. 2.5) suggest-
ing that both belong to the same cell type. Bearing in
mind that radial processes were much more evident than
scar processes, these GFAP+ cells are referred to as
radial-like cells. An interesting finding was the lack of
both protoplasmic and fibrous astrocytes in the P region
(compare Fig. 2.13 and 2.15).

The striatum around the P region (distal region D in
Fig. 2.1) showed a clear reactive astrogliosis in both pro-
toplasmic and fibrous astrocytes. Protoplasmic astrocytes
were located in the gray matter (outside the discontinu-
ous lines in Fig. 2.6-2.9), showing a much more marked
expression of GFAP in the P region of the injected stria-
tum than in the same location of the contralateral stria-
tum (compare Fig. 2.7 and 2.9) or in the sham-perfused
striatum. The density of protoplasmic astrocytes in the
striatal parenchyma was higher in zones of the D region
closest to the P region. Astrocytes, in these zones, showed
the disruption of the individual domains which character-
ize severe reactive astrogliosis (Fig. 2.10). Although
astroglial cells from the most peripheral areas of the P
regions showed a high GFAP-immunoreactivity, their
density in the striatal parenchyma was normal, thus pre-
serving their individual domains (moderate reactive
astrogliosis; see Fig. 2.11). Fibrous astrocytes also showed
hypertrophy and a marked up regulation of GFAP-immu-
noreactivity in the D region (compare Fig. 2.17 and 2.19).

Finally, both protoplasmic and fibrous astrocytic cells
0.7-1.5 mm from the central C region showed a shape
and GFAP expression similar to those found in the
normal contralateral striatum (marginal region M in
Fig. 2.1).

Reactive Astrogliosis Induced by GLU
Administration Shows Intracellular
Accumulation of GLU

A marked accumulation of GLU was found in the C
region (although these data are not shown the GLU-accu-
mulation they can be observed on the right edge of the C
region shown in Fig. 3.5 and 3.7 and in Fig. 4.13). In the
P region (Fig. 2.2), both radial (Fig. 3.8 and 3.9) and scar
(Fig. 3.4-3.7) processes showed a marked immunoreac-
tivity for GLU. A similar high GLU-immunoreactivity
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was observed for protoplasmic (Fig. 3.10 and 3.11) and
fibrous (Fig. 3.12-3.14) astrocytes in the D region.

The GLU-immunoreactivity of astroglial cells around
the penetration of the microdialysis probe was normal-
ized according to that computed in astroglial cells from
the same region of the contralateral striatum. This nor-
malized immunoreactivity was then used to compare the
GLU-perfused and Sham-perfused striatum. At the top
of Fig. 4, there is an example (with different magnifica-
tions) of the GLU-immunoreactivity of protoplasmic
astrocytes in the brain-side perfused with GLU (lesion)
vs. the contralateral striatum (contralateral). GLU per-
fusion induced a marked increase of GFAP-immunoreac-
tivity in protoplasmic (Fig. 4.8 vs. 4.9, and Fig. 4.10 vs.
4.11) and fibrous (Fig. 1.27 vs. 1.30) astrocytes, an effect
which was much more marked than that observed in
SHAM-perfused rats (see Fig. 4.18 and 4.32). Somata
and processes from these astrocytes showed a marked
GLU-immunoreactivity, an effect observed in both proto-
plasmic (compare Fig. 4.14 vs. 4.15, and Fig. 4.16 vs.
4.17) and fibrous (Fig. 4.28 vs. 4.31) astrocytes, but not
in sham-perfused animals (Figs. 1.19 and 1.33). Thus,
whereas the GLU-immunoreactivity was mainly found
in the innervation of neurons in the nonperfused stria-
tum (see red arrows in Fig. 4.16), the GLU-immunoreac-
tivity in the GLU-perfused striatum was mainly found
in astrocytes (see green arrows in Fig. 4.17) where it
showed a marked colocalization with the GFAP-immuno-
reactivity (Fig. 4.5). Both the GFAP-immunoreactivity
(Fig. 4.24) and the GLU-immunoreactivity (Fig. 4.25)
was more marked in the D region with severe astroglio-
sis (with disruption of the individual cell domains) than
in the D region with moderate astrogliosis (without
disruption of the individual cell domains) (compare Fig.
4.20 vs. 4.21, and Fig. 4.22 vs. 4.23).

Similar comparisons could not be performed for radial-
like glia because these cells from the P region of the
GLU-perfused striatum were only occasionally observed
in the sham-perfused striatum, and were not observed in
the striatum contralateral to the microdialysis insertion.

Persistence of Reactive Astrogliosis and
GLU-Accumulation

Only a portion of the reactive astrogliosis which accu-
mulated GLU 1 week after GLU-administration
remained during the 6 weeks of the study. Radial-like
glia (scar and radial processes) completely vanished 6
weeks after GLU-administration. The P region previ-
ously occupied by radial glia was later replenished
(Fig. 5.1 and 5.2) by protoplasmic astrocytes (see striatal
zones around the C region in Fig. 5.2 and 5.3). In addi-
tion, the striatal parenchyma around the C region lost
all the neurons (striatum around C region in Fig. 5.6
and 5.7). Thus, region P which was occupied by radial
glia during the first post-injection week (and which
showed a complete loss of neurons) was later replen-
ished by new protoplasmic astrocytes. Therefore, 6
weeks after GLU-perfusion, the boundary between P
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Protoplasmic
astrocytes

Fig. 3. Axial view of the reactive gliosis and GLU-accumulation acti-
vated after GLU-perfusion around the area of insertion of the micro-
dialysis probe. The cell immunoreactivity for GFAP is shown in red and
for glutamate in yellow. Black and white images show the striatal dis-
tribution of fiber tracts (black lines within the discontinuous green
lines which indicate the tract boundary). C: central region which was
penetrated by the microdialysis probe. P: proximal region showing ra-
dial (green arrows) and scar (yellow arrows) processes. D: distal region
showing protoplasmic astrocytes and fibrous astrocytes (blue arrows).

and D regions was identified by the absence of neurons
in the P regions and the presence of neurons in the D
region, instead of by the presence of radial-like astro-
cytes in the P region. Protoplasmic astrocytes remained
hypertrophic and with a high expression of GFAP, but
they were then located in both the P and D regions. No
clear astrocytic differences were observed between the P
and D regions (compare Fig. 5.3 vs. 5.4).

Although the high GFAP-immunoreactivity persisted
in protoplasmic astrocytes 6 weeks after GLU-adminis-
tration (Fig. 6.4), the high GLU-immunoreactivity
decreased to values below those computed for astrocytes
of the contralateral striatum (Fig. 6.8; see Fig. 6.3 and
6.7). In fibrous astrocytes, the high GFAP-immunoreac-
tivity persisted 6 weeks after GLU-administration (Fig.
6.12 and compare Fig. 6.10 and 6.14), but in this case
the GLU-immunoreactivity remained high during this
tardy stage (Fig. 6.16 and compare Fig. 6.11 and 6.15).

Scars

Radiated
processes

Scar processes: green arrows. Radial processes: blue arrows. Protoplas-
mic astrocytes: yellow arrows. Fibrous astrocytes: orange arrows. A
marked accumulation of GLU was found in the C region (left side of
Figs. 5 and 7). Both radiated (Figs. 8-9) and scar (Figs. 4, 5 and 6, 7)
processes showed a marked immunoreactivity for GLU. A similar high
GLU-immunoreactivity was observed for protoplasmic (Figs. 10-11) and
fibrous (Figs. 13-14) astrocytes in the D region. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.
com.]

GLU-Administration Alters the GLU-Metabolism
in Astrocytes

The GLU-transporter inhibition with PDC increased
the extracellular concentration of GLU and decreased its
astrocytic metabolites glutamine and alanine (Fig. 7 left-
side). GLU-administration increased alanine (synthe-
sized in astrocytes by catabolizing GLU with alanine
aminotransferase) but decreased glutamine (synthesized
in astrocytes by catabolizing GLU with glutamine syn-
thetase). A similar effect was found when the glutamine
synthetase was inhibited with MSO (Fig. 7 right-side).
Thus, taken together, present data suggest that the
GLU-administration increases the intracellular GLU,
which, in a second step, produces a selective and persis-
tent inhibition of glutamine synthetase (without chang-
ing the activity of alanine aminotransferase). This
inhibition could be at the basis of the intracellular accu-
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130 pm

130 pm

Fig. 5. Reactive gliosis and neuronal degeneration after GLU-perfu-
sion: long-lasting effects. The cell immunoreactivity is shown in red for
GFAP and green for NeuN. C: central region which was penetrated by
the microdialysis probe. C: central region. P: proximal region. D: distal
region. Radial-like glia completely vanished six weeks after GLU-
administration. The P region previously occupied by radial-like glia

mulation of GLU in astrocytes, which cannot be metabo-
lized in this way to glutamine and released to the
extracellular medium by glutamine transporters.

DISCUSSION

The transient administration of GLU in the striatum
induced reactive astrogliosis with a persistent accumula-
tion of GLU in reactive astrocytes. GLU-accumulation
was found not only in protoplasmic and fibrous astro-
cytes but also in the radial-like glia, which appeared
around the perfusion locus (an area which lost neuronal
and astrocytic cell after GLU administration). The

Fig. 4. Reactive gliosis and GLU-accumulation activated by GLU-
perfusion: differences between perfused and contralateral striatum and
between sham-perfused and GLU-perfused striatum. The cell immuno-
reactivity is shown in red for GFAP and yellow for glutamate. Black
and white images show the striatal distribution of fiber tracts (black
lines within the discontinuous green lines which indicate the tract
boundary). C: central region which was penetrated by the microdialysis
probe. P: proximal region showing radial (green arrows) and scar
(yellow arrows) processes. D: distal region showing protoplasmic astro-
cytes and fibrous astrocytes (blue arrows). Protoplasmic astrocytes:
green arrows. Radial-like astrocytes: pink arrows. Neuronal GLU-inner-
vation: red arrows. Examples of high GFAP- and GLU-immunostaining
are shown for protoplasmic astrocytes (top) and for fibrous astrocytes
(bottom). GLU-perfusion induced a marked increase of GFAP-immuno-
reactivity in protoplasmic (8 vs. 9, and 10 vs. 11) and fibrous (27 vs. 30)
astrocytes, an effect which was much more marked than that observed
in sham-perfused rats (18 and 32). Both protoplasmic (14 vs. 15, and 16

60 um

60 um

GFAP NeuN

was later replenished by protoplasmic astrocytes (1, 2, 3). Striatal pa-
renchyma around the C region lost all its neurons (5, 6, 7). Protoplas-
mic astrocytes remained hypertrophic, and were located in both the P
and D regions. No astrocytic differences were observed between the P
and D regions (3 vs. 4). [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at wileyonlinelibrary.com.]

microdialysis study showed the inhibition of glutamine
synthetase as a possible cause for the astrocytic accumu-
lation of GLU.

The Extrasynaptic GLU-Pool Induces Cell
Degeneration

GLU-perfusion induced the complete loss of protoplas-
mic astrocytes, fibrous astrocytes, and neurons in the
striatal region bordering the perfusion area. This cell
loss was observed in a radium of ~ 400 ym around the
microdialysis probe, suggesting that a high-GLU concen-
tration is needed to induce cell death. The existence of

vs. 17) and fibrous (28 vs. 31) astrocytes showed a marked GLU-immu-
noreactivity, an effect which was not observed in sham-perfused ani-
mals (19 and 33). The high GFAP and GLU immunostaining showed a
marked colocalization in astrocytes (5). The GFAP (24) and GLU (25)
immunoreactivity was more marked in regions with severe astrogliosis
(characterized by a marked hypertrophy, GFAP up regulation and over-
lapping of astrocyte processes; 21 and 23) than in regions with moder-
ate astrogliosis (characterized by a minor hypertrophy and GFAP up
regulation which was not accompanied by an overlapping of astrocyte
processes and a loss of the astrocytic cell domains; 20 and 22). Immuno-
reactivity values (immunofluorescence intensity) obtained in the
injected striatum were normalized as a percentage of the mean value
computed in the astrocytic processes of the contralateral striatum, a
procedure used to minimize the intertrial fluctuation of immunostain-
ing. Values represent the mean * standard error. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.
com.]
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Fig. 6. Reactive gliosis and GLU-accumulation activated after GLU-
perfusion: long-lasting effects. The cell immunoreactivity is shown in
green for GFAP and in red for GLU. The black and white images show
the striatal distribution of the fiber tracts. In protoplasmic astrocytes,
the high GFAP-immunoreactivity persisted 6 weeks after GLU-adminis-
tration (1 vs. 5; 2 vs. 6; 3 vs. 7; 4), but the GLU-immunoreactivity
decreased to values below the contralateral striatum (8). In fibrous

two extracellular GLU-pools in the brain has been pro-
posed: a neurotransmitter pool linked to the fast and
short-lasting action of synaptic GLU on perisynaptic
GLU-receptors and a volume transmitter pool linked to
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40
20
0

x p<0.001 vs. contralateral

astrocytes, the high GFAP (10 vs. 14; 12) and GLU (11 vs. 15; 16) im-
munoreactivity persisted 6 weeks after GLU-administration. Values are
mean * standard error of immunofluorescence intensity; values were
normalized as the percentage of the mean value of the contralateral
striatum). [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]

the glial GLU which, after diffusing across the extracel-
lular space, induces a long-lasting action on remote
GLU-receptors (Bezzi et al., 2004; Del Arco et al., 2003;
Keefe et al., 1993; Lowy et al., 1993; Saulskaya and
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Fig. 7. Glutamate metabolization after PDC, MSO and glutamate
administration: microdialysis study. Values were normalized according
to the mean value in the three dialysates recorded before the drug per-
fusion and represent the mean * standard error. The GLU-transporter
inhibition using PDC increased GLU and decreased glutamine and ala-
nine (left-side). GLU-administration increased alanine and decreased

Marsden, 1995; Shinohara et al., 2000; Tucci et al.,
1998). The transfer-rate of drugs across the membrane
of microdialysis probes (10%-15% when tested in vitro
before each experiment) suggests that the perfusion of 5
mM GLU-solutions increased the extracellular GLU con-
centration up to 500 uM, a concentration, which quickly
decreased with GLU diffusion and under the action of
GLU-transporters. This GLU-concentration is more than
10 times lower than that previously found in the synap-
tic cleft during neurotransmission (3-5 mM), but more
than 100 times higher than that observed in the extra-
synaptic space (1-2 puM). Thus, perfused GLU was able
to increase the nonsynaptic GLU-pool but not the synap-
tic GLU pool, suggesting that its actions on neurons and
astrocytes probably involved GLU-receptors linked to
the volume transmission more than those involved in
neurotransmission.

GLU Induces Reactive Astrogliosis

The striatum around the microdialysis probe (P
region) lost all its protoplasmic and fibrous astrocytes,
which were replaced by GFAP+ cells not normally found
in the striatum (radial-like astrocytes). These new cells
had scar (forming a perilesion capsule) and radial proc-
esses similar to those previously reported for the radial
glia in the subventricular zone (Garcia et al., 2004; Han-

glutamine. The glutamine synthetase inhibition with MSO increased al-
anine and decreased glutamine and GLU (right-side). These data sug-
gest that the glutamine synthetase inhibition is involved in the persis-
tent GLU-accumulation observed in striatal astrocytes after the extrac-
ellular perfusion of GLU. [Color figure can be viewed in the online
issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

sen et al., 2010; Scheffler et al., 2005; Suzuki and Gold-
man, 2003). Because the subventricular radial glia is
GFAP+ (Doetsch et al., 1999; Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009; Liu et al., 2006) and can migrate across
the striatum (Behrstock et al., 2006; Zhang et al., 2007),
these cells could be the origin of the perilesion radial-
like glia found here. In addition, the subventricular ra-
dial glia can progress to fully differentiated astrocytes
(Chojnacki and Weiss, 2008; Lois and Alvarez-Buylla,
1993; Reynolds and Weiss, 1992), which could explain
the tardy repopulation of the P region with new proto-
plasmic astrocytes (a fact observed here 5 weeks after
GLU-administration).

The high GLU-level has been suggested as a cause of
reactive astrogliosis (Sofroniew and Vinters, 2010), a
possibility supported here for both protoplasmic and
fibrous astrocytes. The intensity of the reactive gliosis
decreased progressively in areas of the D region further
away from the GLU-perfusion, suggesting that there is
a direct relationship between the extracellular-GLU con-
centration and astrogliosis intensity. Near the perfusion
area, the GLU action could have been intensified and
prolonged by GLU released from synaptic terminals and
glial cells which degenerated in the P region after GLU
administration. The persistence of reactive gliosis was
not the same in all the astrocyte types. The shortest
response was found for radial-like glia, which was
observed 1 week after GLU-perfusion but not 6 weeks

GLIA
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later. In contrast, the gliosis of protoplasmic astrocytes
persisted for the 6 weeks of the study, replenishing the
regions previously occupied by the perilesion radial-like
glia during this time. Fibrous astrocytes were still acti-
vated at the end of the 6 weeks of the study.

The functional consequence of astrogliosis on the evo-
lution of brain lesions is under debate (de Groot and
Sontheimer, 2011; Raivich et al., 1999; Sofroniew and
Vinters, 2010). The observation that glial scars inhibit
axon regeneration initially suggested that astrogliosis is
a maladaptive phenomenon, which was later reconsid-
ered in studies reporting different beneficial effects for
reactive astroglia (Sofroniew and Vinters, 2010). One of
these beneficial functions is the ability of astroglial cells
to uptake GLU and prevent its excitotoxic action (Bush
et al., 1999; Rothstein et al., 1996; Swanson et al.,
2004). A new fact to consider in this respect is the capa-
bility of these reactive astrocytes to accumulate GLU for
long time-intervals.

Reactive Astrocytes Accumulate Intracellular-GLU

GLU perfusion for 1 h induced a marked accumulation
of GLU in astrocytes which lasted for more than 6
weeks after the GLU withdrawal. As far as we know,
this is the first time where a self-induced glutamate
accumulation (SIGA) is reported in the striatum. Since
SIGA was only observed in reactive astrocytes, present
data also suggest a relationship between mechanisms
involved in SIGA and those involved in the reactive
gliosis.

The action of glial GLU transporters, and particularly
of EAAT?2, is probably required for SIGA. EAAT?2 is very
abundant in the brain (1% of total brain proteins) (Dan-
bolt, 2001), and particularly in astrocytes (although it is
also expressed by macrophages), where it acts as the
agent primarily responsible for GLU removal from the
extracellular medium (Foran and Trotti, 2009; Robinson,
1998). Thus, this transporter could be necessary for the
initial accumulation of GLU in astrocytes and macro-
phages induced by GLU perfusion. However, the persist-
ence of this accumulation for weeks is difficult to explain
if the GLU-catabolization was normal. GLU-perfusion
decreased the glutamine level, suggesting that the high
concentrations of GLU can induce a fast blockade of
glutamine synthesis. The GLU-administration which
decreased the glutamine level increased the alanine
level, suggesting that the inhibition of the GLU-cataboli-
zation is selective for glutamine synthetase and does not
modify the activity of the alanine aminotransferase.
This is also supported by the segregation of the gluta-
mine (decrease) and alanine (increase) response to the
inhibition of glutamine synthetase with MSO. The inhi-
bition of GLU-transporters with PDC increased GLU
but did not segregate the glutamine and alanine
responses (both GLU-metabolites decreased). Taken to-
gether, the GLU increase and the alanine decrease
observed after GLU administration suggests that high-
GLU inhibits the glutamine synthetase without modify-
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ing the activity of the alanine aminotransferase or the
GLU-transporters. Considering the previous finding that
astrogliosis downregulates the glutamine synthetase
expression (Ortinski et al., 2010), present data showing
that GLU inhibits the glutamine synthetase activity and
only induces SIGA in reactive astrocytes suggest that
the glutamine synthetase inhibition is a key factor for
SIGA development.

As suggested in previous in vitro studies on hippocam-
pal cells (Xu et al., 2007), the GLU-release from SIGA-
astrocytes could induce a massive extracellular increase
of GLU followed by excitotoxicity. The glial-GLU accumu-
lation observed here could produce the same affects in the
striatum, suggesting that SIGA is a maladaptive phenom-
enon. However, the production of an excessive quantity of
glutamine can also damage neurons. It has been reported
that glutamine can inhibit the metabolic activity of the
mitochondria (Mates et al., 2009), promoting hepatic
encephalopathy (Albrecht et al., 2007; Hourani et al.,
1971; Lemberg and Fernandez, 2009). Thus, glutamine
synthetase inhibition could also be an adaptive phenom-
enon to prevent glutamine toxicity. In any case, there are
a number of stimuli (swelling, ischemia, ROS, microglia
activation. ..) and mechanisms (vesicular release, reverse
operation of GLU-transporters, opening of anion channels
or hemichannels. ..) than can release GLU from the cyto-
sol of astrocytes, and the massive storage of GLU for long-
time intervals should be considered as a threat. The per-
sistence of SIGA was different in protoplasmic and fibrous
astrocytes. In fact, the SIGA observed in protoplasmic
astrocytes one week after GLU-administration was
replaced 6 weeks later by the contrary phenomenon, a
decrease of GLU to levels lower than those computed in
the contralateral striatum. As fibrous astrocytes showed
SIGA at this tardy stage, this down-regulation was selec-
tive for protoplasmic astrocytes.

In summary, a complex reactive gliosis is reported
here after the local perfusion of GLU in the extracellular
medium of the striatum, a response which was different
for radial-like glia, protoplasmic astrocytes, and fibrous
astrocytes. Astrocytic gliosis was accompanied by a per-
sistent cytosolic accumulation of GLU probably associ-
ated to a decrease of glutamine synthetase activity.
GLUergic over-activation has been involved in the pro-
gression of degenerative disorders, such as HD and PD.
This study shows that a transient over-activation of
GLU-transmission can trigger a reactive astrogliosis
which accumulates massive quantities of intracytosolic-
GLU, and which could be involved in the progression of
these basal ganglia disturbances.

REFERENCES

Albin RL, Reiner A, Anderson KD, Dure LSt, Handelin B, Balfour R,
Whetsell WO Jr, Penney JB, Young AB. 1992. Preferential loss of
striato-external pallidal projection neurons in presymptomatic Hun-
tington’s disease. Ann Neurol 31:425-430.

Albrecht J, Sonnewald U, Waagepetersen HS, Schousboe A. 2007. Glu-
tamine in the central nervous system: Function and dysfunction.
Front Biosci 12:332-343.



ASTROCYTIC SELF-INDUCED GLU ACCUMULATION 13

Andre VM, Cepeda C, Levine MS. 2010. Dopamine and glutamate in
Huntington’s disease: A balancing act. CNS Neurosci Ther 16:163—
178.

Beal MF, Kowall NW, Ellison DW, Mazurek MF, Swartz K.J, Martin JB.
1986. Replication of the neurochemical characteristics of Hunting-
ton’s disease by quinolinic acid. Nature 321:168-171.

Beal MF, Kowall NW, Swartz KJ, Ferrante RJ, Martin JB. 1988. Sys-
temic approaches to modifying quinolinic acid striatal lesions in rats.
J Neurosci 8:3901-3908.

Behrstock S, Ebert A, McHugh J, Vosberg S, Moore J, Schneider B,
Capowski E, Hei D, Kordower J, Aebischer P, Svendsen CN. 2006.
Human neural progenitors deliver glial cell line-derived neurotro-
phic factor to parkinsonian rodents and aged primates. Gene Ther
13:379-388.

Bezzi P, Carmignoto G, Pasti L, Vesce S, Rossi D, Rizzini BL, Pozzan T,
Volterra A. 1998. Prostaglandins stimulate calcium-dependent gluta-
mate release in astrocytes. Nature 391:281-285.

Bezzi P, Gundersen V, Galbete JL, Seifert G, Steinhauser C, Pilati E,
Volterra A. 2004. Astrocytes contain a vesicular compartment that is
competent for regulated exocytosis of glutamate. Nat Neurosci 7:613—
620.

Bush TG, Puvanachandra N, Horner CH, Polito A, Ostenfeld T, Svend-
sen CN, Mucke L, Johnson MH, Sofroniew MV. 1999. Leukocyte infil-
tration, neuronal degeneration, and neurite outgrowth after ablation
of scar-forming, reactive astrocytes in adult transgenic mice. Neuron
23:297-308.

Coyle JT. 1987. Kainic acid: Insights into excitatory mechanisms caus-
ing selective neuronal degeneration. Ciba Found Symp 126:186-203.
Coyle JT, Schwarcz R. 1976. Lesion of striatal neurones with kainic
acid provides a model for Huntington’s chorea. Nature 263:244-246.
Chojnacki A, Weiss S. 2008. Production of neurons, astrocytes and

ohgodendrocytes from mammalian CNS stem cells. Nat Protoc 3:935—

940.

Danbolt NC. 2001. Glutamate uptake. Prog Neurobiol 65:1-105.

de Groot J, Sontheimer H. 2011. Glutamate and the biology of gliomas.
Glia 59:1181-1189.

Del Arco A, Segovia G, Fuxe K, Mora F. 2003. Changes in dialysate
concentrations of glutamate and GABA in the brain: An index of vol-
ume transmission mediated actions? J Neurochem 85:23-33.

Doetsch F, Caille I, Lim DA, Garcia-Verdugo JM, Alvarez-Buylla A.
1999. Subventricular zone astrocytes are neural stem cells in the
adult mammalian brain. Cell 97:703-716.

Douaud G, Behrens TE, Poupon C, Cointepas Y, Jbabdi S, Gaura V,
Golestani N, Krystkowiak P, Verny C, Damier P, Bachoud-Lévi AC,
Hantraye P, Remy P. 2009. In vivo evidence for the selective subcorti-
cal degeneration in Huntington’s disease. Neuroimage 46:958-966.

During MJ, Ryder KM, Spencer DD. 1995. Hippocampal GABA trans-
porter function in temporal-lobe epilepsy. Nature 376:174-177.

Foran E, Trotti D. 2009. Glutamate transporters and the excitotoxic
path to motor neuron degeneration in amyotrophic lateral sclerosis.
Antioxid Redox Signal 11:1587-1602.

Garcia AD, Doan NB, Imura T, Bush TG, Sofroniew MV. 2004. GFAP-
expressmg progenitors are the principal source of consmutlve neuro-
genesis in adult mouse forebrain. Nat Neurosci 7:1233-124

Garcia Dopico J, Perdomo Diaz J, Alonso TJ, Gonzalez Hernandez T,
Castro Fuentes R, Rodriguez Diaz M. 2004. Extracellular taurine in
the substantia nigra: taurine-glutamate interaction. J Neurosci Res
76:528-538.

Haas J, Erdo SL. 1991. Quisqualate-induced excitotoxic death of glial
cells: transient vulnerability of cultured astrocytes. Glia 4:111-114.
Halliday GM, Stevens CH. 2011. Glia: Initiators and progressors of

pathology in Parkinson’s disease. Mov Disord 26:6-17.

Hansen DV, Lui JH, Parker PR, Kriegstein AR. 2010. Neurogenic
radial glia in the outer subventricular zone of human neocortex.
Nature 464:554-561.

Hazell AS. 2007. Excitotoxic mechanisms in stroke: an update of con-
cepts and treatment strategies. Neurochem Int 50:941-953.

Hourani BT, Hamlin EM, Reynolds TB. 1971. Cerebrospinal fluid gluta-
mine as a measure of hepatic encephalopathy. Arch Intern Med
127:1033-1036.

Jenner P, Olanow CW. 1998. Understanding cell death in Parkinson’s
disease. Ann Neurol 44:S72-584.

Kassubek J, Juengling FD, Ecker D, Landwehrmeyer GB. 2005. Tha-
lamic atrophy in Huntington’s disease co-varies with cognitive per-
formance: A morphometric MRI analysis. Cereb Cortex 15:846-853.

Keefe KA, Sved AF, Zigmond MJ, Abercrombie ED. 1993. Stress-
induced dopamine release in the neostriatum: Evaluation of the role
of action potentials in nigrostriatal dopamine neurons or local initia-
tion by endogenous excitatory amino acids. J Neurochem 61:1943—
1952.

Kriegstein A, Alvarez-Buylla A. 2009. The glial nature of embryonic
and adult neural stem cells. Annu Rev Neurosci 32:149-184.

Lemberg A, Fernandez MA. 2009. Hepatic encephalopathy, ammonia,
glutamate, glutamine and oxidative stress. Ann Hepatol 8:95-102.

Liu X, Bolteus AJ, Balkin DM, Henschel O, Bordey A. 2006. GFAP-
expressing cells in the postnatal subventricular zone display a unique
glial phenotype intermediate between radial glia and astrocytes. Glia
54:394-410.

Lois C, Alvarez-Buylla A. 1993. Proliferating subventricular zone cells
in the adult mammalian forebrain can differentiate into neurons and
glia. Proc Natl Acad Sci USA 90:2074-2077.

Lowy MT, Gault L, Yamamoto BK. 1993. Adrenalectomy attenuates
stress-induced elevations in extracellular glutamate concentrations in
the hippocampus. J Neurochem 61:1957-1960.

Marcaggi P, Attwell D. 2004. Role of glial amino acid transporters in
synaptic transmission and brain energetics. Glia 47:217-225.

Marti M, Shrenna S, Fuxe K, Bianchi C, Beani L, Morari M. 2000.
Increased responsivity of glutamate release from the substantia nigra
pars reticulata to striatal NMDA receptor blockade in a model of Par-
kinson’s disease. A dual probe microdialysis study in hemiparkinso-
nian rats. Eur J Neurosci 12:1848-1850.

Mates JM, Segura JA, Campos-Sandoval JA, Lobo C, Alonso L, Alonso
FJ, Marquez J. 2009. Glutamine homeostasis and mitochondrial
dynamics. Int J Biochem Cell Biol 41:2051-2061.

Matute C. 1998. Characteristics of acute and chronic kainate excitotoxic
damage to the optic nerve. Proc Natl Acad Sci USA 95:10229-10234.
Matute C, Domercq M, Sanchez-Gomez MV. 2006. Glutamate-mediated
glial injury: Mechanisms and clinical importance. Glia 53:212-224.
McCarty MF. 2006. Down-regulation of microglial activation may repre-
sent a practical strategy for combating neurodegenerative disorders.

Med Hypotheses 67:251-269.

McDonald JW, Althomsons SP, Hyrc KL, Choi DW, Goldberg MP. 1998.
Oligodendrocytes from forebrain are highly vulnerable to AMPA/kai-
nate receptor-mediated excitotoxicity. Nat Med 4:291-297.

McGeer EG, McGeer PL, Singh K. 1978. Kainate-induced degeneration
of neostriatal neurons: Dependency upon corticostriatal tract. Brain
Res 139:381-383.

McGeer PL, McGeer EG. 2008. Glial reactions in Parkinson’s disease.
Mov Disord 23:474-483.

Meshul CK, Emre N, Nakamura CM, Allen C, Donohue MK, Buckman
JF. 1999. Time-dependent changes in striatal glutamate synapses fol-
lowing a 6-hydroxydopamine lesion. Neuroscience 88:1-16.

Morales I, Fuentes A, Gonzalez-Hernandez T, Rodriguez M. 2009.
Osmosensitive response of glutamate in the substantia nigra. Exp
Neurol 220:335-340.

Obeso JA, Rodriguez-Oroz MC, Benitez-Temino B, Blesa FJ, Guridi J,
Marin C, Rodriguez M. 2008. Functional organization of the basal
ganglia: therapeutic implications for Parkinson’s disease. Mov Disord
23 Suppl 3:5548-S559.

Obeso JA, Rodriguez-Oroz MC, Goetz CG, Marin C, Kordower JH,
Rodriguez M, Hirsch EC, Farrer M, Schapira AH, Halliday G. 2010.
Missing pieces in the Parkinson’s disease puzzle. Nat Med 16:653—

1

Obrenovitch TP, Richards DA. 1995. Extracellular neurotransmitter
changes in cerebral ischaemia. Cerebrovase Brain Metab Rev 7:1-54.

Obrenovitch TP, Urenjak J. 1997. Altered glutamatergic transmission
in neurological disorders: From high extracellular glutamate to exces-
sive synaptic efficacy. Prog Neurobiol 51:39-87.

Olanow CW, Tatton WG. 1999. Etiology and pathogenesis of Parkin-
son’s disease. Annu Rev Neurosci 22:123-144.

Ortinski PI, Dong J, Mungenast A, Yue C, Takano H, Watson DJ, Hay-
don PG, Coulter DA. 2010. Selectlve induction of astrocytic gliosis
generates deficits in neuronal inhibition. Nat Neurosci 13:584-591.

Perry VH, Bell MD, Brown HC, Matyszak MK. 1995. Inflammation in
the nervous system. Curr Opin Neurobiol 5:636-641.

Raivich G, Bohatschek M, Kloss CU, Werner A, Jones LL, Kreutzberg
GW. 1999. Neuroglial activation repertoire in the injured brain:
graded response, molecular mechanisms and cues to physiological
function. Brain Res Brain Res Rev 30:77-105.

Rappold PM, Tieu K. 2010. Astrocytes and therapeutics for Parkinson’s
disease. Neurotherapeutics 7:413-423.

Reynolds BA, Weiss S. 1992. Generation of neurons and astrocytes
from isolated cells of the adult mammalian central nervous system.
Science 255:1707-1710.

Robinson MB. 1998. The family of sodium-dependent glutamate trans-
porters: a focus on the GLI-1/EAAT2 subtype. Neurochem Int
33:479-491.

Rodriguez Diaz M, Alonso TJ, Perdomo Diaz J, Gonzalez Hernandez T,
Castro Fuentes R, Sabate M, Garcia Dopico J. 2005. Glial regulation
of nonsynaptic extracellular glutamate in the substantia nigra. Glia
49:134-142.

Rodriguez M, Morales I, Gomez I, Gonzalez S, Gonzalez- Hemandez T,
Gonzalez-] Mora JL. 2006 Heter: dopamlne neurocl try in
the striatum: the fountain-drain matrix. J Pharmacol Exp Ther.

GLIA



14 MORALES AND RODRIGUEZ

Rodriguez MC, Obeso JA, Olanow CW. 1998. Subthalamic nucleus-
mediated excitotoxicity in Parkinson’s disease: a target for neuropro-
tection. Ann Neurol 44:5175-5188.

Rothstein JD, Dykes-Hoberg M, Pardo CA, Bristol LA, Jin L, Kuncl RW,
Kanai Y, Hediger MA, Wang Y, Schielke JP, Welty Df. 1996. Knockout of
glutamate transporters reveals a major role for astroglial transport in
excitotoxicity and clearance of glutamate. Neuron 16:675-686.

Saulskaya N, Marsden CA. 1995. Extracellular glutamate in the nu-
cleus accumbens during a conditioned emotional response in the rat.
Brain Res 698:114-120.

Scheffler B, Walton NM, Lin DD, Goetz AK, Enikolopov G, Roper SN,
Steindler DA. 2005. Phenotypic and functional characterization of
adult brain neuropoiesis. Proc Natl Acad Sci USA 102:9353-9358.

Shinohara K, Honma S, Katsuno Y, Honma K. 2000. Circadian release
of excitatory amino acids in the suprachiasmatic nucleus culture is
Ca(2+)-independent. Neurosci Res 36:245-250.

Sofroniew MV. 2009. Molecular dissection of reactive astrogliosis and
glial scar formation. Trends Neurosci 32:638-647.

Sofroniew MYV, Vinters HV. 2010. Astrocytes: Biology and pathology.
Acta Neuropathol 119:7-35.

Streit WJ, Walter SA, Pennell NA. 1999. Reactive microgliosis. Prog
Neurobiol 57:563-581.

Suzuki SO, Goldman JE. 2003. Multiple cell populations in the early
postnatal subventricular zone take distinct migratory pathways: A
dynamic study of glial and neuronal progenitor migration. J Neurosci
23:4240-4250.

GLIA

Swanson RA, Ying W, Kauppinen TM. 2004. Astrocyte influences on
ischemic neuronal death. Curr Mol Med 4:193-205.

Teismann P, Schulz JB. 2004. Cellular pathology of Parkinson’s dis-
ease: astrocytes, microglia and inflammation. Cell Tissue Res
318:149-161.

Tucci S, Rada P, Hernandez L. 1998. Role of glutamate in the amygdala
and lateral hypothalamus in conditioned taste aversion. Brain Res
813:44-49.

Vesce S, Rossi D, Brambilla L, Volterra A. 2007. Glutamate release
from astrocytes in physiological conditions and in neurodegenerative
disorders characterized by neuroinflammation. Int Rev Neurobiol
82:57-T1.

Xu J, Peng H, Kang N, Zhao Z, Lin JH, Stanton PK, Kang J. 2007.
Glutamate-induced exocytosis of glutamate from astrocytes. J Biol
Chem 282:24185-24197.

Yoshioka A, Hardy M, Younkin DP, Grinspan JB, Stern JL, Pleasure D.
1995. Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA)
receptors mediate excitotoxicity in the oligodendroglial lineage.
J Neurochem 64:2442-2448.

Zhang RL, LeTourneau Y, Gregg SR, Wang Y, Toh Y, Robin AM, Zhang
ZG, Chopp M. 2007. Neuroblast division during migration toward the
ischemic striatum: A study of dynamic migratory and proliferative
characteristics of neuroblasts from the subventricular zone. J Neuro-
sei 27:3157-3162.



	Portada
	Dedicatoria
	Agradecimientos
	Índice
	INTRODUCCIÓN
	GANGLIOS BASALES
	LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
	Descripción general
	Epidemiología
	Anatomía patológica
	Tratamiento actual y futuro en la enfermedad de Parkinson.
	Etiología y patogenia de la enfermedad de Parkinson.
	Agentes extrínsecos y vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas
	El glutamato como agente extrínseco de vulnerabilidad para las neuronas dopaminérgicas



	OBJETIVOS EXPERIMENTALES GENERALES DE LA PRESENTE MEMORIA
	MATERIAL Y MÉTODOS: ASPECTOS GENERALES
	ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
	ANESTESIA Y CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA
	Anestesia
	Cirugía
	Lesión de las neuronas dopaminérgicas

	MICRODIÁLISIS
	Tipo de cánula
	Intervalo de adaptación de la cánula
	El medio de perfusión
	Recuperación por la cánula

	CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN
	Análisis de aminoácidos por HPLC
	Estudio de catecolaminas por HPLC

	ESTUDIO MORFOLÓGICO
	Obtención de muestras
	Inmunohistoquímica
	Inmunofluorescencia
	Tinción de Nissl (violeta de cresilo)
	Densitometría de las inevaciones al estriado
	Cuantificación neuronal
	Cuantificación de la reactividad astrocítica

	ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	EXPERIMENTOS: MÉTODOS, RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	BLOQUE TEMÁTICO 1: EXCITOTOXICIDAD GLUTAMATÉRGICA ESTRIATAL
	Introducción
	Experimento 1: Efecto inespecífico de la cánula en el estriado
	Metodología
	Resultados

	Experimento 2: Acción estriatal del glutamato extracelular extrasináptico
	Metodología
	Resultados

	Experimento 3: Acción del glutamato extracelular extrasináptico estriatal sobre el metabolismo glial del glutamato
	Metodología
	Resultados

	Discusión Experimentos 1, 2 y 3
	Experimento 4: Excitotoxicidad glutamatérgica estriatal y degeneración retrograda
	Metodología
	Resultados
	Discusión

	Experimentos 5 a 8: Interacción estriatal de la dopamina, el glutamato y el ácido ascórbico como mecanismo para la degeneración retrogra
	Metodología común

	Experimento 5: Efecto del glutamato en la transmisión dopaminérgica estriatal y nigral
	Metodología
	Resultados

	Experimento 6: Acción del ácido ascórbico en la transmisión dopaminérgica y glutamatérgica estriatal
	Metodología
	Resultados

	Experimento 7: Efecto de la dopaminérgica en la transmisión glutamatérgica estriatal
	Metodología
	Resultados

	Experimento 8: Efecto de la levodopa en la transmisión dopaminérgica y glutamatérgica estriatal de ratas denervadas con 6-OHDA
	Metodología
	Resultados

	Discusión de los experimentos 5 al 8

	BLOQUE TEMÁTICO 2: REGULACIÓN DE LA LIBERACIÓN GLIAL DE AGENTES NEUROACTIVOS EN LA SUSTANCIA NEGRA
	Introducción
	Experimento 9: Acción de la hipo-osmolaridad en el reservorio de taurina extracelular extrasináptico de la sustancia negra
	Metodología
	Resultados

	Experimento 10: Baja osmolaridad, concentración iónica y taurina extracelular en la sustancia negra
	Metodología
	Resultados

	Experimento 11: La respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad depende de las condiciones basales de osmolaridad
	Metodología
	Resultados

	Experimento 12: Acción de la hiper-osmolaridad en los niveles de taurina nigral extracelular
	Metodología
	Resultados

	Experimento 13: Efecto de la hipo-osmolaridad en el reservorio de glutamato extracelular extrasináptico nigral
	Metodología
	Resultados

	Experimento 14: Efecto del bloqueo de los receptores AMPA-Kainato sobre la respuesta de la taurina a los pulsos de hipo-osmolaridad en la sustancia negra
	Metodología
	Resultados

	Experimento 15: La respuesta de la taurina a agonistas de los receptores purinérgicos P2
	Metodología
	Resultados

	Experimento 16: Participación de agonistas de los receptores purinérgicos P2 en la respuesta de la taurina nigral extracelular extrasináptico a los cambios locales de hipo-osmolaridad: acción de pulsos de ATP de corta larga
	Metodología
	Resultados

	Experimento 17: Respuesta taurinérgica a la hipo-osmolaridad en presencia de altas concentraciones de ATP en el medio extracelular
	Metodología
	Resultados

	Experimento 18: Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2, piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonato (PPADS), en la concentración extracelular de taurina en la sustancia negra
	Metodología
	Resultados

	Experimento 19: Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2 piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonato (PPADS) en la respuesta de la taurina a la hipo-osmolaridad
	Metodología
	Resultados

	Experimento 20: Efecto de la baja osmolaridad sobre reservorio extracelular no sináptico de glutamato
	Metodología
	Resultados

	Experimento 21: Efecto de los receptores purinérgicos P1 en la respuesta del glutamato nigral extracelular extrasináptico
	Metodología
	Resultados

	Experimento 22: Efecto de los receptores purinérgicos P2 en la respuesta del glutamato nigral extracelular no sináptico
	Metodología
	Resultados

	Experimento 23: Efecto dosis creciente de agonista de la estimulación de receptores purinérgicos P2: adenosina-5'-trifosfato (ATP), en la respuesta del reservorio glutamatérgico nigral extracelular no sináptico a los cambios locales de osmolaridad
	Metodología
	Resultados

	Experimento 24: Efecto de los antagonistas de los receptores purinérgicos P2: pyridoxalfosfato-6-azofenyl-2',4'-disulfónico (PPADS) en la respuesta del glutamato nigral extracelular extrasináptico a los cambios locales de hipoosmolaridad
	Metodología
	Resultados

	Experimento 25: Acción de los receptores ionotrópicos AMPA/Kainato en la respuesta del glutamato nigral extracelular no sináptico
	Metodología
	Resultados

	Experimento 26: Efecto de los receptores ionotrópicos (AMPA/kainato) en la respuesta del glutamato extracelular a los cambios locales de hipoosmolaridad en la sustancia negra
	Metodología
	Resultados

	Discusión experimentos 9-26


	CONCLUSIONES.
	BIBLIOGRAFÍA
	LISTADOS
	ABREVIATURAS
	TABLAS
	FIGURAS

	PUBLICACIONES RELACIONADAS



