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Introduccion

I. INTRODUCCION

A. Enfermedad de Parkinson

En 1817, James Parkinson describi6 de forma detallada las caracteristicas
clinicas de una serie de seis enfermos con un trastorno por €l denominado "paralisis
agitante", término que intentaba combinar dos caracterfsticas de la enfermedad: pobreza
de movimientos voluntarios y la presencia de temblor. Precis6 entre sus observaciones
la evolucién asimétrica, el curso progresivo de la enfermedad y la marcha festinante de
aparicién tardfa. Trousseau, en 1861, desarroll6 el concepto de rigidez, defini6 el
término bradicinesia para referirse a la lentitud caracteristica y observ6 que en fases
avanzadas de la enfermedad aparecia deterioro cognitivo. Otro neurdlogo francés,
Charcot, fue quien la denominé enfermedad de Parkinson y complet6 la definicion de
los signos clinicos. La primera evidencia del trastorno dopaminérgico asociado data de

1960 (Ehringer y Hornykiewicz).

A.l. Clinica

Desde un punto de vista simplificado se define la enfermedad de Parkinson (EP)
como a un trastorno del movimiento caracterizado fundamentalmente por acinesia,
rigidez, temblor en reposo y alteracién de los reflejos posturales, es decir, una
enfermedad caracterizada por trastornos motores. Pero en la EP aparecen otros sintomas,
muchos de ellos con gran impacto en la calidad de vida, como trastornos emocionales
(depresi6n, ansiedad), sensitivos (acatisia, dolor, piernas inquietas), alteraciones del
suefio (insomnio, movimientos periédicos durante el suefio, piernas inquietas,
parasomnias), trastornos gastrointestinales (sialorrea, disfagia, estrefiimiento), deterioro
cognitivo, trastornos autonémicos (cambios en la libido, hipotensién ortostética,
sudoracién excesiva, seborrea).

La EP es un cuadro de carécter progresivo que, sin tratamiento, produce un
acortamiento de la esperanza media de vida. Se calcula una evolucién media de 20 afios
desde el diagnéstico. En la fase inicial muchas veces los pacientes no reconocen los
sintomas y signos pero con el paso del tiempo se muestran incapacitados y requieren
medicacién. De manera general la respuesta a cualquier tratamiento es inicialmente

buena, de larga duracién, sin fluctuaciones y sin complicaciones pero progresivamente
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la mejoria sintomdtica es insuficiente, de perfil temporal limitado y asociada a efectos

secundarios.

A.2. Neuropatologia y neuroquimica

Frederich Lewy describi6 en 1912 los cuerpos que posteriormente fueron
denominados con su apellido en diferentes niicleos subcorticales. Tretiakoff en 1919
describi6 su presencia en la substancia nigra pars compacta y la atrofia de esta estructura
como caracteristica de la EP. Estas inclusiones eosinofilicas citopldsmicas tienen un
niicleo central mas denso y un halo periférico. El constituyente fundamental son
neurofilamentos que han sufrido transformaciones por fosforilacién, ubicuitinacién,
proteolisis y entrecruzamiento. Se tifien con eosina y con anticuerpos contra la
ubiquitina y también son inmunoreactivos a la o—synucleina (Takeda y cols., 1998). No
son patognoménicos de la EP, pero cuando son abundantes y localizados en las
estructuras apropiadas son unos de los marcadores histolégicos mds fiables. La
enfermedad de Parkinson se caracteriza también por una serie de cambios morfolégicos
en los ganglios basales, siendo el mds relevante la pérdida de neuronas dopaminérgicas
que proyectan desde la sustancia nigra pars compacta (SNpc) al estriado, lo que se
asocia a una disminucién de los niveles de enzimas de sintesis de dopamina (DA) y a
una pérdida de marcadores presinépticos dopaminérgicos. El estriado, compuesto de
caudado, putamen y nicleo accumbens, recibe aferencias desde todo el cértex y desde
ndcleos taldmicos (parafascicular y centromediano) y es el principal niicleo de salida de
informacién desde los ganglios basales. Pero otras formaciones pigmentarias del tronco
cerebral estan también afectas (locus coeruleus y niicleo dorsal del vago) asi como otras
estructuras como los niicleos grises de la base, en particular, el palido. Esta muerte
neuronal, progresiva y de etiopatogenia desconocida, provoca una disminucién paulatina
de los niveles de DA en estriado, lo que produce un desequilibrio funcional en los
circuitos neuroquimicos cerebrales con el consiguiente desarrollo de los signos y
sintomas tipicos de esta enfermedad, fundamentalmente rigidez y acinesia. Inicialmente,
con una pérdida de DA estriatal de un 80%, dnicamente se aprecia sintomatologfa leve,
pero con una pérdida de DA del 95% la acinesia es ya evidente (Bernheimer y
cols.,1973). Esto sugiere que durante la fase preclinica de la enfermedad se ponen en
marcha una serie de mecanismos compensatorios en las neuronas supervivientes. Asi

pues se evidencia un incremento en la cantidad de DA liberada por cada neurona
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(medido a través de un incremento en el cociente homovanilico (uno de sus metabolitos)
/ dopamina que puede deberse, al menos en parte, a una mayor actividad de la enzima
limitante de su sintesis, la tirosina hidroxilasa (TH). Aunque la cantidad de proteina TH
y la actividad total estén disminuidas tanto en SN como en estriado debido a la pérdida
neuronal, la actividad homoespecifica (actividad por miligramo de proteina) estd
incrementada (Mogi y cols., 1988). Sin embargo en cerebros de parkinsonianos la
cantidad de mRNA de TH por neurona estd disminuida (Javoy-Agid y cols., 1990). El
aumento de la actividad TH a pesar de la disminucién de niveles de proteina
posiblemente se debe a cambios post-transduccionales. En modelos en ratas
hemiparkinsonzadas mediante 6-hidroxidopamina (6-OHDA) se ha visto tambi€n un
incremento de actividad TH en las neuronas supervivientes, que es proporcional a la
depleccién de DA (Hefti y cols., 1990).

Aunque el déficit dopaminérgico nigroestriatal es el caracteristico de la
enfermedad, el més intenso y el que se correlaciona con los datos clinicos, otras
neuronas dopaminérgicas como las del drea tegmental también degeneran (sistema
mesolimbico/mesocortical) (Germain y cols., 1989). Las neuronas dopaminérgicas del
ntcleo arcuato del hipotdlamo que forman el sistema tuberoinfundibular regulador de la
secrecién pituitaria no degeneran en la EP (Matzuk y Saper, 1985). También hay
destruccién de otros grupos neurales incluyendo noradrenérgicos (pérdida de neuronas
del locus coeruleus, niveles disminuidos de noradrenalina, de sus metabolitos y de las
enzimas de sintesis) y serotoninérgicos (degeneracién de neuronas del nicleo del rafe,
disminucién de serotonina y sus metabolitos) (Asberg y cols., 1984, Paulus y Jellinger,
1991). En la EP también hay degeneracién de sistemas colinérgicos: disminucién de
acetil colina y de su enzima de sintesis a nivel cortical. Las neuronas colinérgicas
estriatales intervienen en el control motor y las del prosencéfalo basal y sustancia
innominada proyectan a regiones neocorticales, hipocampo y cértex entorrinal y estan

imbricadas en procesos mnésicos (Jellinger, 1986).

A.3. Epidemiologia. Factores de riesgo

La enfermedad de Parkinson es el trastorno del movimiento mds frecuente tras el
temblor esencial. La diversidad de las cifras publicadas de incidencia y prevalencia en

los diversos estudios obedecen a la disparidad de criterios diagndsticos, poblacién
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analizada y metodologfa empleada. Se calcula una prevalencia desde 18 a 187 casos por
100.000 habitantes (media 110) y una incidencia anual, por 100.000 habitantes, de 4.5-
53 (media 12) (Tanner y cols., 1997), aunque, con el envejecimiento poblacional
progresivo, estas cifras actualmente ya serdn mayores. Marti-Masso y cols. en 1992,
mediante cuestionario, cifraron la prevalencia en 1.110 casos por 100.000 habitantes
mayores de 65 afios. El tltimo estudio europeo, en el que se incluyen datos espaiioles,
cifra la prevalencia en 1.600 casos por 100.000 habitantes mayores de 65 afios (De Rijk
y cols., 1997).

El incremento de prevalencia de la EP y de cambios histopatolégicos en el
sistema nigroestriado con la edad hacen considerar el envejecimiento como un factor de
riesgo para la EP. El descubrimiento de parkinsonismo por la neurotoxina 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en humanos (Langston y cols., 1983) y de la
relacién del aminoécido excitador beta-N-metilamino-alanina, presente en la planta
Cycad circinalis, en la etiologia del complejo parkinson-ELA-demencia (Spencer y
cols., 1987) estimul6 la bisqueda de t6xicos ambientales en la etiologia de 1a EP. Varios
estudios describieron como factores de riesgo la residencia en zonas rurales, la
exposicién a herbicidas, el consumo de agua de pozo, la exposicién a derivados de
gasolina y otros productos industriales, las dietas pobres en vitamina E y 4cido ascérbico
o ricas en capsaicina, pero estudios epidemiolégicos realizados al efecto descartaron
esta asociacién. Se ha definido también una asociacién negativa entre habito tabéquico y
EP (Baumann y cols., 1980; Jiménez-Jiménez y cols.,1992; Tanner y cols.,1990) que
puede deberse a un efecto neuroprotector del tabaco, a una mayor mortalidad en los
fumadores o bien a una menor tendencia adictiva en pacientes afectos de EP, secundaria
a la disminucién de activacién de receptores nicotinicos situados en neuronas

mesolimbicas que controlan los mecanismos de adiccion.

A 4. Etiopatogenia

La etiologfa de la enfermedad de Parkinson continda siendo desconocida. Se
conocen factores ambientales y genéticos y se han postulado distintos mecanismos
patogénicos: alteracién en la produccién energética (déficit del complejo I mitocondrial

(Schapira y cols., 1989 y 1990; Mizuno y cols., 1989 y 1990), dafio mediado por
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radicales libres (Cohen, 1987; Jenner y cols., 1992; Beal, 1995), excitotoxicidad,
induccién de apoptosis.

El descubrimiento de alteraciones de la funcién mitocondrial, del metabolismo
del hierro, de un aumento de la peroxidacién lipidica y de actividades menores de
enzimas que intervienen en “mecanismos antioxidacién” sugieren que un incremento del
estrés oxidativo y el consiguiente exceso en la produccién de radicales libres podrian ser
mecanismos patogénicos relevantes en la EP. La autooxidacién y la oxidacién
deaminativa de la DA produce radicales libres potencialmente téxicos por lo que el
tratamiento con su precursor, la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), podria favorecer
la degeneraci6n y muerte neuronal.

Las fibras que proyectan desde la corteza al estriado y desde el nicleo
subtaldmico al palido medial usan el glutamato como principal neurotransmisor. El
déficit dopaminérgico podria conducir a una desinhibicién de la actividad
glutamatérgica y a lesién excitotéxica, mediada por aumento de calcio intracelular y
activaci6n de lipasas, proteasa y endonucleasas. También se ha descrito una disminucién
de proteinas ligadoras de calcio en sustancia nigra de pacientes con EP (Iacopino y
Christakos, 1990). Los inhibidores de 1a enzima de sintesis del 6xido nitrico protegen
contra la neurotoxicidad del MPTP (Przedborski y cols.,1992) por lo que se ha
implicado esta sustancia en la degeneracién a través de mediacién en mecanismos de
excitotoxicidad, liberacién de hierro y radicales libres e induccién de lesién en complejo
I mitocondrial. Otros mecanismos implicados son déficit de factores neurotréficos como
el derivado de fibroblastos (FGF) (Tooyama y cols., 1993) y dafio mediado por
citoquinas, como el factor del necrosis tumoral alfa, producido por células gliales
activadas. Como se ha descrito, muchos de estos mecanismos pueden estar imbricados y
es dificil establecer cudl es el primario: las neuronas dopaminérgicas de la substancia
nigra estdn sometidas a un elevado estrés oxidativo secundario al metabolismo de las
catecolaminas, lo que junto a un defecto en la produccién de energia puede
desencadenar la muerte neuronal tanto por activacién de apoptosis como por necrosis
mediada a través de excitotoxicidad.

Recientemente han sido identificadas alteraciones genéticas en pacientes con EP.
En 1996, Polymeropoulus y cols., al realizar andlisis de ligamiento en una familia con
EP de origen italiano con 7 individuos afectos, localizaron en la regién 4q21-q23 el

primer locus asociado a esta patologia. El andlisis molecular defini6 al gen que codifica
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para la proteina o—synucleina (SNCA) como el factor genético candidato asociado a la
EP. La secuenciacién del exén 4 de SNCA revel6 la transicién guanina—alanina en la
posicién 209 del cDNA, que resultarfa en la sustitucién de la alanina 53 por treonina en
la cadena aminoacidica de la proteina y en la creacién de una nueva diana de restriccion
para el enzima Tsp45 en el DNA (Polymeropoulus y cols.,1997). Posteriormente,
Kruger y cols. identificaron, en una familia de origen alemdn, una nueva mutacién en
SNCA que consiste en la transversién guanina—citosina en la posicién nucleotidica 88
de la secuencia codificante. Esta mutacién causaria la sustitucién de la alanina en
posicién 30 de la a-synucleina por prolina, ademds de generar una nueva diana en el
DNA para el enzima de restriccién Mval. Sin embargo, el andlisis molecular de
numerosas familias afectas, por diferentes grupos de investigacién, ha revelado la
ausencia de ligamiento al cromosoma 4q21-23. Poco después, Gasser y cols. localizaron
un segundo locus asociado a EP en el cromosoma 2p13. El gen asociado, aun sin
identificar, esta en la zona alfa de TGF, un gen cuya anulacién produce el trastorno de la
diferenciacién de células embrionarias de la sustancia nigra. Recientemente, Leroy y
cols. estudiaron, en pacientes con EP provenientes de 72 familias, el gen que codifica
para la enzima ubiquitina-carboxilo-terminal-hidrolasa-1 (UCH-L1), enzima que
interviene en la ruta metabdlica de proteolisis dependiente de ubiquitinas y presente en
los cuerpos de Lewy. En sélo una de las familias se detecté una mutaci6n puntual. Al
igual que en el caso de la o-synucleina, parece que las mutaciones que ocasionan
cambios en la enzima UCH-LI, intervienen s6lo en una minoria de pacientes con la
forma familiar de la enfermedad. También se ha identificado en el parkinsonismo
juvenil recesivo la asociacién con mutaciones en un gen (PARKIN) localizado en la
regién 6q25.2-q27 (Matsumine y cols., 1997) que codifica para una proteina cuya

funcién esta todavia por determinar.

A.5. Tratamiento

En cuanto al tratamiento, inicialmente se emplearon anticolinérgicos naturales
(atropina, hioscina) y mds tarde sintéticos, con un efecto fundamentalmente
antitremoérico. En los afios 50 se identificé la dopamina como neurotransmisor y se
comprobé que la administracién de un precursor capaz de atravesar la barrera

hematoencefilica, la L-DOPA, mejoraba la acinesia producida por reserpina en ratones



Introduccion

(Carlsson y cols., 1957). Se identificé como una caracteristica de la enfermedad una
severa reduccién de dopamina en el cuerpo estriado de los pacientes con enfermedad de
Parkinson (Hornykiewicz, 1966) y a principios de los sesenta, Birkmayer en Vienay
Barbeau en Canada, iniciaron el tratamiento substitutivo con L-DOPA. Unos afios mas
tarde se identific6 la via nigroestriatal (Andén y cols., 1966) pudiéndose entonces
relacionar la pérdida neuronal en la sustancia nigra compacta con la disminucion de
dopamina en el estriado. La mejoria de la mayorfa de los sintomas parkinsonianos tras la
administracién de L-DOPA confirmé que la enfermedad es el resultado de la deficiencia
de dopamina en el estriado (Cotzias y cols., 1967, 1969). La vida media de 1a L-DOPA
en plasma es corta, pero si la enfermedad no estd muy avanzada el paciente todavia
posee neuronas dopaminérgicas con terminales que pueden captar selectivamente el
neurotransmisor y liberarlo segin el estimulo nervioso. Con la progresion de la
degeneraci6n la capacidad de almacenamiento de L-DOPA va disminuyendo, la
respuesta es cada vez mds insuficiente y menos predecible. Otros problemas que plantea
este tratamiento son frecuentes efectos secundarios e interferencias farmacocinéticas,
como con proteinas de la dieta. Posteriormente se comercializaron formulaciones de
liberacién prolongada con el propésito de mantener unos niveles estables de L-DOPA
en plasma que permitieran obtener una respuesta terapéutica de mayor duracion, pero
con menor efectividad en muchos casos. Con el fin de aumentar la vida media de la L-
DOPA e incrementar su periodo de efectividad se encuentran en el mercado unos
nuevos farmacos, los inhibidores de la catecol-orto-metil transferasa (COMT), enzima
que interviene en la degradaci6n de la L-DOPA. Otra estrategia terapéutica en la EP la
constituyen los agonistas dopaminomiméticos. Son farmacos sintéticos que actian sobre
alguno o algunos de los receptores de dopamina. Actualmente estdn comercializados
apomorfina, bromocriptina, lisuride, pergolide, pramipexole y ropinirole. Tienen una
cinética mucho mds sencilla que la de la L-DOPA (su absorcién no depende de
proteinas, no sufren un metabolismo periférico tan importante, no requieren recaptacion,
almacenamiento, decarboxilacién y liberacién por la terminal presindptica como la L-
DOPA), pero la eficacia terapéutica sintomatica de los agonistas dopaminomiméticos
es, a dosis habituales, muy inferior a la de la L-DOPA. Estos compuestos presentan
grandes diferencias entre ellos en lo que se refiere a estructura quimica, tipos de
receptores sobre los que ejercen su efecto farmacolégico y propiedades cinéticas. Los

efectos secundarios gastrointestinales, cardiovasculares y mentales son mucho mds
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frecuentes que con la L-DOPA; por el contrario, los efectos secundarios motores, COmMo
discinesias y fluctuaciones, mucho mds raros con los agonistas. Otros farmacos
empleados en la EP son inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO), otra enzima que
interviene en el catabolismo de la L-DOPA, aumentando su biodisponibilidad, como la
selegilina (también conocida como deprenil). El efecto sintomatico es de muy larga
duracién y puede ser debido a la inhibicién de la MAO, de carécter irreversible y con
una duracién de varias semanas, o a la produccién del metabolito intermediario
metanfetamina. Ademds de esta accién aparecieron datos que sugerfan que la selegilina
frenaba el proceso de envejecimiento en ratas, la progresién de la EP y la muerte en
pacientes parkinsonianos o la produccién de radicales libres en cerebro de pacientes
parkinsonianos (Knoll y cols., 1983; Birkmayer y cols., 1985; Riederer y cols., 1986).
Estudios posteriores, en los que se controlé el efecto sintomético mediante supresion de
la medicacién durante varias semanas, confirmaron el efecto neuroprotector de la
selegilina (Olanow y cols., 1996; Koller, 1997; Olanow, 1997; Myllyla y cols., 1997).
Inicialmente se atribuy6 el efecto neuroprotector a la inhibicién de la MAOQ y, por tanto,
a la disminucién de produccién de radicales libres, pero no hay evidencia de que ésta
sea responsable de ese efecto. De hecho, estudios in vitro en células de neuroblastoma
humano ricas en dopamina han revelado que la pargilina, un inhibidor no selectivo de
las MAO A y B, no ejerce papel neuroprotector (Mena y cols, estudios sin publicar).
Hay evidencias de que selegilina tiene un papel antioxidante indirecto a través de la
induccién de enzimas que intervienen en la eliminacién de radicales libres como la
superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (Carrillo y cols., 1991). Recientemente se ha
demostrado que la selegilina juega un papel neuroprotector en neuronas del nicleo
facial lesionadas mediante axotomia, un sistema en el que la MAO no juega un papel
relevante. Este firmaco promueve la secrecién de factores neurotréficos como el CNTF
(Tatton y cols., 1996) y favorece la oclusién del poro de alta permeabilidad de la
membrana mitocondrial, estructura cuya apertura juega un papel muy importante en el
inicio de la apoptosis (Tatton y cols., 1997). Se ha descrito un aumento de muertes
cardiovasculares en pacientes tratados con deprenil y también puede producir insomnio,
excitacién y cuadros psicéticos sobre todo en pacientes ancianos.

Finalmente existen otros tratamientos de efectividad mas limitada, como el
amantadine, fairmaco con efectos inhibidores de la transmisién excitatoria, pero es poco

potente, tiene efectos secundarios parecidos a los anticolinérgicos y tolerancia
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farmacolégica, de modo que en la mayoria de los casos el efecto terapéutico desaparece

a los 6 meses del inicio.

Asf pues, la enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada de forma esquematica por la progresiva muerte de un grupo neuronal (las
neuronas nigroestriatales dopaminérgicas) y por el consiguiente déficit de dopamina,
siendo la primera de estas enfermedades en la que la sustitucién del neurotransmisor
deficitario restablece la funcién y produce una mejoria sintomatica. Pero pese a
multiples tratamientos sintomaticos eficaces no hay un tratamiento que frene de manera
evidente la progresi6n de la enfermedad y, con ella, la falta de respuesta adecuada a los
tratamientos referidos, llegando los pacientes, en las fases finales, a graves limitaciones
funcionales. Es una enfermedad frecuente en la poblacién y de un impacto socio
econémico importante. Por todo lo referido, es necesario la investigacién en estrategias

terapéuticas que puedan cambiar la evolucién del trastorno.

B. Modelos experimentales de parkinsonismo en roedores y primates.

B.1. Generalidades

La enfermedad de Parkinson est4 definida por criterios clinicos, morfolégicos y
neuroquimicos y, en base a éstos, se han desarrollado los modelos experimentales y se
definen las posibles respuestas esperadas ante estrategias terapéuticas. En la Tabla 1 se
resumen los mecanismos de actuacién y utilidad de distinto farmacos y neurotoxinas
empleadas a lo largo del tiempo en el desarrollo de modelos experimentales de
parkinsonismo. Farmacos que reduzcan o inhiban la sintesis o liberacién de dopamina
estriatal podrfan, teéricamente, reproducir las alteraciones clinicas de la EP sin producir
una lesién estructural de la SNpc. La reserpina ha sido el modelo farmacolégico més
utilizado: administrada de forma sistémica produce una depleccién de monoaminas en el
sistema nervioso central al inhibir su almacenamiento sinédptico. El animal presenta un
estado de catalepsia y rigidez reversible con agonistas dopaminomiméticos, por lo que
ha servido para evaluar la efectividad de distintos tratamientos y el efecto que produce la
pérdida de aporte de dopamina sobre el estriado, aunque no existen las alteraciones

histoldgicas caracteristicas de la enfermedad.
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Tabla 1. Modelos experimentales de lesién dopaminérgica en roedores y primates.

Perfil temporal | Especie Selectividad | Accién Utilidad
neuronal
Reserpina Agudo y crénico Roedores y | DA, NA, 5-HT | Depleccién Férmacos
primates progresiva sintomdticos
Haloperidol y Agudo y crénico Roedores y | DA, NA, 5-HT | Bloqueo del Fédrmacos
otros primates receptor sintométicos
neurolépticos
6-OHDA Agudo Roedores NA, DA Deplecci6n, Farmacos
muerte neuronal sintométicos,
protectores /
restauradores
Metanfetamina Agudo Roedores NA, DA, 5- Inhibicién de F4drmacos
HT, GABA, MAQ, anélogos sintom4ticos,
glutamato téxicos de NT protectores /
restauradores
MPTP Agudo y crénico Roedores y | NA, DA, 5- (ver Tabla 2) Farmacos
primates HT, sintométicos,
neuropéptidos protectores /
restauradores
Axotomia Agudo y crénico Roedores variable variable Variable
o-metil- Agudo Roedores NA, DA Inhibicién TH Farmacos
paratirosina sintométicos
Antagonistas del Agudo y crénico Roedores y | DA, 5-HT Inhibicién sintesis | Farmacos
calcio primates o liberacién sintométicos
Metales (Fe, Mn) { Agudo y crénico Roedores DA Estrés oxidativo, Farmacos

inhibicién

enzimética

sintométicos

DA: dopamina; NA: noradrenalina; 5-HT: serotonina; Fe: hierro; Mn: manganeso; 6-OHDA: 6-hidroxi-

dopamina; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.

Los modelos de enfermedad de Parkinson inducidos con neurotoxinas han

permitido el estudio de los posibles mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, de la

eficacia de distintos tratamientos tanto sintomdticos como neuroprotectores y/o

neurorestauradores y de la eficacia de intervenciones quirdrgicas o transplantes, siendo

siempre necesario probar eficacia y seguridad en dichos modelos previamente a la
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administracién en humanos. Estos modelos animales imitan la lesién neuropatolégica y
son excelentes modelos bioquimicos aunque, desde el punto de vista clinico, no son
superponibles a la EP, en particular los modelos en roedores, y carecen de una
caracteristica fundamental que es la naturaleza progresiva de la enfermedad
(Bankiewicz y cols., 1993). Un problema es la dificultad en producir una lesién
homogénea y la posibilidad de recuperacién esponténea, cosa que nunca ocurre en la
EP. Asi pues en ratén se vio que la depleccién de DA en estriado y accumbens muestra
una tendencia a la recuperacién con el tiempo (Melamed y cols., 1986). La disminuci6n
del nimero de cuerpos neuronales y de fibras TH tras administracién de 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) a rat6n joven, es severa a los 3 dias, pero a partir de
este momento la densidad de terminales TH se recupera progresivamente (Mitsumoto y
cols., 1998). En perros, también el sindrome extrapiramidal es reversible y en monos, el
cuadro de parkinsonismo es persistente cuando se produce un hemiparkinsonismo, pero
parece que hay recuperacién en modelos bilaterales. Hay controversias sobre la
reversibilidad del cuadro clinico en los primates hemiparkinsonizados por MPTP, en
gran parte debido a la complejidad de la evaluacién clinica. En estudios previos,
seguidos al menos durante un afio, se observé recuperacién s6lo en alguno de los
parametros conductuales evaluados. Los mecanismos implicados en esta recuperacién
espontdnea son desconocidos pero pueden deberse a alteraciones transitorias de otros
sistemas distintos al nigroestriatal (Jenner y cols., 1986; Luquin y cols., 1991).

En roedores, los modelos mas frecuentemente empleados se logran mediante
aplicaci6n de la neurotoxina intracerebralmente, provocdndose un hemiparkinsonismo
contralateral, valordndose clinicamente la acinesia en extremidades contralaterales. La 6
hidroxi-dopamina (6-OHDA) es la neurotoxina més ampliamente utilizada en el
desarrollo de modelos de lesién nigroestriatal en roedores. En primates humanos y
subhumanos, la administracién sistémica de la neurotoxina MPTP induce un cuadro
semejante en aspectos neuroquimicos, neuropatolégicos y comportamentales a la EP.
Monos lesionados con MPTP desarrollan un sindrome caracterizado por akinesia,
bradicinesia, rigidez, temblor e inestabilidad postural semejantes a la EP. Estos signos
caracteristicos de la enfermedad mejoran de forma dosis-dependiente con la
administracién de firmacos antiparkinsonianos. Se han empleado diversas vias de
administracién del MPTP (intravenoso, intraarterial, subcutaneo, intraperitoneal), con

distintas dosis y pautas de administracién de neurotoxina lo que, afiadido a la distinta
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susceptibilidad tanto interespecie como individual, hace de éste un modelo no
homogéneo ni totalmente predecible.

Clinicamente también se valora de manera habitual en modelos de
hemiparkinsonismo la respuesta rotatoria ante la administracién de fairmacos y la
variacién de este pardmetro como respuesta a distintos tratamientos. La rotacion se
considera un indicador del grado de la severidad de la lesién nigroestriatal. La
administracién de sustancias que aumentan la liberacién de DA, como la anfetamina,
produce rotacién ipsilateral, mientras que los agonistas dopaminérgicos como la
apomorfina produce rotacién contralateral. La explicacién de la base patogénica de la
actividad rotacional es controvertida (Barker y Dunnet, 1994). Cldsicamente se acepta
que la activacién asimétrica del estriado es la causa de la respuesta rotatoria
(Ungerstedt, 1971a, b y c). Se produce un desequilibrio en la actividad dopaminérgica
entre los dos sistemas nigroestriatales que se traduce en una asimetria motora tras la
administracién de drogas que interfieren con la transmisién catecolaminérgica. La
apomorfina es un agonista no selectivo D1y D2 que produce una rotacién contralateral
en animales con lesiones nigroestriatales unilaterales. La intensidad de la rotacion es
proporcional a la degeneracién del sistema dopaminérgico por lo que se usa como
indicador del grado de lesién. Un nimero mayor o igual a 200 vueltas por hora, en
roedores, se corresponde con una depleccién de la dopamina estriatal mayor del 90%
con una especificidad y un valor predictivo positivo del 100% (Hudson y cols., 1993).
Por esto los test farmacol6gicos son empleados para realizar una aproximacién al grado
de lesién nigroestriada y valen para seleccionar animales, para determinado
experimento, y para probar la eficacia de tratamientos. En el comportamiento rotatorio
se distinguen dos componentes (Pycock, 1980): la direccién, determinada por el estriado
dorsal, y el grado, condicionado por el estriado ventral. Lesiones posteriores estriatales
inducen rotacién ipsilateral ante apomorfina y las més anteriores, rotacién contralateral.
La administracién en sustancia nigra de ion 1-metil-4-fenil-piridinium (MPP+),
metabolito activo del MPTP, produce rotaci6n contralateral (Lange, 1990) pero también
se ha publicado aparicién de rotacién ipsilateral (Sun y cols., 1988) quizas por extension
del dafio neurot6xico, al fasciculo estrionigrico descendente. El sistema corticoestriatal
parece influir de forma importante en la respuesta rotatoria y quizéds también el sistema

mesocortical.
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En el modelo 6-OHDA se produce degeneracion dopaminérgica nigroestriatal
pero dentro de la sustancia nigra existen subgrupos neuronales con diferente grado de
expresién de TH y con distinta susceptibilidad a la 6-OHDA (siendo mds sensibles a la
degeneracién las neuronas de mayor tamafio). En el modelo por MPTP se produce
deplecci6n de neuronas dopaminérgicas en la zona ventral de la pars compacta y pérdida
celular parcial en el drea tegmental ventral y en la zona medial, ventral y lateral de la
SN. Existen diferencias a nivel patolégico con la EP, como por ejemplo, en el modelo
por MPTP en primates no humanos, la ausencia de cuerpos de Lewy, la no
predominancia de la lesion en el tercio lateral de la substancia nigra ni la presencia de
mayor cantidad de neuromelanina. Ademés en los monos MPTP se puede apreciar un
hinchamiento axonal y un material granular en neuronas supervivientes de la sustancia
nigra (Forno y cols., 1986). La cuantificacién de neuronas TH positivas en la sustancia
nigra y la densidad de estas terminales en el estriado es una medida frecuentemente
empleada del grado de degeneracion del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Desde el
punto de vista neuroquimico, en los modelos se evidencia una depleccién de dopamina
en el estriado. Igualmente se puede estudiar el estado del metabolismo de la DA

evaluando actividades enzimdticas implicadas o niveles de sus metabolitos.

B.2. Parkinsonismo inducido por 6-OHDA

La 6-OHDA (2,4,5 trihidroxi fenil etilamina) fue descubierta como neurotoxina
en 1968 por Thoenen y Tranzer. Ese mismo afio se comprob6 que administrada en
parénquima cerebral destruye terminales noradrenérgicos y dopaminérgicos (Ungersted
1968). Presenta afinidad por los transportadores de NA y DA y es asi como penetra en
estas células. Este sistema de transporte es sensible a cocaina y desipramina y, cuando
no estdn presentes estos transportadores, se pierde su selectividad y puede ser t6xico
para un gran nimero de tipos celulares. El mazindol (bloqueante del transporte de la
DA) inhibe la toxicidad sobre células dopaminérgicas. Las células noradrenérgicas
tienen mds sitios de unién de baja afinidad a la 6-OHDA por lo que la neurotoxicidad es
mayor que sobre las células dopaminérgicas. Una vez que se encuentra en el interior de
la célula, aproximadamente la mitad se sitiia en citoplasma y la otra mitad entra en las
vesiculas transportadoras y desplaza a la noradrenalina, por lo que inicialmente muestra
un efecto simpaticomimético indirecto. Con el tiempo cambia la distribucién (disminuye

la fraccién microsomal) y depleta de monoaminas a la célula. La 6-OHDA tiene una
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toxicidad extracelular inespecifica mediada por su reactividad espontanea con el
oxigeno (autooxidacién), formando agua oxigenada, radicales libres tipo hidroxilo y
semiquinonas, y una intracelular que, ademds de la produccién de estos metabolitos
t6xicos, incluye la modificacién mediante unién covalente a protefnas como la alblimina
y la inactivacién de enzimas, como la COMT (Baumbarten y Zimmermann, 1992).
También inhibe la cadena respiratoria mitocondrial (Glinka y Youdim, 1995). El
determinante de la toxicidad de la 6- OHDA es la capacidad de la célula de neutralizar
radicales libres y peréxidos. El 4cido ascérbico aumenta la sensibilidad a la 6-OHDA 'y
la catalasa, vitamina E, N-Acetyl cisteina y desferrioxamina protegen de sus efectos
t6xicos (Cadet y cols., 1991; Luquin y cols., 1996).

La 6-OHDA administrada por via sistémica destruye las terminales simpaticas
adrenérgicas y, a dosis altas, los cuerpos neuronales, pero carece de accién téxica sobre
el sistema nervioso central (Jonsson 1970,1976; Grahmam 1978). Inyectada en la via
nigroestriatal de ratas produce una pérdida de neuronas dopaminérgicas nigrales, de sus
terminales estriatales y de los niveles de DA, serotonina, encefalina y sustancia P
estriatales. La degeneraci6n neuronal afecta por igual tanto a las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc (A9) que proyectan al estriado como a las del édrea tegmental
ventral (A10) que forman parte del sistema mesolimbico (Ungerstedt, 1968 y 1971a).
Algunos autores, por ello. prefieren inyectarla en SNpc, evitando de esa manera la
afectacién de neuronas del drea A10. Otra via de administracién empleada de la 6-
OHDA es la intraestriatal, con el fin de producir una degeneracién menos severa y mas
lenta y progresiva que asemeje mds a la que ocurre en la EP (Przedborski y cols., 1995).
La 6-OHDA administrada de forma selectiva en distintas zonas del estriado produce
lesiones parciales que originan, no s6lo comportamiento rotatorio mediado por
farmacos, sino cambios espontdneos en funcién motora y sensitivo-motora, similares a
los que aparecen en la EP. La degeneracién parece ser debida no a transporte axonal
retrégrado de la neurotoxina sino a degeneraci6n antidrémica secundaria a la lesién de
los terminales (Bjorklund y Lindvall, 1984).

La lesi6n unilateral por 6-OHDA induce cambios neuroquimicos y
neurofisiolégicos compensatorios del déficit dopaminérgico y que tardan un tiempo en
establecerse. Por ejemplo, se ha descrito una induccién y activacién de tirosina
hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de catecolaminas) en las neuronas

dopaminérgicas funcionantes (Acheson y cols., 1980), un aumento de la DA liberada en
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estriado y un incremento en el nimero de receptores dopaminérgicos estriatales
postsindpticos (up regulation) (Creese y cols., 1977). Este fenémeno de
hipersensibilidad por denervacién afecta sobre todo a los receptores estriatales D2

(Creese, 1982).

B.3. Parkinsonismo inducido por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina)
B.3.a. Generalidades

El MPTP es un analogo de la meperidina que produce en humanos (Davies y
cols., 1979, Langston y cols., 1983) y en animales de experimentacion un sindrome
parkinsoniano que se ha utilizado durante los dltimos 15 afios como modelo
experimental de enfermedad de Parkinson caracterizado por una degeneracién del
sistema dopaminérgico nigroestriado con severa pérdida neuronal en la sustancia nigra
compacta. En 1982 se produjo una pequefia epidemia de parkinsonismo en drogadictos
en el norte de California debido al consumo de heroina contaminada con 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) aisldndose de esa manera esa neurotoxina tan
valiosa para desarrollar un modelo experimental (Langston y cols., 1983). El
descubrimiento de esta neurotoxina potenci6 extraordinariamente la investigacion
sobre la enfermedad de Parkinson. Permiti6 el desarrollo de modelos experimentales
animales, focalizandose la investigacion de la etiologia de esta enfermedad en factores
ambientales o endégenos de acci6n similar al MPTP. Se caracteriz6 un defecto
mitocondrial en pacientes EP semejante al producido por el MPTP, aunque los
resultados son controvertidos (Blake y cols., 1997). Igualmente hizo pensar en un
mecanismo de proteccién frente a la enfermedad, de neuroproteccion, a través de
inhibicién de la monoamino oxidasa tipo B (MAO-B), enzima necesaria para que el
MPTP ejerza su toxicidad.

El parkinsonismo inducido por MPTP en humanos reproduce el sindrome clinico
de la enfermedad de Parkinson idiopdtica, aunque muchos casos se presentaron de
manera aguda como un sindrome parkinsoniano severo equiparable a estadios
avanzados de la enfermedad (Hoehn y Yahr IV-V) y sufrieron rdpidamente
complicaciones de la respuesta al tratamiento con levodopa/carbidopa, -deterioro fin de
dosis, discinesias pico de dosis, alucinaciones (Ballard y cols., 1985). Otros personas

inicialmente asintomaticas han desarrollado la clinica con el paso del tiempo y,
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mediante estudios seriados con tomografia por emisién de positrones (PET) con fluoro-
DOPA, se ha comprobado que la captacién disminuye con el tiempo de forma similar a
la EP y que la degeneracién continda pese a que la exposicién fue puntual (Vingerhoets

y cols., 1994).
B.3.b. Neuropatologia; Susceptibilidad neuronal al MPTP

El MPTP no reproduce completamente la lesi6n histolégica de la enfermedad de
Parkinson idiopdtica ya que la presencia de cuerpos de Lewy, lesién histopatoldgica
caracteristica de esta enfermedad, es s6lo ocasional en parkinsonismo por MPTP. En el
primer caso autopsiado en humanos expuestos al MPTP se describi6 la degeneracion
selectiva de neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la presencia de una inclusion
citopldsmica eosinéfila en la sustancia nigra que podria corresponder a un cuerpo de
Lewy (Davies y cols., 1979). Otros pacientes expuestos al MPTP en 1982 han
desarrollado un sindrome parkinsoniano 10 afios mds tarde y, por ese perfil temporal
mas similar al de la enfermedad de Parkinson idiopatica, es mds probable la aparicién de
cuerpos de Lewy (Vingerhoets y cols., 1994). Estudios histolégicos en primates han
demostrado que la lesién por MPTP no es selectiva de esa regién dopaminérgica (Forno
y cols., 1986). En primates afiosos la administracién de MPTP induce ademaés
degeneracién de neuronas dopaminérgicas del drea tegmental ventral y del locus
coeruleus, donde se han descrito cuerpos de inclusién eosinofilicos semejantes a los
cuerpos de Lewy (Forno y cols., 1986 y 1988; Waters y cols., 1987).

La toxicidad por MPTP no afecta por igual a todas las regiones dopaminérgicas:
el sistema dopaminérgico mesolimbico (4rea ventral tegmental) se encuentra mas
preservado (Burns y cols., 1986; Campbell y cols., 1990; Takada y cols., 1991; Hung y
cols., 1995). La degeneracién dopaminérgica en drea ventral tegmental es de menor
intensidad que en la SNPc y es visible también en macacos jévenes. MPTP tritiado
administrado en estriado se acumula en las neuronas de la sustancia nigra compacta y en
las neuronas del nicleo dorsal del rafe, pero respeta el drea ventral tegmental (Campbell
y cols., 1990). En un joven que sufri6 un cuadro de parkinsonismo por MPTP,
autopsiado a los 22 meses del inicio, se comprobé que el dafio se encontraba confinado
a la SNpc (pérdida neuronal, astrocitosis y pigmento meldnico libre) (Parisi y Burns,

1986). Por ejemplo, en el titi en el que se administra MPTP intraperitoneal hay pérdida
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parcial de neuronas dopaminérgicas en érea tegmental ventral, manteniéndose intactos el
locus coeruleus y el drea innominata, que degeneran en la EP. Los mecanismos de la
selectividad neuronal del MPTP son desconocidos y posiblemente miiltiples. Puede que
la presencia y concentracién de hierro y de otros metales de transicién que potencian la
toxicidad del MPTP+ estén implicados en las diferencias regionales en la
susceptibilidad al efecto t6xico (Di Monte y cols., 1995). La concentracién extracelular
de ATP afecta a la velocidad y a la afinidad del transportador de dopamina y regula
estas constantes en el transporte de MPP+ pudiendo modificar su toxicidad (Dunigan y
Shamoo, 1996). Ademds, en la sustancia nigra compacta no se expresa glutation
peroxidasa dependiente de selenio a diferencia del drea ventral tegmental (sistema
mesolimbico), lo cual podria relacionarse con su mayor vulnerabilidad a insultos que
aumenten los radicales libres. También la distribucién de la glia, con posible efecto
neurotréfico sobre las neuronas productoras de dopamina (Hirsch y cols., 1988, Di
Monte y cols., 1992, Damier y cols., 1996 Mena y cols., 1997), sugiere una mayor
desprotecci6n en la sustancia nigra compacta que en el drea ventral tegmental.
Recientemente, Hung y Lee (1996) han encontrado que la expresién génica de factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es, en condiciones basales, mayor del doble
en el sistema mesolimbico que en el mesoestriatal implicando esta diferencia en la
mayor resistencia del primero a la accién neurot6xica del MPP+.

Otros experimentos en ratén C57BL/6 evidenciaron que el MPTP afecta de
manera selectiva a las distintas neuronas dopaminérgicas mesencefélicas en una
proporcién semejante a la degeneracion apreciada en la EP (75% en células A9,
equivalente a la SN en humanos); 69% de degeneraci6n en células del nicleo A8; 55%
en N interfasciculares; 42% en drea tegmental ventral y sin evidencia de pérdida
neuronal en nicleos centrales (German y cols., 1996).

El transportador de dopamina (DAT) es el utilizado por la 6-OH-DA y por el
MPTP para introducirse en el citoplasma neuronal y el transportador de monoaminas
vesicular (VMAT?2) concentra estas neurotoxinas en las vesiculas sindpticas, donde son
menos téxicas. Los niveles de DAT y VMAT?2 difieren en los distintos grupos
neuronales dopaminérgicos y se correlacionan con la pérdida celular en la EP (Uhl y
cols., 1998). En estudios en ratones transgénicos en los que se han modificado los
niveles de expresién de los transportadores se han conseguido distintos niveles de

toxicidad: superexpresion de DAT en células no neurales hace que el MPP+ destruya
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células previamente resistentes (Pifl y cols., 1993) y superexpresién de VMAT?2 suprime
la toxicidad por MPTP porque se acumula en las vesiculas donde es menos reactivo (Liu
y cols.,1994). En la SNpc de ratas, monos y de humanos se detecta mayor ekpresién de
RNAm de DAT que en el drea tegmental ventral y mucho menores en las neuronas del
fasciculo arcuato. Las neuronas nigricas que degeneran en enfermos con EP expresan
mayor cantidad de DAT que las neuronas supervivientes y que controles (Uhl y

cols., 1994).

Figura 1. Representacién esquemdtica de la distribucién y metabolismo del MPTP tras su administraci6n sistémica.

BHE

neurona dopaminérgica

MAO-B mitocondria
-7 T TN
MPTP - P
MPTP . ~ —
astrocitos VMAT ~—

BHE: barrera hematoencefélica; DAT: transportador de dopamina; MAO-B:
monoaminooxidasa B; MPP+: i6n 1-metil-4-fenil-piridinium; MPTP: 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina; VMAT: transportador de monoaminas vesicular.
B.3.c. Neuroquimica

El MPTP produce unos cambios neuroquimicos semejantes a los descritos en la
EP: disminucién en la concentracién de dopamina y sus metabolitos (4dcido
homovanilico y 3,4 dihidroxifenilacético), de la actividad de la enzima tirosin
hidroxilasa y cambios en la densidad de receptores dopaminérgicos (Falardeau y cols.,
1988; Pérez-Otafio y cols., 1991; Pifl y cols., 1992). Aunque en la EP la pérdida
dopaminérgica es mayor en putamen que en caudado, esto no ocurre en primates
expuestos de forma crénica al MPTP, donde la pérdida de dopamina es homogénea en
todo el estriado (Pérez Otafio y cols,., 1994). Otras zonas con inervacién dopaminérgica
como niicleo accumbens, hipocampo, amigdala y cértex cerebral también sufren pérdida
dopaminérgica, no 'asi el pdlido lateral y medial (Scheider y cols., 1991). Las

concentraciones de noradrenalina y serotonina no se modifican con la administracion
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aguda pero si cuando son tratados de forma crénica con MPTP (Pérez-Otafio y cols.,
1991). Aunque inicialmente disminuyen SHIIA, NA y SHT, recuperan niveles normales
a las 4-6 semanas (Jenner y cols., 1986). También estdn reducidos los niveles de
distintos neuropéptidos, sustancia P, dinorfina, y encefalina en estriado y SN de
-animales tratados crénicamente con MPTP, como ocurre en pacientes afectos de EP
(Pérez-Otaiio y cols., 1992). El MPTP no produce alteraciones en los sistemas

colinérgico, GABAérgico o glutamatérgico en primates (Garvey y cols.,. 1988).
B.3.d. Efectos en distintas especies

Entre distintas especies existen grandes diferencias en la susceptibilidad al efecto
neurotéxico del MPTP. Las ratas son muy resistentes y aunque algunos estudios han
demostrado alteracién neuroquimica y morfol6gica (Sirinathsinghji y cols., 1988), en
otros no han podido reproducir en roedores la toxicidad sobre el sistema nigroestriatal
que se obtiene en primates y otras especies (Gibb y cols., 1988). El MPP+ inyectado en
estriado en la rata es t6xico y produce destruccién de neuronas dopaminérgicas nigricas,
lo que puede indicar algunos de los mecanismos que expliquen que la diferencia en
susceptibilidad al téxico implica factores que modifican la distribucion y
metabolizacién cerebral del MPTP (Johannessen y cols., 1985). Una gran variedad de
primates subhumanos desarrollan un sindrome parkinsoniano cuando se les administra
MPTP (Burns y cols., 1983; Jenner y cols., 1986; Langston y cols., 1984). Estos
animales muestran disminucién de la actividad espontanea, rigidez, bradicinesia y
temblor.

La presencia de neuromelanina -en primates, perros y anfibios- se relaciona con
mayor vulnerabilidad (Jenner y cols., 1986a, D'Amato y cols., 1987). La oxidacién de
2,3-MPDP+ a MPP+ es catalizada por la neuromelanina, lo que puede explicar la mayor
susceptibilidad de las especies con mayores concentraciones de esta sustancia (Trevor y
cols., 1986). Las diferencias en la distribucién de las formas de MAO A y B en estriado
no justifican las diferencias encontradas: por ejemplo, el cobaya que presenta la forma B
predominantemente (80%) es muy resistente, al igual que la rata que presenta més del
80% de tipo A (Heikkila y cols., 1986). Se han implicado otras diferencias metabélicas
como la actividad de la MAO en los capilares en la barrera hematoencefalica (Kalaria y

cols., 1987), variaciones del sistema de recaptacién de dopamina (Lesch y cols., 1993) o
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la velocidad de metabolizacién y eliminacién del MPP+ (Giovanni y cols., 1994). La
vida media biolégica del MPP+ se correlaciona inversamente con la sensibilidad a la
neurotoxina que presentan: en la rata se completa en menos de 24 horas, mientras que en
primates se acumula en las neuronas melanizadas manteniéndose niveles mucho tiempo
y en ratones la vida media es intermedia entre las otras dos especies (Del Zompo y cols.,
1992; Langston y cols., 1986). La vida media del MPP+ es mucho mayor en monos que
en ratones (Markey y cols., 1984; Johannessen y cols., 1985).

La susceptibilidad al MPTP se incrementa con la edad. Monos rhesus de 5 a9
afios requieren el triple de MPTP que animales de 20-23 afios para desarrollar un cuadro
clinicamente similar. Esto se intent6 relacionar con el hecho de que los niveles de MAO
B aumentan en LCR con el paso del tiempo. Pero ratones mutantes con superexpresion
de MAO B no son mas susceptibles al MPTP (Andersen y cols., 1994). También la
menor susceptibilidad de los animales jévenes puede estar relacionado con el hecho de
que la neuromelanina se va acumulando en humanos hasta los 55-60 afios. La actividad
de la MAO es casi imperceptible en neonatos y aumenta a lo largo de los 2 primeros
afios en las ratas; por eso son mds susceptibles al MPTP las ratas mds viejas. La
temperatura tiene también un papel en los niveles estriatales de MPP+: la hipotermia
previene del dafio dopaminérgico inducido por MPTP en ratén (Moy y cols., 1998).
Quizis la dieta sea también importante ya que ratas con déficit en ascérbico son
resistentes al MPTP al alterarse el funcionamiento del transportador de dopamina

(Revuelta y cols., 1997).
B.3.e. Mecanismos de accion del MPTP

El MPTP ha de ser metabolizado (oxidado en la mitocondria) a ion 1-metil-4
fenil-piridinium (MPP+) para introducirse en las terminales dopaminérgi'cas y ejercer
sus efectos neurotéxicos (Nicklas y cols., 1987). El MPTP se acumula en células con
MAO B, probablemente en la glia, donde se convierte en MPP+. Este paso inicial no
ocurre en neuronas, células con actividad MAO-B muy baja (salvo las serotoninérgicas
del rafe, lugar donde inicialmente se pensé que ocurria). El MPTP se oxida en la
mitocondria por accién de la MAO B (Chiba y cols., 1984) aunque también muy
lentamente sin intervencién enzimadtica (Di Monte y cols., 1995) a MPDP+, que se

transforma espontdneamente en el metabolito activo MPP+ (Langston y Ballard, 1984,
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Bradbury y cols., 1986). Aunque ambas formas de MAO oxidan el MPTP in vitro,
tinicamente los inhibidores de la forma B como selegilina y pargilina bloquean la
toxicidad in vivo (Heikkila y cols., 1984). E1 MPP+ se libera de la glia y, gracias a una
marcada selectividad por el sistema de recaptacion de alta afinidad de la dopamina,
penetra y se acumula en las neuronas dopaminérgicas (Burns y cols., 1983; Langston y
cols., 1983; Shen y cols., 1985). En ratones transgénicos el aumento de la expresién del
transportador de dopamina aumenta la sensibilidad al efecto téxico del MPTP (Kostic y
cols., 1997). La expresién del transportador de dopamina en otros tipos celulares
mediante transfeccién génica confiere susceptibilidad al efecto citotéxico del MPP+ que
se antagoniza con mazindol (Pifl y cols., 1993). Con mazindol y benztropina
(inhibidores de la captacién de DA) se minimizan los efectos del MPTP en ratén. Sin
embargo, el bloqueo del sistema de recaptacién de dopamina no siempre previene la
toxicidad del MPTP; el bloqueo mediante el GBR12909 no lo hace (Sun y cols., 1988) y
se ha demostrado que la inyecci6n de altas dosis en distintos nicleos del sistema
nervioso central es téxica para otros tipos neuronales que utilizan distintos
neurotransmisores (GABA, serotonina, acetilcolina). Esta toxicidad no selectiva se ha
demostrado en la sustancia nigra reticularis (Jasso-Lépez y cols., 1995), locus ceruleus
(Forno y cols., 1986), niicleos dorsal y medial del rafe (Namura y cols., 1987) y estriado
(Storey y cols., 1992). Las dosis mds elevadas se asocian a mayor inespecificidad
probablemente porque el MPP+ penetre en las células por difusién simple por gradiente
de concentraciones (Heikkila y cols.,1985a).

Una vez dentro del terminal dopaminérgico el MPP+ es transportado hasta el
soma neuronal (Campbell y cols., 1990) donde produce el efecto téxico a través de
distintos mecanismos (Tabla 2). La inyecci6n de la toxina en el estriado induce una
degeneraci6n retrégrada de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra compacta

(Heikkila y cols., 1985b).
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Tabla 2. Mecanismos de accién del MPTP

Bloqueo del complejo I (NADH-CoQ reductasa) | Nicklas y cols., 1985; Poirier y cols., 1985;
de la cadena respiratoria mitocondrial Mytilineou y cols., 1985; Mizuno y cols.,

1987; Chan y cols., 1991; Cleeter y cols., 1992

Radicales libres (hidroxilo) Adams y cols., 1986; Przedborski y cols., 1992;
Beal y cols., 1998

Induccién de proteinas de estrés Neystat y cols., 1997

Potenciacién de la excitotoxicidad mediada por | Sawada y cols., 1996

glutamato

Genes de control de crecimiento Trimmer y cols., 1996

Oxido nitrico Hantraye y cols., 1996; Fujiyama y cols., 1996
Inhibicién de TH Aray cols., 1998

El MPP+ se concentra activamente en la mitocondria mediante €l transporte
activo de cationes lipofilicos, con especial avidez en relacion a la presencia en su
estructura de un nitrégeno cuaternario, y produce inicialmente una deprivacién
energética por bloqueo de la fosforilacién oxidativa. El MPP+ es una toxina
mitocondrial que bloquea el complejo I (NADH-CoQ reductasa) de la cadena
respiratoria in vitro (Nicklas y cols., 1985, Poirier y cols., 1985) e in vivo, aunque a
concentraciones mucho mayores (Mytilineou y cols., 1985, Mizuno y cols., 1987). El
MPP+ actda en el mismo sitio de unién de la rotenona al complejo I (Heikkila y cols.,
1985a) y ambas toxinas compiten en la unién (Kilbourn y cols., 1997). La presencia de
MPP+ disminuye la actividad reductasa del complejo I de mitocondrias aisladas, en mas
del 50% la primera hora y la inhibici6n progresa al alargar el tiempo de exposicién
(Cleeter y cols., 1992). Esta caida en la produccién energética conduce a un fallo en los
mecanismos reguladores de la homeostasis neuronal, se produce una caida del potencial
transmembrana mitocondrial y una masiva entrada de calcio activandose una serie de
reacciones en cascada (alteracién en organizacién de microfilamentos celulares,
depleccién de glutation) que culminan en la degeneracién y muerte de la neuronas
(Chan y cols., 1991). Se produce una depleccién de calcio mitocondrial seguido de un
incremento de calcio citosélico. La prevencién de la acumulacioén de calcio intracelular

mediante pretratamiento con nimodipino (inhibidor del canal de Ca++ tipo L) de forma
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continua previene la pérdida de neuronas nigrales TH pero no protege de la depleccién
DA estriatal en ratones y en el titi (Kupsch y cols., 1995 y 1996). Los antagonistas
NMDA bloquean de manera indirecta la entrada de calcio y protegen asi de la toxicidad
por MPTP (Turski y cols., 1991).

La inhibicién del complejo I mitocondrial inicialmente es reversible pero, si se
prolonga la exposicién, es progresiva e irreversible. Esta segunda fase se previene con
incubacién con glutation, ascérbico o catalasa en mitocondrias aisladas (Cleeter y cols.,
1992) y con vitamina E, ascérbico, coenzima Q10 y catalasa (pero no con alopurinol ni
con superéxido dismutasa) en cultivos de células mesencefélicas ventrales fetales de
rata (Akaneya y cols., 1995). El pretratamiento con coenzima Q10 en ratones previene
de la toxicidad del MPTP (Beal y cols., 1998). Estos experimentos sugieren la
intervencién de radicales libres de tipo hidroxilo, més que superéxido, en la toxicidad
mitocondrial del MPP+. E1 MPP+ induce también peroxidacién lipidica en cultivos de
células dopaminérgicas (Hasegawa y cols., 1990). La interaccién del MPP+ con el
complejo I aumenta la produccién de radicales libres que, a su vez, hacen progresar el
dafio del complejo I inhibiendo su actividad por completo (Adams y cols., 1986). Puede
que el dafio inicial sufrido por el complejo I por efecto del MPP+ le haga mas
vulnerable al dafio oxidativo. Este papel de los radicales libres en la toxicidad del MPP+
es apoyado por el hecho de que los ratones transgénicos con superexpresion Cu/Zn SOD
son resistentes al MPTP (Przedborski y cols., 1992). Nuevos estudios de este grupo
(Przedborski y cols., 1997) en células mutadas que no tienen respiracién mitocondrial y
que son, sin embargo, sensibles a la toxicidad del MPP+ subrayan la relevancia de la
produccién de radicales libres en el mecanismo de accién citot6xica del MPP+.

El oxido nitrico (NO) parece jugar también un papel en la toxicidad del MPTP.
7-nitroindazole es un inhibidor de la isoforma neuronal de la 6xido-nitrico-sintetasa
(NOS) que bloquea la toxicidad por MPTP en ratén y en babuinos. Previene de la
pérdida neuronal en nigra, de la depleccién dopaminérgica en estriado y de las
alteraciones motoras y cognitivas (Hantraye y cols., 1996). La NOS es una enzima
dependiente de calcio cuya activacién se produce por estimulacién de receptores tipo
NMDA. El NO puede inhibir a su vez la cadena respiratoria mitocondrial y/o formar
peroxinitritos, que son inductores de estrés oxidativo (Dawson y cols., 1992). Ademas
se piensa que la actividad de neuronas estriatales que liberan 6xido nitrico (NADPH

diaforasa positivas) puede ser regulada por contacto directo de neuronas dopaminérgicas
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y que el NO controla la liberacién de DA a través de dichos contactos (Fujiyama y
cols.,1996).

En cultivos de células PC12, el MPP+ induce la expresién de proteinas de estrés
(HSP), protein-quinasa calcio/calmodulina y protein-quinasa C (Neystat y cols., 1997).
Los aminodcidos excitatorios pueden también estar implicados en la toxicidad del
MPTP. En cultivo primario de mesencéfalo de rata el tratamiento con bajas dosis de
MPP+ potencia la toxicidad del glutamato de forma que con dosis subletales se produce
una severa lesién excitotéxica limitada a neuronas dopaminérgicas (Sawada y cols.,
1996). También el sistema noradrenérgico endégeno modula la toxicidad del MPTP:
protege de la depleccién DA estriatal y de la muerte de células nigrales. Asi pues la
clonidina (un alfa 2 agonista), administrado antes y después del MPTP, previene la
neurotoxicidad en ratén y la yohimbina (antagonista alfa 2) potencia la toxicidad del
MPTP (Fornai y cols., 1995).

Pero antes de inducir muerte neuronal, el MPP+ (y su homélogo endégeno 2,9-
di-methyl-norharmanium (2,9-Me2NH+)), entran en las células dopaminérgicas e
inhiben la sintesis de dopamina. E1 MPP+ inhibe la activacién de la TH a dosis tan bajas
como 0,05 UM (Matsubara y cols., 1995). En pacientes con EP y en modelos
experimentales el descenso de DA excede proporcionalmente a la degeneracién
neuronal, pudiéndose explicar este hecho por la inhibicién de la enzima limitante de la
sintesis de catecolaminas, la TH. El MPTP produce nitracién de los residuos tirosina de
este enzima, lo que se traduce en una pérdida de actividad sin cambio inicial en la
cantidad de proteina TH. En ratones que expresan mayor cantidad de SOD Cu /Zn no se
produce nitracién de la TH tras MPTP ni desarrollan posteriormente déficit
dopaminérgico por lo que puede que éste sea un mecanismo inicial en la secuencia
patogénica de la toxicidad por MPTP (Ara y cols., 1998). También el MPTP produce
una inhibicién competitiva de la MAO, sobre todo del subtipo A, etiquetdndose tal
accién de suicida por bloquear de esa manera su activacién (Salach y cols.,1984).

El gen p53 junto con otros genes de control de crecimiento pueden regular la
muerte neuronal en EP y en los modelos experimentales. La proteina p53 parece
necesaria para la completa expresién de la toxicidad del MPTP ya que en rat6n
trasgénico que no expresa esta proteina no hay disminuci6n del nimero de neuronas que

expresan TH en substancia nigra tras exponerlas a MPTP (Trimmer y cols., 1996).
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En la Tabla 3 se resumen las similitudes y diferencias entre el modelo en

primates y la enfermedad de Parkinson.

Tabla 3. Diferencias y analogfas entre la enfermedad de Parkinson y el parkinsonismo
inducido por MPTP en primates (Modificado de Gerlach y cols., 1991).

Enfermedad de Parkinson

Parkinsonismo por
MPTP

Sintomatologia

Acinesia, rigidez, temblor de

Acinesia, rigidez

reposo Raro temblor de reposo
Respuesta a DA y agonistas DA Si Si
Progresién de sintomatologia Si Si?
Regresién de sintomatologia No Ocasional ?
Neuropatologia
Pérdida de neuronas DA en SN Si Si
Predominio en tercio lateral de SN Si No
Pérdida discreta en sist. mesolimbico Si Si
Mayor cantidad de neuromelanina Si No
Cuerpos de Lewy Si No
Degeneracién locus coeruleus Si Si/No
Neuroquimica
Depleccién de DA estriatal Si Si
Disminucién de actividad TH Si Si
Depleccién de DA extraestriatal Si Si
Depleccién de serotonina, noradrenalina... | S Si, transitoria
Depleccién de neuropéptidos Si Si

Receptores dopaminérgicos

Aumento D2, no cambios D1

Aumento D2, no o leve
incremento D1

Incremento en peroxidacion lipidica Si Si
Incremento de hierro Si Si
Alteracion homeostasis del calcio Si Si

Alteracion cadena respiratoria
mitocondrial

Alteracién complejo Iy III

Alteracién complejo 1

C. Factores neurotrdficos

C.1. Definicién y evolucién histérica

Los factores de crecimiento o neurotréficos (FN) son sustancias que bloquean la

muerte celular ante diversos estimulos nocivos y favorecen la diferenciacion selectiva de

determinadas neuronas. Aumentan la supervivencia y la actividad funcional de las

neuronas e inducen la diferenciacién de precursores inmaduros y la reinervacién de los

6rganos diana. Favorecen la sinaptogénesis, la inervacion y la creacién de circuitos

neurales y estimulan la producci6n de neurotransmisores y de sus receptores. Levi

Montalcini (1951) estableci6 la hip6tesis de que la supervivencia de distintos grupos
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neuronales durante el desarrollo depende del acceso de estas células a una serie de
sustancias quimicas denominadas factores neurotréficos que, actuando a través de
receptores especificos, facilitan su supervivencia, favorecen su diferenciacion y
desarrollo, la inervacién de los 6rganos diana y potencian las propiedades
neurotransmisoras de esas células. Inicialmente, para que un FN fuera considerado como
tal habrfa de ser producido y liberado por las células diana, ligado por receptores y
transportado retrégradamente al soma neuronal para ejercer su accién. Pero actualmente
se sabe que un FN afecta a miltiples poblaciones neuronales y que cada neurona
responde a varios FN. Ademds responden a FN transportados anter6gradamente y a
aquéllos secretados por ellas mismas o por células cercanas, epéndimo, LCR o
circulantes en la sangre. Desde el punto de vista terapéutico son sustancias prometedoras
en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. El primer factor neurotréfico
aislado fue el NGF (Liuzzi y cols., 1965), en 1989 se determino la estructura del BDNF
(Leibrock y cols., 1989) y progresivamente se han ido caracterizando un elevado
ndmero, subtipos, receptores, mecanismos de actuacion y se ha probado su eficacia en
distintos modelos de enfermedades neurolégicas. Las nuevas tendencias en
investigacién sobre factores tréficos incluyen modificaciones mediante ingenieria
genética de distintas lineas celulares para que, implantadas, secreten determinado FN;
uso en mejorfa de supervivencia de transplantes neurales; empleo como inductores de
multiplicacién y diferenciacion desde precursores neuronales a neuronas

dopaminérgicas que serdn empleadas en transplantes.

C.2. Clasificacién y receptores

Los FN se pueden clasificar segin su estructura y mecanismo de actuacion
(Tabla 4) pero, debido a los constantes avances en su caracterizacion, las clasificaciones
son variadas. Muchos de éstos son péptidos o proteinas, pero también los hay con
estructura lipidica (gangliésidos, ceramidas). Los factores promotores de neuritas
tinicamente estimulan el desarrollo de conos de crecimiento y orientan a las neuritas.
Los denominados factores neuronotréficos son aquéllos que estimulan crecimiento y
diferenciacién de neuronas. Es a éstos a los que nos referiremos en lo subsiguiente como
FN. Las neurotrofinas son proteinas homodiméricas de aproximadamente 120

aminodcidos con una homologia en la secuencia de aproximadamente un 50%, se
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producen en los 6rganos diana y actiian sobre receptores semejantes. Los factores
gliotréficos son péptidos pleiotrépicos (provienen de un mismo gen ancestral) y tienen

también accidn sobre otros sistemas no neurales.

Tabla 4. Clasificacion de los factores neurotréficos

I. Factores neuronotréficos o verdaderos factores neurotréficos:. Estimulan crecimiento y diferenciacién
de neuronas.
I.A. mediante accién directa sobre neuronas (neurotrofinas)
I.A.1. factor de crecimiento nervioso (NGF)
1.A.2. factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
1.A.3. neurotrofinas 3,4/5y 6

I .B. mediante la regulacién de la actividad y proliferacién glial (factores gliotr6ficos)
I.B.1. factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs)
1.B.2. factores de crecimiento epidérmico (EGFs)
I.B.3. factor de crecimiento tipo insulina (IGF)
1.B.4. factor neurotréfico ciliar (CNTF)
I.B.5. factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
I.B.6. factor que transforma crecimiento (TGF)
I.B.7. factor inhibidor de leucemias/factor de diferenciacién colinérgica (LIF/CDF)
1.B.8. factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y factores relacionados:
neurturina y persephin
1.B.9. interleucinas

1.B.10. gangliésidos

I.C. inmunofilinas, plasminégeno

II. Factores promotores de neuritas: estimulan conos de crecimiento y orientan neuritas
II.A. laminina
I1.B. fibronectina
II.C. coldgeno
ILD. S 100b

ILE. nexina derivada de la glia

II1. Factores inhibidores:
1L A. Factores inhibidores de neuritas (NIFs)

I11.B. Factores antiproliferativos neurales (NAFs)
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Todos los FN tienen una serie de propiedades, aunque cada tipo cumplira con
mayor o menor intensidad estas acciones. Guian las proyecciones neuronales y
favorecen el establecimiento de sinapsis (neurotropismo); aumentan la supervivencia de
neuronas y confieren resistencia a la lesién (neurotrofismo) y favorecen la mitogénesis y
la diferenciacién neuronal hacia determinado fenotipo morfol6gico y neuroquimico.
Estas acciones las pueden realizar mediante actuacién directa sobre las neuronas
(neurotrofinas) o bien a través de la regulacién de la actividad glial (FN gliotréficos).
Algunos FN gliotréficos, como el FGF y el CNTF, tienen también un efecto directo
sobre las neuronas. Muchos de los FN actiian desde los lugares diana (en el caso de las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, desde el estriado) favoreciendo el crecimiento
y diferenciaci6n selectivo de las neuronas que deben establecer alli sus conexiones. Asf,
por ejemplo, neuronas embrionarias mesencefélicas cocultivadas con células estriatales
muestran mayor crecimiento, mayores indices de captacién de DA y mds ramificaciones
que cuando se afiaden al cultivo neuronas cerebelosas (Manier y cols., 1997).

Cada tipo de neuronas puede responder de forma selectiva a uno o varios FN,
segun los receptores funcionantes en su membrana. Pero éste no es el tnico
condicionante para que haya una respuesta. Puede estar condicionada a través de cé€lulas
circundantes que sf expresen esos receptores y cuya actividad se modifique por la
presencia de ese FN, como pueden ser las células gliales en el caso de FN gliotroficos.
Asi se puede explicar el hecho de que en neuronas dopaminérgicas, que carecen del
receptor para NGF, la administracién de este factor revierta las alteraciones
conductuales en ratas lesionadas con 6-OHDA (Pezzoli y cols., 1988). Ademads,
neuronas con el mismo fenotipo neurotransmisor en distintas localizaciones no expresan
los mismos receptores. Por ejemplo, las neuronas colinérgicas mesencefalicas expresan
receptores para NGF y no las colinérgicas estriatales. Igualmente se pueden localizar en
distintas zonas cerebrales la presencia de los RNAm, siendo 16gico pensar que la
actuacién fisiolégica de ese factor implique esas localizaciones. Por ejemplo, se ha
localizado RNAm de GDNF en estriado, médula espinal, ganglio cervical superior,
ganglio dorsal, tdlamo, hipocampo, corteza, cerebelo y, fuera del sistema nervioso
central, en misculo, en las células de Schwann, en rifién y tracto gastrointestinal en
desarrollo. La complejidad de la accién de los FN es atin mayor ya que un efecto puede

estar condicionado por la interaccién de distintos factores (por ejemplo NGF y BDNF
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muestran efectos potenciadores en incrementar la actividad acetil transferasa; el efecto
neuronal del FGF se encuentra mediado por IGF; FGF-2 en cultivos de neuronas
hipocampales sin suero produce un incremento en el RNAm y en la inmunoreactividad
al NGF (Ferhat y cols., 1997). Ademds, el papel del factor puede ser distinto segtin el
subtipo neuronal analizado. Por ejemplo el FGF-2 en la médula adrenal puede actuar
como factor diferenciador de células progenitoras, como factor derivado de la diana para
neuronas preganglionicas que inervan la médula adrenal o como un factor auto-
paracrino para las células de la propia gldndula (Grothe y Meisinger, 1997). En la Tabla

5 se resumen los diferentes subtipos neuronales sobre los que son activos algunos FN.

Tabla 5. Células diana de distintos factores neurotréficos.

NGF: sensoriales, neuronas colinérgicas septo-hipocampales

BDNF: neuronas de la retina, septales, dopaminérgicas mesencefélicas

CNTF: motoneuronas bulbares y espinales, neuronas simpdticas y parasimpaticas

FGF: fotoreceptores, glia, neuronas dopaminérgicas mesencefélicas

EGF: células epidérmicas, c€lulas parietales, neuronas dopaminérgicas mesencefélicas
IGF:  células granulosas y de la oliva

GDNF: neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, motoneuronas espinales

Como ya ha sido mencionado, los FN ejercen su accién a través de receptores
presentes en las células diana. Los receptores de las neurotrofinas tienen dos zonas de
unién: una de alta afinidad de la que depende la actividad biolégica y otra de baja
afinidad (LNGF-R), que potencia la respuesta. El protooncogen trk (tirosina kinasa) es
parte del receptor de alta afinidad y codifica una glicoproteina transmembrana. Hay
distintos subtipos: el trk A es parte del receptor del NGF, el trkB del BDNF y de las NT
4y 5 yeltrk C para NT3. Los receptores de los factores gliotr6ficos se resumen en la

Tabla 6.
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Tabla 6. Receptores de factores neurotréficos gliotréficos

Factor Receptor

EGF EGF-R

AFGF FGF R1-4

BFGF FGFR 1-3 (bek y flg)
IGFIyll IGFR1y2

CNTF CNTF R a, LIF b gp 130
GDNF c-Ret tyrosin kinasa
Neurturina NTNR-a

C.3. Mecanismos de actuacién

Los mecanismos de accién de los FN son muiltiples. En ocasiones, la unién del
FN al receptor condiciona un cambio conformacional de éste; el receptor entonces
interacciona con proteinas plasmaticas y se produce induccién de la actividad tirosina
kinasa a través de autofosforilacién de los residuos de tirosina presentes en €l dominio
intracelular del receptor (Soppet y cols.,1991). Se activan entonces segundos
mediadores intracelulares que condicionan expresién de genes, mRNA y cambios en
proteinas que conllevan la diferenciacién celular. Mediante inhibicién de la sintesis de
RNA o de proteinas puede entonces bloquearse la accién de determinados FN. Algunos
FN promueven la mitosis (FGF2, IGF1, EFG). BDNF y GDNF no lo hacen, por lo que
parecen inicialmente mds seguros, ya que entre sus efectos secundarios no entraria la
proliferacién celular anémala. Tras la unién, el complejo neurotrofina-receptor es
internalizado y transportado retrégradamente desde el ax6n hacia el soma, donde se
activan miltiples vias, una de las cuales es la que depende del protooncogen ras (Ebady
y cols., 1997).

Otro mecanismo de actuacién es a través de la inhibicién de la apotosis. La
muerte neuronal asociada a deprivacién de FN tiene caracteristicas semejantes a la
apoptosis (arrugamiento del citoplasma, condensaci6n de la cromatina y degradacion del
DNA en fragmentos oligonucleosomales). Algunas enfermedades neurodegenerativas se
asocian a un aumento de la apoptosis, 1o que puede estar condicionado por la

deprivacién de FN (Thompson y cols., 1995). Los FN no aumentan los niveles de Bcl2
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(proteina inhibidora de apoptosis) por lo que presumiblemente actian inhibiendo la
apoptosis a través de otros mecanismos, por ejemplo el IGF modulando otras proteinas
de la cascada apoptdtica (bax, bcl x, bcl-2).

Existen pues multiples mecanismos moleculares de actuacién de los FN (Tabla
7) e incluyen proteccién ante la accién de radicales libres, como activaci6n de catalasa,
super6xido dismutasa y glutation peroxidasa (Nistico y cols.,1992), e inhibici6n de
excitotoxicidad: bFGFG inhibe la sintesis de una subunidad del receptor del glutamato
tipo NMDA y aumenta la sintesis de calbindina, una molécula que se encarga de
modular un adecuado metabolismo del calcio.

Mediante todos estos mecanismos las actuaciones finales de los FN en los
procesos neurodegenerativos podrian resumirse en: proteccién de las neuronas frente a
la degeneracién y potenciacién de la actividad de estas neuronas supervivientes
favoreciendo el establecimiento de colaterales ax6nicas, de la arborizacién neuritica y la

sintesis de neurotransmisores.

Tabla 7. Mecanismos de actuacién de los factores neurotréficos.

- activacién de la hidrélisis del fosfatidil inositol.

- activacién de intercambios i6nicos de membrana.

- activacién de la proteina asociada a microttbulos.

- activacién de protein kinasas dependientes de AMPc.

- activacién de serin treonin kinasas.

- cambios en el metabolismo oxidativo de las células.

- restauraci6n del potencial trasnsmembrana mitocondrial y de la homeostasis del calcio. Induccién de
calbindina, proteina moduladora del metabolismo del calcio.

- estimulacién del paso de fase celular Go a G1 y mitogénesis.

- inhibicién de apbptosis.

- modulaci6n de proteinas implicadas en plasticidad sindptica y axogénesis (GAP-43, PSA-NCAM).

C.4. Modificaciones fisiolégicas, patolégicas y experimentales de los factores
neurotréficos

La expresién de FN y sus receptores y, por tanto, la aparicién de efectos
farmacolégicos mediados por estas sustancias varia a lo largo del desarrollo de una

célula. Las neuronas modifican las necesidades de FN y, por tanto, de sus receptores de
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membrana a lo largo del periodo evolutivo. En ocasiones modifican sus necesidades
hacia FN derivados de sus 6rganos diana para mantener sus caracteristicas de
diferenciacién. Por ello un FN puede ser efectivo, por ejemplo, en el mantenimiento de
la supervivencia durante el periodo embrionario y no para revertir alteraciones
secundarias a procesos neurodegenerativos. Sin embargo, no se conoce que un FN con
actividad relevante durante la vida adulta carezca de ella durante el periodo embrionario.
En este sentido, por ejemplo, los niveles de NGF disminuyen con la edad y hay poca
cantidad de BDNF en cerebro adulto; los niveles de RNAm de GDNF estan altos
durante el desarrollo embrionario, disminuyen durante el periodo postnatal y después se
mantienen estables durante la vida. Los niveles de FGF se mantienen estables con la
edad pero bajos en la EP (Tooyama y cols., 1993), aunque no se puede conocer si esto
juega un papel patogenético o s6lo es una consecuencia de la pérdida neuronal; los
receptores para EGF disminuyen con el envejecimiento y desaparecen en sustancia nigra
tras la lesién por 6-OHDA (Seroogy y Gall, 1993) y en estriado se produce una pérdida
progresiva de mRNA de EGF. Ademds la actividad de un FN puede variar con el
periodo evolutivo. Por ejemplo IGF es neurotréfico en cerebro en desarrollo pero sélo
neuromodulador en cerebro adulto.

También la expresion de FN puede modificarse mediante estimulo o lesién
neuronal. Asi pues crisis epilépticas, trauma, isquemia y 4cido kainico aumentan la
expresion de FGF, IGF, TGF b, ILK-1 (Isacson, 1995). La supervivencia de neuronas
dopaminérgicas es influenciada de distinta manera segiin sea el periodo evolutivo y el
origen (mesencefélico, estriatal o cortical) de las células productoras de los factores
tréficos. También los efectos son distintos en neuronas mesencefélicas obtenidas en
distintos tiempos evolutivos: durante el periodo precoz son més efectivos factores
derivados de glia aiin no claramente conocidos y durante periodos més tardios son més

eficaces factores con actividad autocrina (como BDNF y GDNF) (Engele y cols., 1998).

C.5. Neuroproteccion y neurorrestauracién

Clésicamente se ha considerado a las neuronas como células sin capacidad de
division, pero cada vez hay mds evidencias de que son capaces de regenerarse y de que,
incluso en cerebros adultos, siguen existiendo neuronas multiplicindose. En términos

globales, en el sistema nervioso fetal se producen hasta un 50% mas de neuronas que las
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que después van a persistir en el adulto, degenerando de manera progresiva y selectiva,
en funcién de la zona, de las terminales y de estimulos fisicos y quimicos. La ablacién
de la zona diana hace que el porcentaje de supervivencia sea mucho menor. A través de
sangre, glia, matriz extracelular, aferencias, eferencias e incluso de manera autocrina
llega informacién tréfica a una neurona que la condiciona a crecer, diferenciarse y/o
multiplicarse. Esto confiere una plasticidad a la neurona para poder adaptarse a nuevas
situaciones. La disminuci6én temporal o espacial de alguno de esos factores, sea de causa
genética, traumdtica, fisica o téxica, tanto durante el desarrollo como la vida adulta,
producird una serie de reacciones celulares que pueden conducir a la muerte selectiva de
determinadas poblaciones neurales y ser la explicacién etiolégica de algunas
enfermedades neurodegenerativas.

Se llama neuroproteccién a una intervencién terapéutica que tiene por objeto
suprimir, disminuir o enlentecer el efecto nocivo de un elemento pat6geno, genético o
ambiental y, por tanto, conseguir un curso mas benigno de una enfermedad. Como ha
sido referido, los avances en el tratamiento de la EP a lo largo de los afios han sido sobre
todo a efectos sintométicos. De los farmacos disponibles actualmente se considera que
la selegilina es el farmaco con mejor acreditado efecto neuroprotector. La accién
protectora de los formacos dopaminomiméticos es muy dificil de probar por la
complejidad de la diferenciacién del efecto sintomético. Algunos agonistas
(bromocriptina, pergolide, pramipexole) han demostrado efectos neuroprotectores in
vitro y se especula sobre su capacidad de disminuir la aparicién de fluctuaciones y
disquinesias en pacientes tratados a largo plazo. En la EP existe un incremento en el
metabolismo de la dopamina como mecanismo de compensacién de la degeneracion
neuronal, lo que constituye una fuente de radicales libres via MAO que podria contribuir
a la progresién de la enfermedad. El tedrico papel neuroprotector de los agonistas de DA
se basa en su propiedad de frenar dicho aumento de metabolismo mediante la acci6én
inhibitoria atribuible a su efecto sobre autorreceptores. En el metabolismo de los
agonistas dopaminérgicos no se producen metabolitos t6xicos ni se favorece la sintesis
de radicales libres, como ocurre con la L-DOPA. La L-DOPA, que sin ninguna duda
alarga la esperanza de vida de los pacientes, ha sido considerada como téxica in vitro
durante muchos afios pero datos recientes sugieren que pudiera incluso ser neurotréfica.

El amantadine y algunos farmacos de estructura relacionada, bloqueantes débiles de
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receptores de aminoacidos excitatorios podrian, tedricamente, tener efectos

neuroprotectores, que por el momento estdn sin investigar.

C.6. Vias de administracién

La utilizacién clinica de los FN plantea el problema de su administracién puesto
que, debido a su gran tamafo molecular, no atraviesan la BHE. Unicamente en algunas
enfermedades neurolégicas (como en neuropatias periféricas y quizds en la esclerosis
lateral amiotréfica), la administracién sistémica de FN puede ejercer su accién en el
nivel lesional. Para solventar este problema se han empleado diversos métodos. Se han
empleado administracién intraparenquimatosa e intraventricular mediante inyecciones
repetidas o a través de catéteres. También se ha usado infusi6n continua mediante
bombas osméticas o electromecénicas programables conectadas a catéteres
intraventriculares o intraparenquimatosos, no conociéndose actualmente si es mejor una
liberacién continua o pulsada. La administracién intraventricular puede producir
problemas derivados de la dificultad de acceso del factor a la poblaci6n diana. Por
ejemplo, la administracién intraventricular de NGF produce hiperplasia de las células de
Schwann (Winkler y cols., 1997) y 1a de EGF, hidrocefalia secundaria a crecimiento de
células ependimarias. Otra alternativa consiste en aplicar terapia génica: manipular una
linea celular para que exprese determinados factores tréficos (Gage y cols., 1991). Se
han empleado células autSlogas neurales (Snyder y cols., 1994; Yoshimoto y cols.,1995),
fibroblastos (Fisher y cols., 1991; Frim y cols., 1994), células tumorales y células
heter6logas (porcinas). Las células neurales se pueden integrar mejor en la
citoarquitectura cerebral. Estas células modificadas se pueden transplantar junto a
células fetales o adrenales o implantar en cdpsulas de polimeros que faciliten la difusion
del factor disminuyendo asf la antigenicidad y la posibilidad de un crecimiento neural
desordenado (Hoffman y cols., 1993). Células encapsuladas también se han implantado
en espacio intratecal para que all{ liberen el factor (Aebisher y cols.,1996). Virus que
pueden infectar células neurales han sido modificados genéticamente para transportar
genes productores de FN dentro del sistema nervioso central (Choi Lundberg y cols.,
1996; Freese y cols., 1996). También se han utilizado sistemas transportadores para

conseguir el acceso del FN al cerebro. Combinado con anticuerpos frente a transferrina,
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el NGF es capaz de atravesar la BHE usando el transportador activo de esta proteina
(Friden y cols., 1993).

Debido, pues, a las diversas vias de administracion en diferentes experimentos,
las diferentes dosis de cada FN empleadas y los intervalos de tiempo distintos, los
resultados de eficacia son, en ocasiones, dificilmente comparables y se encuentran ain

pendientes de determinar dosis éptimas en humanos.

C.7. Factores tr6ficos dopaminérgicos
C.7.a. Generalidades

Los criterios de neurotrofismo sobre células ricas en dopamina (DA) exigen
demostrar in vitro e in vivo la capacidad de diferenciacién a fenotipo dopaminérgico y
de protecci6én de dichas neuronas frente a neurotoxinas, lesiones mecanicas u otros
insultos. Es necesario demostrar la existencia de receptores, que el factor es capaz de
inducir o potenciar el fenotipo dopaminérgico y que es capaz de aumentar la
supervivencia de células ricas en DA durante el desarrollo y durante situaciones de
degeneracion, tras exposicion a neurot6xicos y tras heterotransplante, favoreciendo la
neurotransmisién y la conectividad sinéptica de estas células. Todo esto ha de
demostrarse in vitro y en modelos experimentales vivos. En la Tabla 8 se resefian los
marcadores biolégicos y conductuales de neutrofismo para células ricas en DA.

Aun no se conoce cual es el factor o factores criticos en el desarrollo de las
células de la sustancia nigra. Mediante manipulacién genética, creando animales que
carecen de determinado gen codificador de un FN o de sus receptores, 0 mediante
anticuerpos intraitero contra los factores, se crean ejemplos del desarrollo privado de un
FN. Asi se ha evaluado que ni la supresién de neurotrofinas ni la de CTNF producen
anomalias en la SN. El ratén sin genes para BDNF tiene degeneracién de ganglios
sensoriales pero las neuronas son morfolégicamente normales en la SNpc (Liu y cols.,
1995). La anulacién del receptor de EGF produce animales pequefios con anomalias del
epitelio cutdneo, pulmonar e intestinal pero sin alteraciones en el tejido nervioso
(Miettinen y cols.,1995). El ratén sin gen GDNF tiene agenesia renal y ausencia de
neuronas entéricas, falleciendo al dia 1,5 postnatal pero no hay defectos en el SNC,

sobre todo no hay alteraciones dopaminérgicas (Pichel y cols., 1996; Sanchez y cols.,
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1996). Uno de los factores que puede complementar esa deficiencia es la neurturina, una
molécula relacionada estructuralmente con el GDNF. Los factores pueden actuar
secuencialmente en distintos pasos del desarrollo y diferenciacién a fenotipo
dopaminérgico. Por ejemplo, BDNF es més efectivo en inducir captacién de DA, ILGF
en promover la supervivencia y el bFGF tiene una accién intermedia en neuronas
dopaminérgicas de rata en desarrollo (Beck y cols., 1993). La presencia y actividad de
los diversos FN en las distintas dreas cerebrales es pues algo dindmico, evolutivo y

adaptativo.

Tabla 8. Marcadores biolégicos y conductuales de neutrofismo para células ricas en DA.

MARCADORES SIGNIFICADO LIMITACIONES

1. Biolégicos

TH Proteina limitante en la sintesis de | Variaciones en positividad
catecolaminas. Indica cuerpos y | por:distinta expresion del gen
terminales de células ricas en ocambios en el nivel de proteina

catecolaminas.

Lugares de captacién (3H-DA) o | Marca terminales presindpticos Puede indicar un cambio del

transporte de alta afinidad de DA niimero de neuronas o de las
ramificaciones presinaticas

Niveles de DA, metabolitos u Marcan el estado de Depende de factores

otras catecolaminas neurotransmision farmacoldgicos

Captacién de 18F-DOPA u 11C-b | Densidad y actividad de Costoso

CIT terminales

I1. Conductuales

Motilidad, signos de Estado funcional de la Subjetividad, dependencia del

parkinsonismo transmision nigroestriatal estado general del animal

Conductas rotatorias inducidas Grado de asimetria de la Dependencia del estado de los

por agonistas transmision nigroestriatal receptores

C.7.b. Estudios in vitro.

Los efectos moleculares de los factores tréficos se han estudiado in vitro,
fundamentalmente en células de feocromocitoma (células PC12), células de
neuroblastoma (NB69) y cultivos de células dopaminérgicas mesencefalicas de rata en
perfodo embrionario o postnatal. Un efecto tréfico dopaminérgico in vitro se evaliia
mediante cuantificacién de la supervivencia neuronal ante la muerte programada o ante
neurot6xicos, del crecimiento neural y desarrollo de neuritas, comparando indices de
recaptacién de DA o de expresién de TH (RNA, inmunotincién) y los lugares de

captacién de dopamina. La TH es la enzima limitante en la sintesis de catecolaminas
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pero que una célula exprese TH no implica necesariamente que actiie como
dopaminérgica. Una célula TH+ con ausencia de reactividad para dopamina B
hidroxilasa, dopa decarboxilasa y feniletanolamina-N metil trasnferasa se asume que €s
dopaminérgica (Ostegaard y cols., 1991). También se asume que una célula que se tife
con anticuerpos anti-tirosina hidroxilasa y con anticuerpos anti-transportador de
dopamina (DAT) se comporta funcionalmente como una neurona dopaminérgica
(Betarbet y cols,1997) y es sobre estas células donde se estudian los efectos tréficos.

Las células de neuroblastoma derivan de la cresta neural y puede modificarse su
tasa de division y grado de diferenciacién (Cooper y cols, 1991). Las células de
feocromocitoma (PC12) se han estudiado como posibles células candidatas a transplante
ya que liberan tanto catecolaminas como factores tréficos, como el bFGF (Grothe y
Meisinger, 1997). Estas células pueden pasar a estado postmit6tico, desarrollar neuritas,
generar potenciales de accion y sintetizar catecolaminas (Mena y cols., 1989) y formar
neuritas en respuesta al NGF y al bFGF (Glowacka y cols., 1990). Las NB69 expresan
TH espontdneamente (Mena y cols., 1987) pudiéndose estimular dicha actividad con
analogos del AMPc, NGF y bFGF, productos que también inducen su diferenciacion a
fenotipo dopaminérgico. FGF es el FN mds potente inductor de la sintesis de
catecolaminas en NB69, seguido de IGF y NGF. Este efecto se realiza a través de
activacién de la protein-kinasa-A. La combinacién de NGF y AMPc produce una rapida
elongaci6n de neuritas (Gunning y cols., 1981). NGF y bFGF promueven la extensién de
neuritas en PC12 (Rydel y Green, 1987). El implante de polimeros encapsulados de
células PC12 mejora pardmetros motores en modelos experimentales de EP. Al realizar
PET con 18F-DOPA, de 5 a 13 semanas después de ser implantados en sustancia blanca
parietal de 4 monos lesionados con MPTP, se observan zonas funcionantes con
actividad dopaminérgica (Subramanian y cols., 1997). Pero no es extrapolable un efecto
evidenciado en determinado modelo in vitro a lo que se obtiene en modelos
experimentales vivos ni estos dltimos a lo que ocurre en la EP. En este sentido, por
ejemplo, BDNF mostré buenos resultados en neuronas fetales que no fueron
corroborados en células de neuroblastoma ni en modelos in vivo.

Un gran ndmero de FN, entre los que se incluyen las neurotrofinas BDNF y NT-
4/5, 1a insulina y los péptidos relacionados IGF-1 y-2, los FGF 4cido y bésico, el EGF,
TGFa y GNDF y otras moléculas como plasminégeno, cerdmidos, etc., favorecen el

crecimiento y diferenciacion de neuronas DA (Ferrari y cols., 1989; Knusel y cols.,1991;
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Hyman y cols.,1991; Alexi y cols.,1993; Beck y cols., 1993; Lin y cols., 1993; Nagata y
cols., 1993; Spina y cols., 1992; Park y cols., 1992; Otto y Unsicker., 1993). Se
comentan de manera mas detallada resultados obtenidos previamente con los FN

empleados en nuestros experimentos.

C.7.c. GDNF

Inicialmente Lin y cols., en 1993, purificaron un factor de una linea glial de rata
que promovia la captacién de dopamina en cultivos de células embrionarias
mesencefalicas. Clarkson y cols., en 1995 demostraron que reducia la apoptosis en
neuronas dopaminérgicas de cultivos mesencefélicos embrionarios. Se pensé en un
primer momento que era tréfico especifico sobre el sistema dopaminérgico porque no
afectaba la supervivencia de neuronas serotoninérgicas ni GABAérgicas, pero se ha
visto que GDNF es un FN también efectivo sobre sistemas no dopaminérgicos.
Promueve supervivencia de motoneuronas (Yan y cols., 1995) y la de neuronas
periféricas de ganglios simpaticos (Ebendal y cols., 1995). Recientemente se ha clonado
el gen que lo codifica en ratén (Matsushita y cols., 1997). Tiene una relacién estructural
con la superfamilia del TGF-beta, pero al contrario que otros miembros que actdan a
través de un receptor serin-treonin-kinasa, lo hace mediante una tirosina kinasa. El
GDNF y la neurturina se unen al complejo receptor Ret tyrosin kinasa (Buj-Bello y
cols., 1997). La sefial a través de c-Ret es dependiente de la unién previa de GDNF a
una proteina auxiliar (GDNFR alfa) que estd ligada a membrana via un
glicofosfatidilinositol (Jin y cols., 1997a; Treanor y cols., 1996). La unién de GDNF a
su receptor alfa condiciona la fosforilacién del protooncogen Ret (Araujo y cols., 1997).
La unién de neurturina est4 mediada por un receptor denominado NTNR-a (Buj-Bello y
cols., 1997). Se han identificado distintos subtipos de receptores (Jing y cols., 1997b)
pero los mecanismos de actuacién molecular ain no estdn totalmente definidos. La
accién del GDNF est4 mediada por sintesis de proteinas ya que es abolida con
inhibicién de sintesis proteica con cycloheximina. Tiene 134 aminoacidos y actualmente
es el que mayor potencia ha demostrado en aumentar la supervivencia in vitro de

neuronas dopaminérgicas y la captacién de DA.
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El RNAm del GDNF se expresa con mayor abundancia en caudado y en menor
nivel en putamen y no se detecta en nigra lo que sugiere que el GDNF es un factor
derivado de la diana en humanos (Schaar y cols., 1994). Los mayores niveles de RNA se
encuentran en el estriado en desarrollo. Durante el periodo embrionario su RNAm se
encuentra en testiculo, ovario, estémago, piel, astrocitos y médula. Cuando la division
de neuronas nigroestriatales en la rata finaliza (dia embrionario 15), altas
concentraciones de GDNF se encuentran en mesencéfalo pero poco en estriado. En
estriado de ratén adulto se expresa poco, por lo que no parece tener un papel en ese
periodo de tiempo, pero si que aumenta su expresion tras lesién mecénica (el incremento
colocaliza con macréfagos NSE y microglia MAC 1, no en astrocitos) (Batchelor y
cols.,1998). A nivel celular el GDNF se expresa fundamentalmente en células gliales,
sobre todo en astrocitos.

Se piensa que ademas de su papel como tréfico retrégrado del sistema
dopaminérgico puede también actuar localmente en estriado, favoreciendo la induccién
del fenotipo calretinin positivo y protegiendo estas neuronas contra la toxicidad mediada
por glutamato (Farkas y cols., 1997a).

En la Tabla 9 se esquematizan resultados publicados en los que se empled

GDNEF en relacién con el sistema dopaminérgico.
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Tabla 9. Resumen de estudios con GDNF en modelos de parkinsonismo en roedores y

primates.
Modelo | lesion Via efecto*
Ratén MPTP nigrica/ estriatal DA, TH+ Tomac y cols., 1995
6-OHDA/ axotomia n° neuronas Lu y Hagg y cols.,
1997
MPTP adenovirus SN DA estr Mandel y cols., 1997
Rata sana nigrica dnica Act mot, fibras TH+, DA SN Hudson y cols., 1995
sana intraventricular tnica DA SN Martin y cols., 1996
sana, recién nacida | bilateral estriatal distonia, DA SN Beck y cols., 1996
sana, anciana tinica nigrica Act mot, DA estr Hebert y cols., 1997
6-OHDA estr o0 nigra ] estriatal DA estr Cass y cols., 1996
6-OHDA nigra nigrica n° SN, DA SN, DA estr Kearns y cols., 1997
6-OHDA nigrica n° SN Sauer y cols., 1995
6-OHDA nigrica rotacién, TH+ SN Bowenckamp y cols.,
1995
6-OHDA estr estriatal rotacién, fibras TH+, TH+ SN | Shults y cols., 1996
6-OHDA nigrica/ ventricular rotacién, TH+ SN, DA SN Lapchack y cols.,
1997
6-OHDA bilateral ventricular Act mot, TH+ SN, DA SN Bowenckamp y cols.,
1997
6-OHDA estr estriatal Act mot, fibras TH+ Rosenblad y cols.,
1998a
6-OHDAestr estriatal/ ventricular Fibras TH+, TH+ SN Rosenblad y cols.,
1998b
6- OHDA minibomba estr/ ventricular | Act mot, rotacion Zirik y cols., 1998
6-OHDA estr adenovirus SN n° SN Choi Lundberg y
cols., 1997
6-OHDA estr adenovirus SN n° SN, TH+ SN Mandel y cols., 1997
6-OHDA adenovirus estr Rotacién, n° TH+ SN Granholm y cols.,
1997
6-OHDA FLM estr + células fetales estr Inervacién/ tamaiio del Oertel y cols., 1998
transplante
axotomia polimeros encapsulados en | Rotacién, TH+ SN Tseng y cols., 1997
FLM
Primates | rhesus sanos unica SN Act locom, DA SN tamaiio SN | Gash y cols., 1995
Rhesus MPTP nica estriatal Act mot, DA estr, TH+ SN Gash y cols., 1996
Rhesus MPTP tinica SN/ caudado/ Act mot, DA SN y pdlido, Gash y cols., 1996
ventricular tamaiio SN, TH+ SN, fibras
TH+
MPTP ventricular Clinica Zhang y cols., 1997
MPTP ventricular Act mot, DA y metabolitos en | Gerhardt y cols., 1999
SN, no en putamen
Humanos | Enfermedad de ventricular No mejoria, efectos Kordower y cols.,
Parkinson secundarios 1999
No efectos AP

estr: estriado; SN: sustancia nigra

*Métodos de evaluacion del efecto neurotrdfico:
TH+: inmunoreactividad tirosina-hidroxilasa; DA: dopamina; rotacién: respuesta rotatoria a agonistas
dopaminérgicos; n° SN: nimero de neuronas en sustancia nigra; Act mot: actividad motora (acinesia,

temblor, rigidez o inestabilidad postural en primates).
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Efecto tréfico dopaminérgico en roedores

Una inyeccién nigrica tinica de GDNF en ratas normales produce un incremento
en la actividad motora, un crecimiento de fibras TH+ hacia el sitio de inyeccién, un
aumento de la DA nigrica y un aumento de terminales estriatales TH+ (Hudson y cols.,
1995). Los animales disminuyen de peso y baj6 el consumo de agua y alimentos de
manera transitoria. Una inyeccién intraventricular dnica en ratas sanas produce un
aumento de DA en SN pero no en estriado (Martin y cols., 1996). En ratas (periodo
postnatal 2) la inyeccién bilateral de GDNF estriatal produce un estado dist6nico y un
incremento en los niveles de DA y serotonina mesenceféalicos de un 60-100% (Beck y
cols., 1996). En ratas viejas la administracién de 10 microgramos de GDNF en nigra
mejora pardmetros de actividad locomotora y niveles de DA en estriado y accumbens a
las 3 semanas (Hebert y cols., 1997). Administrando [125I)JGDNF en ventriculo lateral
de ratas sanas se puede apreciar, a las 24 horas, marcaje en cortex cerebral, septum,
fimbria, estriado, hipocampo, hipotdlamo, sustantia nigra/drea tegmental ventral y
cerebelo, permaneciendo en SN una semana mds tarde. GDNF intraventricular produce
un aumento de la DA estriatal (28%), nigral (40%) y en el hipotalamo (35%). Esto
tltimo puede explicar la pérdida de peso. Al dia siguiente de la inyeccién intraestriatal
de [125I]GDNF (0.1-100 pug) se observa el marcaje en SN y area tegmental ventral,
confirmandose pues que existe un transporte retrégrado (Lapchak y cols., 1997a).

Diversos experimenios evaluaron el efecto protector del GDNF en roedores,
administrandolo antes del momento de la lesion del sistema nigroestriatal. GDNF
intranigral e intraestriatal en ratones antes del MPTP protege de la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de sus terminales y de la depleccién de DA estriatal. Cuando lo
administran después del MPTP se restauran los niveles de DA y la densidad de fibras.
En ambos casos hay mejoria del comportamiento motor (Tomac y cols., 1995). Kearns y
Gash en 1995 publicaron que la administracién intranigral de GDNF disminuia la
pérdida de inmunoreactividad TH en SN producida por administracién de 6-OHDA
estriatal o nigrica. Dosis de 3 mg/dfa en rat6n durante 2 semanas protegen de la
supervivencia tras axotomia y de la neurotoxicidad por 6-OHDA, aunque no de la
disminucién de inmunoreactividad a la TH en esas neuronas. Si se suspende el
tratamiento a las 2 semanas las neuronas que habfan sobrevivido degeneran. Este grupo

cuantifica la potencia del GDNF en similar a la de 1a NT-4 y la del CTNF perode 5 a 10
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veces superior a la del BDNF (Lu y Hagg., 1997). GDNF administrado via intraestriatal
en ratas 24 horas antes de varias dosis de metanfetamina previene la reduccién de DA
estriatal cuando se evalitian estos pardmetros una semana mds tarde. La dosis de 1 pg se
mostré tan efectiva como la de 10 ug (Cass, 1996). GDNF intranigrico protege
completamente de la toxicidad por 6-OHDA inyectada en SN cuando es administrado 6
horas antes del t6xico (no disminuye el niimero de neuronas nigrales). Esta proteccién
disminuye a un 50% cuando ambas inyecciones se separan un tiempo de 12 a 24 horas.
No hay efecto protector cuando se administra una hora antes de la 6-OHDA o de manera
simultdnea. En este experimento las ratas que recibieron GDNF nigral tenian unos
niveles de DA estriatal y nigral en el lado lesionado dobles que las controles (Kearns y
cols., 1997). GDNF intraestriatal e intracerebroventricular protege de la pérdida de
neuronas nigrales marcadas con fluorogold inducida por 6-OHDA estriatal y de la
disminucién de neuronas nigrales TH+, pero no protege de la disminucién de terminales
TH+ en estriado (en relacién con esto dltimo puede estar el que no se aprecien
diferencias en la tasa de rotacién con anfetamina). La neurturina en este modelo no es
efectiva por via intraventricular y sus efectos, al ser administrada intraestriatalmente,
son de menor cuantia que los del GDNF (Rosenblad y cols., 1998a).

El GDNF ha demostrado también efecto restaurador cuando es administrado
tiempo después de la maniobra lesiva dopaminérgica. GDNF intranigral (dosis total 140
1g) administrado durante 4 semanas, inicidndose el mismo dia de la lesién con 6-
OHDA, previene totalmente la muerte celular en SN mientras que TGF-beta 3
administrado de manera semejante no es efectivo en prevenir la degeneracién celular ni
la atrofia. Una dnica inyeccién de 10 pg una semana postlesién tiene s6lo un efecto
parcial (Sauer y cols., 1995). GDNF infundido en SN disminuye la severidad de la
rotaci6n con agonistas dopaminérgicos en ratas lesionadas con 6-OHDA y aumenta la
inmunorreactividad a la TH en las neuronas nigricas (Bowenkamp y cols., 1995).
Inyectado en estriado antes o después de la inyeccién de 6-OHDA estriatal reduce de
manera significativa el comportamiento rotatorio, la pérdida de fibras TH+ estriatales y
de neuronas TH+ nigricas (Shults y cols.,1996). En ratas con lesion estable por 6-OHDA
que recibieron una tnica inyeccién de GDNF (nigral o ventricular) se produce una
disminucién de la tasa de rotacién por apomorfina. En el caso de la dosis
intraventricular el efecto s6lo dur6 2-3 semanas. La dosis intranigral produce su efecto

durante 11 semanas y un incremento en el actividad TH y en cantidad de DA nigral pero
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no en estriado. En todos los animales se produjo retraso en la ganancia de peso
(Lapchak y cols., 1997a). En ratas con lesiones bilaterales estables por 6-OHDA, la
infusién de dos dosis de GDNF intraventricular (250 pg a las 2 semanas y 500 pg tres
semanas mds tarde), produce mejoria en actividad locomotora e incremento de neuronas
con inmunotincién positiva a TH en nigra e incremento de DA en SN y drea tegmental
ventral, aunque no en estriado (Bowenkamp y cols., 1997). En ratas con lesién parcial,
producida por 6-OHDA estriatal, en las que se realiz6 infusién estriatal de 5 ug de
GDNF en 10 ocasiones a lo largo de 3 semanas, se produjo una normalizacion de los
pardmetros motores y se recuperé un 80% de la inervacion estriatal (Rosenblad y

cols., 1998b). Con mini bombas osméticas intraestriatales e intraventriculares, en ratas
lesionadas con 6-OHDA, mejoran pardmetros motores y disminuye la rotacién inducida
por anfetamina (Kirik y cols., 1998).

En roedores, ha demostrado también su accién tréfica, vehiculizado mediante
vectores virales que lo expresan y mediante implantes estriatales de GDNF
encapsulados. Adenovirus codificantes de GDNF humano en sustancia nigra de rata
protegen de la lesién por 6-OHDA estriatal: a las 6 semanas la pérdida de neuronas
dopaminérgicas es tres veces menor (Choi-Lundberg y cols., 1997). En ratas que
recibieron inyecciones perinigrales del virus codificante de GDNF 3 semanas antes de la
infusién intraestriatal de 6-OHDA y que fueron sacrificadas 4 semanas méé tarde, se
comprob6 que se preservaban mayor nimero de células nigricas y mayor nimero de
células que expresaban TH que en controles. Ademds se vio que la expresion de GDNF
permanecia estable a lo largo de diez semanas. El implante de adenovirus codificante
para GDNF en ratén protege de la depleccién de DA estriatal inducida por MPTP
(Mandel y cols., 1997). Adenovirus codificante para GDNF, implantados en estriado 6
dias antes protegen de la lesién por 6-OHDA (mayor niimero de neuronas nigrales y
menor tasa de rotacién que los animales controles) (Granholm y cols., 1997).

También se ha comprobado que favorece la inervacion de transplantes. En
modelos de transplante con células mesencefalicas en estriado de ratas, tanto la infusién
con GDNF como el pretratamiento del tejido fetal con GDNF, mejoran la supervivencia
del transplante (Oertel, 1998). Se realizaron en ratas transplantes de células fetales
mesencefilicas pretratadas con GDNF en estriado y posteriormente se inyecté 6-OHDA
en fasciculo longitudinal medial y a los 10 y 28 dias se realizaron infusiones estriatales

de 10 pg de GDNF (o salino). En ratas tratadas con GDNF aument6 el tamafio de las
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células transplantadas y se produce mayor inervacién alrededor del transplante. GDNEF,
producido por células de rifién de hamster en polimeros encapsulados implantados cerca
de fasciculo longitudinal medial, protege de la pérdida de neuronas TH+ en SN y de la
induccién de comportamiento rotacional en ratas sometidas a axotomia, una semanas
después de implantarse las cépsulas. No protege de la pérdida de DA estriatal,
interpretando la mejoria en el comportamiento rotacional como secundario a
ramificacién dendritica en SN. La dosis que liberan los implantes es de 5ng de

GDNF/capsula-dia (Tseng y cols., 1997).

Efecto trdfico dopaminérgico en primates

El GDNF, marcado con '» , inyectado en sistema ventricular, se acumula en
ambas SN, en pared ventricular, corteza, cerebelo y médula. La inyeccion dnica de
GDNF en sustancia nigra, en 6 monos rhesus sin lesién dopaminérgica, produjo, en 5 de
ellos, pérdida de peso y en 4, un incremento significativo en los niveles de actividad
diaria. Al sacrificarlos, a las 3 semanas, los niveles de DA en SN y 4rea tegmental
ventral se encontraron elevados de manera significativa (un 200% mayores que los de la
nigra contralateral y que la de controles) y los de HVA en SN, érea tegmental ventral y
caudado. Las neuronas eran de un didmetro mayor en SN, en la zona adyacente a la
infusién y mostraban un incremento de axones y dendritas TH+ (Gash y cols., 1995). Se
ha demostrado que la inyeccién intraestriatal inica de GNDF, en monos rhesus
hemiparkinsonizados, produce un aumento persistente, durante varias semanas, de los
niveles de DA en estriado, mejoria clinica y aumento del nimero de neuronas TH
positivas (Gash y cols., 1996). Seis monos rhesus parkinsonizados con MPTP 3 meses
antes, fueron tratados con inyeccién tnica de GDNF (2 intranigral, 2 intracaudado y dos
ventricular). Durante las 4 semanas posteriores al tratamiento mejoraron bradicinesia,
rigidez e inestabilidad postural. Los tratados intraventricularmente recibieron tres
inyecciones mds y fueron sacrificados a las 3 semanas de la Gltima. Los otros fueron
sacrificados a las 4 semanas. Los niveles de DA en mesencéfalo y palido eran dos veces
més altos, las neuronas dopaminérgicas un 20% mas grandes y con mayor densidad de
fibras y se tefifan mas con TH (bilateralmente) que en monos controles. La depleccién
de DA inducida en caudado y en putamen no fue reversible con GDNF (Gash y cols.,

1996). Administrado por via intracerebroventricular, en monos con hemiparkinsonismo
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estable (4 inyecciones intercaladas por un periodo de una semana), produce mejoria de
bradicinesia, rigidez, postura y equilibrio cuando emplean dosis de 100, 300 y 1000 ug
(no son efectivas las dosis de 10 y 30 g). El efecto comienza a disminuir un mes tras la
tltima inyeccién, salvo para la dosis de 300 ug, en los que la mejoria persiste. Los
tinicos efectos secundarios evidenciados fueron pérdida transitoria de peso y discinesias
en uno de los animales que recibi6 la dosis mayor (Zhang y cols., 1997). GDNF
intraventricular, a dosis de 100 y 450 pg, produce un aumento de DA en SN pero s6lo
de homovanilico en caudado y putamen. En primates, el cotratamiento con L-DOPA y
GDNF intraventricular, produce una significativa mejorfa de la clinica y disminuye la
incidencia de efectos secundarios asociados al tratamiento con L-DOPA (v6mitos,

‘ diskinesias, estereotipias y distonia). El dnico efecto secundario atribuido al GDNF es
una pérdida transitoria de peso (Miyoshi y cols.,1997). Una inyeccién intraventricular
tnica de 300 mg. de GDNF mejora a las 2-3 semanas la clinica parkinsoniana, la
liberacién de DA provocada por anfetamina y los niveles en SN de DA y sus
metabolitos, pero no hay efecto en el putamen (Gerhardt y cols., 1999). No se ha
publicado ningin estudio comparativo con la eficacia de otros FN o relacionandolo con

variaciones en las imagenes PET.

En resumen, GDNF administrado por distintas vias ha demostrado, en modelos
experimentales, una mejorfa en actividad motora, en la tasa de rotacioén inducida por
agonistas y en la presencia de neuronas y fibras con inmunotincién positiva a la TH.
Sorprendentemente, en algunos experimentos (Hoffer y cols., 1994; Bowenckamp y
cols., 1995 y 1997; Lapchak y cols., 1997; Gash y cols., 1995 y 1996), el incremento en
los niveles de DA es significativo en SN pero no en estriado. El tinico efecto secundario
evidenciado fue la disminucién en la ganancia de peso.

Un ensayo clinico en pacientes con EP se inici6 en 1996 con GDNF
intraventricular pero los resultados estan pendientes de publicacién. Unicamente se
dispone de datos de un paciente que falleci6, de causa no relacionada, a las tres semanas
de la dltima inyeccién. Durante la fase abierta del estudio recibié 75, 150 y 300
unidades mensuales de GDNF pero su cuadro clinico continué empeorando, con
miultiples efectos secundarios (nduseas, anorexia, alucinaciones, depresién). En el
andlisis patolégico no se evidencié ningin indicador de recuperacién del sistema

nigroestriatal: la inmunorreactividad a la TH en estriado y nigra era similar a pacientes
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no tratados con GDNF (Kordower y cols., 1999). El estudio se ha suspendido por la

aparicién de efectos secundarios intolerables, entre otros, pérdida de peso y distonfa.

C.7.d. FGF

Los roedores adultos expresan aFGF (FGF 4cido o FGF 1) y bFGF (bésico o
FGF 2) en la sustancia nigra (Bean y cols., 1991; Cintra y cols., 1991; Tooyama y cols.,
1992) y sus receptores estan presentes en las neuronas estriatales y nigricas (Wanaka y
cols., 1990; Asai y cols., 1993). Mas tarde se observé que el bFGF es transportado de
forma anterégrada por las neuronas nigroestriatales (Mc Geer y cols., 1992). El hallazgo
de una disminucién de los receptores para FGF en la sustancia nigra de los pacientes con
enfermedad de Parkinson (Tooyama y cols., 1993) hizo pensar que éste era un
mecanismo patogénico aunque no se puede saber si s6lo es una consecuencia de la
pérdida de las células nigroestriatales, en cuya membrana celular se localizan. La
pérdida de neuronas inmunorreactivas a FGF2 disminufa en la EP hasta un 4% de lo
normal, descenso mayor incluso que la disminucién en el nimero de neuronas
pigmentadas (a un 30% de lo normal).

bFGF pertenece a la familia de aFGF, queratinocito GF, FGF5 y 6, FGF3 (int2) y
FGF 4 (hst 1). Tiene una estructura parecida a la interleukina 1. FGF es sintetizado y
almacenado por la astroglia regulando su diferenciacién y proliferacion in vitro. Su
accién se manifiesta sobre neuronas colinérgicas, dopaminérgicas e hipotaldmicas y
sobre astrocitos. Induce a los astrocitos a sintetizar NGF. Tiene 4 receptores de alta
afinidad (FGFR 1-4) que contienen un dominio intracelular de una tirosina kinasa. Cada
subtipo puede mediar determinado papel en las acciones tréficas y se expresa mas en
determinadas 4reas cerebrales y en ciertos tipos de neuronas. Mediante
microinyecciones de 6-OHDA en SN se vio que, en las células gliales cercanas al tracto
y a la zona de inyeccién, se producia un incremento en la cantidad del RNAm de los
subtipos 1 y 2, pero no del 3 (Belluardo y cols., 1997). El subtipo 1 se expresa poco en
estriado.

Entre sus mecanismos moleculares de actuacién se encuentra la inhibicién de la
sintesis de una subunidad del receptor del glutamato tipo NMDA vy el incremento de la
sintesis de calbindina, una molécula que se encarga de modular un adecuado

metabolismo del calcio. También aumenta la conexién en astrocitos (Rufer y cols.,
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1996). Su accién no sélo es tréfica sobre el sistema dopaminérgico: FGF promueve la
diferenciacién hacia neuronas glutamatérgicas de células progenitoras embrionarias de
rata (Vaccarino y cols., 1995).

bFGF en concentraciones de nanogramos/c.c. es mds potente diferenciador de las
neuronas fetales mesencefalicas que BDNF o EGF. Produce mayor aumento en niveles
de DA y en porcentaje de células TH+. En células de neuroblastoma humano (NB69),
aFGF y, en menor medida, bFGF incrementan los niveles de DA, de NA y el ndmero de
células TH+. aFGF no puede testarse en células fetales mesencefilicas porque requiere
heparina para su actividad y las células no crecen bien con esta sustancia (Mena y cols.,
1995). aFGF junto a un coactivador induce la expresién de fenotipo dopaminérgico en
neuronas estriatales en periodo de diferenciacién activando la expresion del gen de la
TH desde un estado quiescente (Du y Tacovitti, 1995). El cofactor puede ser una
catecolamina como la DA, o un activador de las protein-kinasas A o C. Esta activacién
se realiza via fosforilacién de la mitégeno- activate-protein-kinasa (MAPK) y una serie
de eventos en el sitio AP-1 del gen TH (Du y cols., 1997). EGF y bFGF estimulan el
crecimiento de neuritas en cultivos de neuronas mesencefdlicas de ratas, aumentando la
captacién de DA vy la supervivencia ante MPP+, mediado a través de la proliferacién
glial que provocan. Para proteger, frente al MPP+, requieren que los factores hayan sido
afiadidos al cultivo 10 dias antes, tiempo necesario para que se produzca suficiente
crecimiento glial. La acci6n restauradora de toxicidad mediada por MPP+ se inhibe
también evitando la proliferacién glial con 5-fluoro-2-deoxiuridina (Park y Mytilineou,
1992).

En cultivos mesencefalicos de rata sin suero aFGF y bFGF aumentan en un 90%
la supervivencia de neuronas TH+ a los 8 dias de manera dosis dependiente. Los efectos
de ambos factores no son aditivos y los sitios de captacién de DA son incrementados
s6lo por bFGF. Ninguno de los dos factores produjo incremento en el tamafio de las
neuritas (Engele y Bohn, 1991). bFGF incrementa la supervivencia de neuronas fetales y
también postnatales de rata en cultivo (0.01-10 ng/ml) de manera dosis dependiente
(hasta multiplicar por 10 respecto a controles), particularmente neuronas corticales.
NGF fue sélo efectivo en neuronas postnatales septales y estriatales (Matsuda y cols.,
1990). bFGF, pero no GDNF, protege a las neuronas dopaminérgicas in vitro de la
toxicidad por 6-OHDA. Cuando se inhibe la proliferacién glial o la sintesis de glutation,

se bloquea el efecto protector del bFGF (Hou y cols., 1997).
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bFGF puede ser un factor endégeno mediando la plasticidad neuronal de
neuronas DA frente a insultos como lo sugiere el que el tratamiento con interleukina 1B
produzca un incremento selectivo del RNAm del bFGF en cultivos de astrocitos
estriatales (no del aFGF ni del GDNF) (Ho y cols., 1997).

En la Tabla 10 se esquematizan resultados publicados en los que se emple6 FGF

en relacién con el sistema dopaminérgico.

Tabla 10. Resumen de estudios con FGF en modelos de parkinsonismo en roedores y

primates.
Modelo | lesion via efecto*
Rat6n MPTP nigrica/ estriatal DA, TH+ Otto y Unsicker,
1990
MPTP estriatal DA, TH+ Date y cols., 1990
MPTP intraventricular DA, DOPAC estriado Schneider y Di
Stefano, 1995
Rata 6-OHDA estriatal DA, DOPAC; actividad TH Jin y cols., 1995
rotacién
6-OHDA n DA fetales junto con FGF | rotacién; supervivencia TH + | Matsuda y cols.,
en estriado transplante 1992
6-OHDA n DA fetales pretratadas con | rotacién, células TH +, Zeng y cols., 1996
FGF en estriado volimen injerto
6-OHDA neuronas nigricas fetales + | supervivencia transplante Takayama y cols.,
fibroblastos productores de 1995
FGG
Primates | MPTP ventricular Leve mejoria clinica; Pearce y cols., 1996
Hidrocefalia; No aumento
células TH +
MPTP ventricular 18F-DOPA captacion; clinica; |de Yébenes y cols.,
neuronas TH+ 1998

estr: estriado; SN: sustancia nigra; n DA: neuronas dopaminérgicas

*Métodos de evaluacién del efecto neurotréfico:

TH+: inmunoreactividad tirosin-hidroxilasa; DA: dopamina; neuroquimica; rotacién: respuesta rotatoria a
agonistas dopaminérgicos; Act mot: actividad motora - acinesia, temblor, rigidez o inestabilidad postural.

Efecto tréfico dopaminérgico en roedores

Tanto el FGF 4cido como bdsico, revierten los déficits bioquimicos y
conductuales en roedores (Date y cols., 1990; Otto y cols., 1990). Otto y Unsicker en
1990 publicaron que la implantaci6n de un gel tratado con FGF 2, en estriado de ratén
lesionado con MPTP, producia un incremento en niveles de DA y de
inmunorreactividad a la TH en ambos estriados. Esto ocurria tanto si se administraba

simultdneamente con el MPTP como 8 dias después. Posteriormente se vio que
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demorando el inicio del tratamiento hasta 4 semanas post-MPTP se perdia la efectividad
(Otto y Unsicker, 1994). En ratén joven lesionado con MPTP, pero no en el adulto, se
objetivaba recuperacién del sistema dopaminérgico nigroestriatal tras inyeccién estriatal
de aFGF a los dfas 2, 7 y 12 post-MPTP. En los animales de dos meses se producia
aumento de DA y de inmunorreactividad TH pero no en los de doce meses (Date y cols.,
1990). bFGF no protege in vitro de la toxicidad por MPTP pero in vivo, en ratones,
protege de la pérdida de DA estriatal y de TH. Esto puede ser explicado por diferente
composicién glial o por distinta expresion de receptores en animales en crecimiento y en

adultos.

En ratas lesionadas con 6-OHDA, aFGF administrado en estriado, disminuye la
severidad de rotacién con anfetamina, mejora la actividad TH estriatal y los niveles de
DA y DOPAC (Jin y Iacovitti, 1995). FGF2 intraventricular restaura los niveles de DA y
DOPAC en estriado pero no protegié de la depleccién de neuronas TH+ nigrales.
También fue efectivo el GM1 intraperitoneal y cuando se combinan ambos tratamientos
el efecto se potenci6 (Schneider y Di Stefano, 1995). El FGF aumenta la inmunotincién
de neuronas nigricas con anticuerpos contra TH (Kordower y cols., 1993). También se
ha estudiado el papel del FGF en la mejora de resultados de transplantes. Matsuda y col.
(1992) objetivaron que afiadir FGF a neuronas dopaminérgicas fetales, implantadas en
estriado de ratas hemiparkinsonizadas a dosis de 5 (pero no de 50 ng), potenciaba la
recuperacién del comportamiento rotacional. Se ha comprobado que favorece la
inervacién, acelera la recuperacién motora, aumenta el nimero de células TH +y
aumenta el volimen del injerto, cuando se implanta mesencéfalo fetal tratado con FGF,
y no con NGF, en estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. El efecto es proporcional al
incremento en tincién GFAP, lo que sugiere la mediacién de la proliferacién glial (Zeng
y cols., 1996). Cotransplantes de fibroblastos modificados para producir bFGF con
neuronas nigricas fetales en ratas hemiparkinsonizadas incrementa significativamente el
nimero de neuronas supervivientes en el estriado transplantado (Takayama y cols.,
1995). Haque y cols. (1995) usaron células de Schwann inmortalizadas y modificadas
genéticamente para secretar KFGF en los cotransplantes pero no consiguieron mejoria en
la supervivencia. IGF y bFGF tienen efectos aditivos en potenciar la supervivencia y
disminuyen la apoptosis de células transplantadas (Zawada y cols., 1996). Células

progenitoras aisladas del SNC humano fueron inducidas a dividirse por FGF y EGF y
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pueden ser mantenidas en estado proliferativo en cultivo. Algunas fueron transplantadas
en estriado de ratas con lesién dopaminérgica unilateral. A las 20 semanas s6lo
sobrevivian unas pocas neuronas humanas, algunas de ellas totalmente diferenciadas y
mostrando inmunotincién positiva para TH, y muchas células progenitoras se habian
diferenciado a astrocitos que se encontraban dispersos por el estriado. Algunos animales

mejoraron comportamentalmente (Svendsen y cols., 1997).

Efecto trdfico dopaminérgico en primates

FGF intraventricular en infusién continua (a dosis 1, 8, 18 o 180 pg por litro) en
titfs, inicidndose 10 semanas tras el MPTP, no produjo mejoria en déficits motores salvo
en tres de los 5 animales tratados con mayores dosis. Tampoco se objetivaron
diferencias en el nimero de neuronas nigricas TH. Todos los que recibieron la dosis
mayor, tenfan hidrocefalia, debido a proliferacién del epéndimo y de los plexos
coroideos (Pearce y cols., 1996).

Nuestro grupo ha encontrado recientemente, en monos hemiparkinsonianos, una
elevacién de captacién de 18F-DOPA, tras la infusién de FGF, mejoria de la conducta,
aumento de la inmunorreactividad a la TH y disminucién de las alteraciones
histolégicas. La dosis empleada fue de 2 pug via ventricular en un volimen de 200 ul
durante un perfodo de 6 meses, produciendo un incremento de captacién de fluoro-
DOPA en la PET, respecto a la realizada antes de comenzar el tratamiento, de un 400%
en estriado ipsilateral a la lesién y de un 200% en el lado contrario, llegando a superar
niveles normales. El nimero de neuronas TH + en nigra se correlacioné de manera

positiva con la captaci6n en la PET (De Yébenes y cols., 1998).

C.7.e. Medio condicionado por glia (MCG)

Las células gliales producen diversos compuestos que han demostrado tener
efecto protector de las neuronas dopaminérgicas, influyendo en su crecimiento,
supervivencia y en la extensién de sus neuritas, asi como en la resistencia frente a
agentes neurotéxicos. Las neuronas de la sustancia nigra tienen, proporcionalmente,
poca glia alrededor que pueda protegerlas del estrés oxidativo, por lo que pueden ser
mas vulnerables a la accién de neurotoxinas. El mecanismo a través del cual la glia

ejerce el papel tréfico, incluye secrecién de pequefias moléculas antioxidantes (Damier y
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cols., 1993; Slivka y cols., 1987) y de péptidos neurotréficos (Engele y cols., 1991; Lin y
cols., 1993; Nagata y cols., 1993; Hoffer y cols., 1994; Takeshima y cols., 1994 a,b;
Muller y cols., 1995). Hay distintos tipos celulares gliales implicados: oligodendrocitos,
progenitores de los astrocitos tipo2 (02-A), microglia y los astrocitos tipo 1y 2. Los
astrocitos tipo 1 producen factores tréficos que son selectivos para neuronas

dopaminérgicas. Los efectos neurotéxicos del H>07 son menores en neuronas de ratén

cocultivadas con astrocitos. Este efecto protector de los astrocitos parece implicar, sobre
todo, la accién de la catalasa, mientras que en las neuronas, la accién de la glutatién

peroxidasa es la fundamental contra la toxicidad del H2O2. La protecci6n varia en

funcién del nimero de astrocitos respecto al de neuronas en el cultivo (Desagher y cols.,
1996). Se han realizado cotransplantes de neuronas fetales de mesencéfalo ventral de
ratas junto con astrocitos en estriado denervado de rata, evaludndose a los 5-6 meses
mediante autorradiograffa, una mayor captacién de 3H-DA en ratas que habfan recibido
los cotransplantes con astrocitos estriatales frente a transplantes dnicos de neuronas o
junto a astrocitos de otras localizaciones. También se realizaron los transplantes sobre
estriados intactos y, a los 3-6 meses, cuando se emple6 el cotransplante de neuronas
junto a astrocitos estriatales, se observé una inmunorrectividad a TH mas uniforme y un
tamaiio de los cuerpos celulares TH+ significativamente mayor. Se comprob6 que los
astrocitos neonatales estriatales tienen un efecto tréfico sobre el pericaria de DA y un
efecto trépico sobre los axones DA (Pierret y cols., 1998).

Los oligodendrocitos (tipo 2) y progenitores astrociticos (O-2A) aumentan la
supervivencia de neuronas dopaminérgicas mesenceflicas fetales de rata sujetas a
deprivacién de suero (O'Malley y cols., 1992,1994). El medio condicionado obtenido de
cultivos de progenitores O2-A previene la desaparicién de neuronas inmunorreactivas a
la tirosina hidroxilasa (Takeshima y cols., 1994 a,b). El medio condicionado por
microglia favorece el crecimiento y desarrollo de neuronas mesencefalicas embrionarias
de rata (Nagata y cols., 1993). El medio condicionado por glia favorece el crecimiento y
diferenciacién de neuronas DA in vitro (Engele y cols., 1991).

La ausencia de elementos protectores secretados por las células gliales puede
condicionar que la L-DOPA, principal tratamiento de la EP, sea téxica en experimentos
in vitro. Eso podria explicar la discrepancia con los resultados de experimentos in vivo,
en los que, salvo en dos excepciones (Blunt y cols., 1993; Fukuda y cols., 1996), no se

ha podido demostrar el efecto téxico de la L-DOPA. Recientemente, incluso se ha
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demostrado que la L-DOPA promueve la recuperacién parcial de marcadores
dopaminérgicos en ratas con lesiones nigroestriatales moderadas (Murer y cols., 1998).
In vitro, la glia mesencefilica produce factores solubles que protegen a las neuronas DA
de 1a toxicidad por L-DOPA (Mena y cols., 1996). La L-DOPA, en cultivos de neuronas
mesencefilicas fetales, disminuye el nimero de células viables, la arborizacién
neuritica, la captacién de [3H] DA y el nimero de neuronas TH positivas. La toxicidad
in vitro por L-DOPA se asocia a una elevacién de los niveles de quinonas. Cuando se
coadministra MCG se normaliza el nimero de células viables, su arborizacién y la
captacién de [3H] DA, asi como los niveles de quinonas. Incluso el nimero de neuronas
TH positivas se incrementa a un 170% de los tratados con vehiculo. El MCG no sélo
incrementa el niimero de neuronas TH+ en cultivos tratados con L-DOPA sino que
aumenta también en los controles por lo que se piensa que es tréfico para células DA. La
protecci6n asociada a la disminuci6n de quinonas puede sugerir que el mecanismo de
actuacién del medio condicionado sea el reducir la cantidad de productos oxidativos
citotéxicos (Mena y cols., 1997). En cultivo también se ha podido demostrar que,
cuando hay glia, la L-DOPA induce la sintesis de glutation (Han y cols., 1996).

El MCG posiblemente ejerce un papel neuroprotector por el efecto de varios
compuestos, aunque la fraccién de bajo peso molecular es la mds activa (Mena y cols.,
1997). Esta fraccién contiene factores antioxidantes como el 4cido ascérbico y el
glutation, y la de mayor peso molecular contiene los péptidos neurotréficos entre los que
previsiblemente se encontraran FGF y GDNF. De las sustancias presentes en el MCG, el
glutation, un compuesto cuyo contenido est4 disminuido en la sustancia nigra de
pacientes con EP (Sian y cols., 1994), parece el candidato mds firme a un protagonismo
neuroprotector.

Otros experimentos in vitro sugieren, sin embargo, que la glia puede ser la
mediadora de procesos deletéreos para las neuronas dopaminérgicas como la secrecion
de citokinas con accién citotéxica (II-1, IFN-g, TNF-a) que provocan apoptosis y un
incremento en la produccién de nitritos (Hirsch y cols., 1998 a y b). No obstante, estas
citokinas también han demostrado, por otro lado, acciones neurotréficas, por lo que el

balance final en los procesos patogénicos in vivo queda atin por determinar.
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Por todo lo anteriormente referido, el MCG podria ofrecer futuros avances en la
terapia de la EP. Para ello es imprescindible confirmar sus efectos tréficos en

experimentos in vivo.

C.7.f. Otros factores dopaminérgicos

Son muchos los factores ensayados previamente en distintos modelos animales
de degeneracién dopaminérgica (Tabla 11).

Las neurotrofinas son una familia de citocinas esenciales en el crecimiento y
supervivencia de las neuronas colinérgicas, dopaminérgicas y noradrenérgicas del SNC
y de neuronas simpdticas y sensoriales del SNP (Arenas y cols., 1994; Snider y cols.,
1994). Cinco proteinas, estructural y funcionalmente semejantes, constituyen esta
familia: NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5 y NT-6. Son homodimeros. Su gen ha sido
cartografiado en el cromosoma 11 en el humano y en el cromosoma 2 en el ratén
(Ozcelik y cols., 1991). Un precursor proteico grande es procesado proteoliticamente
obteniéndose distintas neurotrofinas (Serrano-Sénchez y Diaz- Armesto, 1998).Todas se
unen a un receptor comiin de baja afinidad (LNGF-R) pero todas tienen distintas
acciones sobre receptores de alta afinidad. El NGF actia a través del trkA, el BDNF y
las NT 4 y 5 a través de trkB y NT3 mediante trk C.

NGF fue el primer FN identificado. Su accién es predominante sobre neuronas
simpéticas y sensitivas. Astrocitos modificados para expresar el gen NGF mejoran
transplantes estriatales de células cromafines (Cunningham y cols., 1991). En ratas
lesionadas con 6-OHDA, infundidas con NGF, disminuye la tasa de rotacién y en
ratones lesionados con MPTP, implantados con células PC12 condicionadas para
secretar NGF, revierte la pérdida de neuronas TH+ (Pezzoli y cols., 1988; Chen y cols.,
1996). Ni BDNF ni bFGF ni IGF son tan potentes en promover la diferenciacion
dopaminérgica como el NGF sobre neuronas simpdticas periféricas o colinérgicas
mesencefalicas. (Beck y cols., 1993 y 1994).

BDNF es una proteina dimérica de 247 aminoécidos (un homodimero de
27kDA) producido por células gliales. Es poco inmunogénico y tiene un alto grado de
conservacién a través de las especies. EI ARNm del BDNF se expresa en casi todas las
regiones cerebrales, encontrandose los niveles mas elevados en hipocampo y corteza

cerebral. También se expresa en otros tejidos como corazén, pulmones, rifiones y

53



Introduccion

plaquetas (Scarisbrick y cols., 1993). Durante el periodo de desarrollo del cerebro de
ratas hay un gradiente en la expresién del ARNm del BDNF, indicando su relacién con
la maduracién neuronal (Friedman y cols., 1991). Para realizar su funci6n se une a
productos del gen trkB de la familia trk de receptores de tirosina-quinasa (Squinto y
cols., 1991). Aunque las funciones del BDNF no han sido bien definidas a nivel central,
se postula que es capaz de promover la supervivencia y crecimiento de neuronas
sensoriales derivadas de la placa y de la cresta neural (Sieber-Blum y cols., 1991) y de
neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (Alderson y cols., 1990). Sobre
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral aumenta el nimero de neuronas
positivas para la TH (Hyman y cols., 1991) y protege frente a la toxicidad por 6-OHDA
y por MPTP, a través de la reducci6n del estrés oxidativo celular, probablemente por
inducir la regulacién de las enzimas involucradas en la disipaci6n de los radicales libres
y el ani6n superéxido (Spina y cols., 1992). La administracién oral de L-DOPA aumenta
la expresién del RNAm del BDNF (Okazawa y cols., 1992). BDNF en cultivos de
laminas de mesencéfalo de ratas en periodo postnatal produce un incremento de la
supervivencia de neuronas TH y, en cocultivos estriatales, un aumento de la densidad de
fibras TH (Ostergaard y cols., 1996). Induce también crecimiento de neuronas
parasimpiticas de la raiz dorsal, neuronas GABAérgicas, serotoninérgicas y
motoneuronas espinales y craneales. BDNF inyectado en estriado es transportado
retrégradamente (Anderson y cols., 1995) y se observa BDNF en SNpc y érea ventral
tegmental (Gall y cols., 1992). Fibroblastos modificados genéticamente para sintetizar
BDNF implantados en tegmento mesencefélico disminuyen la pérdida de neuronas
provocada por infusién estriatal de MPP+ (Frim y cols., 1994). Inyectado en estriado,
protege de la inyeccion estriatal de 6-OHDA: reduce de manera significativa el
comportamiento rotatorio, la disminuci6n de fibras TH+ estriatales y las neuronas TH
nigricas (Shults y cols.,1995). BDNF es un mediador de los efectos tréficos de PDGF y
del bFGF en células hipocampales. Astrocitos transfectados retroviralmente para
producir BDNF protegen de la lesién por 6-OHDA en cultivo. Astrocitos jévenes con
BDNF cotransplantados no reducen la supervivencia de los transplantes mesencefélicos
en ratas pero sf los astrocitos maduros (Krobert y cols., 1997).

Aunque BDNF claramente ha demostrado ser capaz de incrementar la
supervivencia y la actividad de las neuronas dopaminérgicas, atn no se ha demostrado

que pueda inducir desarrollo de axones colaterales desde neuronas supervivientes en
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modelos de parkinsonismo (Yurek y cols., 1996). Lucidi-Philllipt (1995) publicaron que
fibroblastos que sintetizan BDNF, implantados en SN de ratas normales, si que inducen
el crecimiento de ramificaciones hacia el transplante. En 3 monos japoneses la infusién
intratecal continua de BDNF previno el desarrollo de clinica parkinsoniana inducida por
MPTP intravenoso y la pérdida de neuronas dopaminérgicas evaluadas a las dos
semanas del inicio del experimento (Tsukahara y cols., 1995).

Dado que BDNF y NT 4/5 actian a través del mismo receptor, no es
sorprendente que los resultados experimentales sean semejantes. La infusién
intraestriatal de NT 4/5 (pero no NT3) en ratas hemiparkinsonizadas que habian recibido
implantes de neuronas dopaminérgicas embrionarias disminuia el comportamiento
rotacional y favorecié el crecimiento de fibras desde los transplantes (Haque y cols.,
1996). NT 3 y BDNF recuperan el comportamiento rotacional e incrementan los niveles
de DA y serotonina en un modelo de lesién parcial del sistema dopaminérgico (Altar y
cols., 1994). NT 3 mantiene la supervivencia de neuronas dopaminérgicas y gabaérgicas
en cultivos de células mesencefélicas de rata (Hyman y cols., 1994).

Otros factores gliotréficos, ademds del FGF, incluyen los factores de crecimiento

epidérmico (EGFs), el factor de crecimiento tipo insulina (IGF), el factor neurotréfico
ciliar (CNTF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor que
transforma crecimiento (TGF), el factor inhibidor de leucemias/factor de diferenciacién
colinérgica (LIF/CDF), interleucinas y ganglidsidos.

EGF infundido por via intraventricular en ratones lesionados con MPTP produce
un aumento de DA, de DOPAC y de la actividad TH en estriado (Hadjiconstantinou y
cols., 1991). Mejora el nimero de neuronas TH en SN en la rata sometida a axotomia
(Ventrella, 1993). En monos hemiparkinsonizados por MPTP, nuestro grupo realizé
infusién intraventricular durante 6 meses, continuando el empeoramiento clinico como
ocurria en controles. En el PET con 18F-DOPA se produjo una disminucién de la
captacién de un 60% respecto al previo al tratamiento y anatémicamente se aprecié leve
hidrocefalia, por lo que, comparando con los beneficiosos resultados obtenidos con
FGF, se desestim6 el proseguir experimentos con EGF (De Yébenes y cols., 1998).

El PDGEF es crucial para la adecuada mielinizacién del SNC en desarrollo
(Richardson y cols., 1988). Los astrocitos tipol producen PDGF e inducen la
mitogénesis y la diferenciacién de progenitores astrociticos (O-2A) a oligodendrocitos y

astrocitos tipo 2. PDGF promueve la divisién de los progenitores oligodendrociticos y
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parece ser que la salida del ciclo celular y la diferenciacién a formas maduras se
relaciona con un decremento en la actividad PDGF. La sobreexpresion de este factor en
ratones transgénicos conduce a una excesiva proliferacién de oligodendrocitos que no
llegan a una maduracién completa (Calver y cols.,1998). En células mesenceflicas en
cultivo ha demostrado resultados contradictorios: unos experimentos evidenciaron que
mejora la supervivencia celular (Nikkhah y cols., 1993) pero otros no encontraron que
influenciara en la degeneraci6n neural (Engele y cols., 1991).

GDFS (growth differentiation factor 5) es un nuevo miembro de la superfamilia
del TGF con efecto sobre neuronas dopaminérgicas in vitro. Cuando las células son
pretratadas con GDF5 mejora la supervivencia de los transplantes mesencefalicos en
estriado de rata, previene el desarrollo de rotacién inducida por anfetamina, mejora la
funcionalidad de las terminales dopaminérgicas cuantificada mediante PET, el nimero
de células TH mesencefilicas y los niveles de DA en estriado (Sullivan y cols., 1997 y
1998).

LIF/CDF (leucemia inhibitor factor/cholinergic differentiation factor) es otro
factor dopaminérgico. LIF incrementa el nimero de células que expresan TH, los
niveles de DA, de transportador de DA y de dopa decarboxilasa cuando se afiaden a
cultivos de células progenitoras neurales de rata (Ling y cols., 1998).

El gangliésido GM1 administrado via intraperitoneal, asi como FGF2
intraventricular, restauran los niveles de DA y DOPAC en estriado. Cuando se
combinan ambos tratamientos el efecto se potencia. GM1, pero no FGF ni EGF,
permiti6 una proteccién de las neuronas TH nigrales (Schneider y cols., 1995). GM1
administrado intraperitonealmente en ratén una vez al dia durante 3 semanas
(iniciandose 24 horas tras la ultima inyeccién de MPTP), restaur6 parcialmente los
niveles de DA estriatales y rescat6é neuronas de la SN. Selegilina a dosis altas,
administrado de igual manera, increment6 el nivel de DA estriatal pero no fue capaz de
evitar la degeneracién celular en la SN. Administrados ambos tratamientos, se potencio
su accién (Rothblat y cols., 1998).

MPF (melanotropin potentiating factor) es otro factor que promueve €l
crecimiento en cultivos de neuronas mesencefalicas (Owen y cols., 1997). La
melatonina (via intraperitoneal) ha demostrado ser un protector efectivo de la toxicidad
por MPTP en rat6n: revierte el incremento en la peroxidacién lipidica y la pérdida de

terminales estriatales TH+ (Acufa Castroviejo y cols., 1997). Ara C previene de la
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muerte por apoptosis, especificamente a las neuronas dopaminérgicas en cultivos
mesencefilicos. Ara C sélo entra en los nicleos de los astrocitos, sugiriendo que su
accién neurotréfica es mediada por el efecto antiproliferativo de la glia y sin encontrarse
secrecién de ningin factor por lo que se piensa que es debido a interacciones
neurogliales (Michel y cols., 1997).

Las neuroinmunofilinas son factores en los que se centraron muchas expectativas
futuras en la terapia de enfermedades degenerativas, ya que atraviesan BHE y se podrian
administrar por via periférica. Se expresan en el sistema nervioso central a niveles tan
altos como en el sistema inmune, colocalizan con calcineurina y se unen a receptores
denominados ciclofilinas y FKBPs. Actdan a través de inhibir la excitotoxicidad
mediada por glutamato. Ciclosporina A, FK 506 y rapamicina son firmacos con
propiedades inmunosupresoras, pero se estdn buscando andlogos que mantengan sus
propiedades tréficas sin el efeco depresor inmune. Afiadidos a cultivos de células PC12
y de neuronas del ganglio dorsal, incrementan el crecimiento de neuritas (Steinert y
cols., 1997a). Ciclosporina A intraperitoneal, incrementa la actividad motora en ratas
lesionadas con 6-OHDA (Borlongan y cols., 1996). Protege de la depleccién de DA 'y
4cido homovanilico en estriado y de la disminucién de HVA y DOPA en SN en rat6n
lesionado con 6-OHDA (Matsuura y cols., 1996) y mejora el nimero y volimen de
células mesencefilicas transplantadas en ratas hemiparkinsonizadas con 6-OHDA
(Galpemn y cols., 1996). GPI-1046 es, incluso, un producto més prometedor porque es
més potente, no es inmunodepresor y es efectivo por via oral. Administrado via
intraperitoneal en ratones MPTP (tanto antes como después de la neurotoxina) y en ratas
previamente lesionadas con 6-OHDA, incrementa la recuperacién del sistema
dopaminérgico, disminuye el nimero de rotaciones, previene de la depleccion de DA e

incrementa densidad de terminales TH+ (Steinert y cols., 1997b).
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Tabla 11. Resumen de estudios con otros FN en modelos de parkinsonismo en roedores y
primates.
Factor Modelo | lesién via ) efecto
NGF Rata 6-OHDA transplantes estriatales de células DA, TH+ Cunningham y cols.,
cromafines + astrocitos expresando gen 1991
NGF
Rata 6-OHDA estriatal rotacion Pezzoli y cols.,
1988
Ratén MPTP células PC12 secretan NGF neuronas TH+ Chen y cols., 1996
BDNF Rata MPP+ estriado | Fibroblastos que sintetizan BDNF disminuyen la perdida de neuronas Frim y cols., 1994
implantados en tegmento provocada
mesencefélico
Rata sanas infusi6n nigrica y estriatal rotacién, DOPAC, HVA Altar y cols., 1992
Rata 6-OHDA estriado rot, fibras TH+ neuronas TH nigricas Shults y cols., 1995
Rata 6-OHDA astrocitos rotacién Yoshimoto y cols.,
1995
Rata 6-OHDA infusién rotacién Yurek vy cols., 1996
Rata sana/ 6-OHDA | fibroblastos que sintetizan BDNF en crecimiento de ramificaciones, Lucidi-Philllipi y
SN o estriado metabolismo DA cols., 1995
Rata 6-OHDA cotransplante tejido mesencefélico+ supervivencia del transplante Krobert y cols.,
astrocitos BDNF 1997
Primates | MPTP infusi6n intratecal continua clinica, neuronas TH+ Tsukahara y cols.,
1995
NT3 Rata 6-OHDA estriatal rotacién, DOPAC y 5-HIIA Altar y cols., 1994 o
93
NT4/5 Rata 6-OHDA neuronas dopaminérgicas embrionarias | rotacién, crecimiento de fibras desde Haque y cols., 1996
+ NT4/5 estr los transplantes
EGF Ratén MPTP intraventricular DA, de DOPAC y de la actividad TH Hadjiconstantinou y
cols., 1991
Rata axotomia intraventricular SN TH+, terminales TH+, rotacién Pezzoli y cols., 1991
Rata axotomia intraventricular SN TH+, terminales TH+, rotacién Ventrella, 1993
Primates | MPTP intraventricular No mejoria clinica ni e 18-F-DOPA De Yébenes y cols.,
PET; hidrocefalia 1998
CNTF Rata axotomia infusién TH+ Hagg y cols., 1993
1L-1 Rata 6-OHDA implante (polimeros) rotacién Wang y cols., 1994
GDF5 Rata 6-OHDA transplantes mesencefélicos tratados supervivencia transplante, rotacién, Sullivan y
células TH+, [11CIRTI-121PET cols., 1998
GMI Ratén MPTP intraperitoneal DA y DOPAC en estriado, neuronas Schneider y cols
TH nigrales
Ratén MPTP intraperitoneal DA estriatal y neuronas de la SN Rothblat y cols.,
1998
Melaton. } Rat6n MPTP intraperitoneal peroxidaci6n lipidica; terminales Acuiia Castroviejo y
estriatales TH+ cols., 1997
CsA Rata 6-OHDA intraperitoneal actividad motora Borlongan y cols.,
1996
Ratén 6-OHDA intraperitoneal DA y HVA en estriado; HVA y DOPA | Matsuura y cols.,
en SN 1996
Rata 6-OHDA neuronas mesencefélicas + CsA ndmero y voliimen de células Galpern y cols.,
intraperitoneal 1996
GPI- Rat6n MPTP intraperitoneal neuronas TH, previene depleccién de | Steinert y cols.,
1046 DA 1997
Rata 6-OHDA intraperitoneal densidad de terminales TH+, rotaci6én, | Steinerty cols.,
DA estriatal 1997

CsA: ciclosporina A; estr: estriado; SN: sustancia nigra; n DA: neuronas dopaminérgicas; Melaton.: melatonina.

Métodos de evaluacién del efecto neurotréfico: TH+ inmunorreactividad tirosin-hidroxilasa; DA: dopamina, neuroquimica;

rotacién: respuesta rotatoria a agonistas dopaminérgicos; Act mot: actividad motora (acinesia, temblor, rigidez o inestabilidad
postural en primates).
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C.8. Factores neurotréficos en otras alteraciones del sistema nervioso

Existe un modelo de neuropatia periférica en roedores causado por déficits de
neurotrofinas. El RNAm de NGF, BDNF, CNTF y LIF/CDF aumenta tras lesiones de
nervio en modelos experimentales. Estos factores protegen de la lesién en animales
neonatos. NGF ha demostrado, en animales de experimentacion, proteger del desarrollo
de neuropatia sensitiva diabética. EI NGF también disminuye las alteraciones en
microtdbulos y frena el desarrollo de neuropatia téxica por taxol, vinblastina o
cisplatino. Se ha usado en tres pacientes en Suecia. Los efectos beneficiosos son’
discretos pero la infusién ha sido suspendida por efectos secundarios, entre otros
pérdida de peso e hiperpatfa (Nordberg A, comunicacién personal al director de la tesis).
Por su accién sobre neuronas colinérgicas se plantea su uso en enfermedad de
Alzheimer. Otra patologfa en la que puede ser eficaz es en la disautonomia familiar
porque se ha asociado a un déficit de NGF.

CNTF previene la degeneracién de neuronas axonotomizadas en el raton
neonato. En humanos no parece que intervenga en enfermedades neurolégicas porque
una mutacién del gen del CNTF se encuentra por igual en poblaci6n sana que enferma.
Tiene ademds corta vida media y produce elevaci6n de enzimas hepdticas. Se realiz6 un
estudio con CTNF en pacientes con esclerosis lateral amiotréfica pero empeoraron mas
que el control. El RNAm de LIF se expresa en miisculo tras axonotomia e in vitro
demostré promover la supervivencia de motoneuronas espinales. GDNF en
motoneuronas previene la muerte neuronal programada y la provocada por axonotomia,
atenda la disminucién de colinacetiltransferasa inducida por axonotomia y protege de la
excitotoxicidad por glutamato.

En enfermedad cerebrovascular, los estudios se han centrado sobre todo en el
FGF. La inyeccién intracisternal de bFGF bisemanalmente (0.5 pg/inyeccion) produce
recuperacién sensitivo motora en ratas con infarto en territorio de la cerebral media
durante el primer mes tras el infarto. Se observé un incremento en la inmunotincién a
GAP-43 (growth-associated protein 43), un marcador de crecimiento axonal, en el
cértex contralateral tras el tratamiento con bFGF (Kawamata y cols., 1997). Se ha
realizado un ensayo con FGF en humanos basado en buenos resultados en modelos
experimentales. El ensayo clinico fue suspendido por un exceso de mortalidad en el

grupo tratado.
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En pacientes afectos de ataxias espinocerebelosas y en modelos animales de esta
enfermedad se han descrito niveles descendidos de IGF-1. Al mes del tratamiento en
roedores se produce, neurofisiolégicamente, restablecimiento de conexiones
olivocerebelosas y, clinicamente, recuperacién de coordinacién. Adn no se ha ensayado
en humanos. En esclerosis multiple se plantean diversos factores implicados: PDGF,

FGF2, NT3, CNTF, LIF.
D. Métodos de evaluacion de la evolucion de la enfermedad de Parkinson.

Con la terapia con factores neurotréficos se pretende, mds que una mejoria
sintomadtica inicial, un cambio en la historia natural de la enfermedad, frenar la
degeneraci6n progresiva de las neuronas dopaminérgicas y la evolucion del trastorno
clinico. Pero, al ser una enfermedad de larga evolucién, con distinto grado de severidad
y de velocidad de progresion en cada paciente, medir la efectividad de una intervencion
protectora o restauradora es complicado.

Las técnicas de neuroimégen funcional (PET, SPECT, espectroscopia) permiten
deteccién de alteraciones subclinicas, cuantificar la progresién de una enfermedad y
evaluar la activacién mediante estimulos motores o cognitivos de distintas areas
cerebrales. El PET, que es la més sensible, permite demostrar la distribucion regional de
radionucleidos emisores de positrones dentro del cerebro vivo. El desarrollo de esta
metodologfa ha permitido la cuantificacién de indices fisiolégicos como el flujo
sanguineo cerebral, el metabolismo del oxigeno, de la glucosa o de la DOPA.
Igualmente se han definido patrones metabélicos caracteristicos de distintos cuadros.

Los estudios con oxigeno ['30,] en pacientes con hemiparkinsonismo,
objetivaron un incremento del 13% en flujo sanguineo y de la utilizacién de oxigeno en
los ganglios basales contralaterales al lado sintomético, cuya interpretacién es dificil. En
pacientes con sintomatologfa bilateral se observé un decremento bilateral en ambos
pardmetros de manera difusa en todo el cerebro (Wolfson y cols., 1985).

Con radioligandos de receptores de dopamina (raclopride, espiperona) y
opi4ceos (diprenorfina) se pueden observar cambios en los receptores de las neuronas
estriatales. La concentracién de receptores D2 en estriado en la EP es normal o incluso
aumentada en EP de novo, mientras que se encuentra disminuida en pacientes tratados,

con respuesta fluctuante a la L-DOPA, y en casos de enfermedad muy avanzada asi

60



Introduccion

como en pacientes con degeneracion estriato nigrica y en la PSP (Brooks y cols., 1992).
En la PSP se ha descrito disminucién de receptores de encefalinas (Burn y cols., 1995) y
disminucién de receptores D2 en caudado y putamen (Leenders y cols., 1986; Brooks y
cols., 1990, 1992).

El estado del sistema presindptico nigroestriatal puede cuantificarse utilizando
PET con 18F-DOPA, PET con 11C nomifensina o trazadores basados en tropano como
C123 Beta CIT para ver sitios de captaci6n de la dopamina o valorando el transporte de
DA en vesiculas mediante el PET con 11C dihidro tetrabenazina. Otros trazadores
recientemente empleados para el estudio de funcién dopaminérgica incluyen el 6-
[18F]fluoro-L-m-tirosina (Jordan y cols., 1997).

El analogo de la DOPA 6-fluorodopa marcado con el emisor de protones F18, se
ha visto que se acumula en éreas del cerebro ricas en dopamina, pudiéndose emplear
como marcador del componente presindptico del sistema nigroestriatal. Se administra
18F-DOPA via intravenosa que es transportada a través de la BHE de manera semejante
a la L-DOPA, forméndose fluorodopamina (FDA) por acci6n de la L aromético
decarboxilasa en las terminales nigroestriatales. Esta se acumula en vesiculas en las
terminales de las neuronas nigroestriatales y sufre “atrapamiento”, no metabolizandose.
Aunque teéricamente la FDA estriatal podria metabolizarse a HVA y
dihidroxifenilacético marcados, estos metabolitos no se detectan en sangre, al menos a
las 3 horas de la administracién de la 6-FD, ni tampoco se detectan en LCR fluoro
homovanilico ni fluoro DOPAC. La actividad de fondo en el cerebro disminuye con el
tiempo mientras que la actividad en estriado se mantiene constante desde los 60 hasta
los 120 minutos. La actividad de fondo se cree que es 6-F-DOPA que ha atravesado la
BHE por el sistema de transporte de aminoéacidos neutros y 3-OM-6FDOPA producida
en la periferia por la COMT. La actividad en estriado que excede de la actividad de
fondo (que se considera medida en cerebelo o en occipital) es la radiactividad debida
tnicamente a la 6-FDA, es un indice de la sintesis y atrapamiento de la FDA. Una
disminucién de la captacién estriatal implica pues un defecto en la sintesis de DA o un
defecto en su almacenamiento o en actividad DOPA decarboxilasa. No mide DA
endégena ni capacidad de formacién desde precursores endégenos.

Los datos se recogen en cortes transaxiales (dos dimensiones) aunque los mas
recientes permiten andlisis en tres dimensiones pero a costa de mayor actividad de

fondo. Se comparan indices de captacién en zonas dopaminérgicas con otras regiones
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cerebrales neutrales. En los primeros 90 minutos se valora la captacién. Si la medicién
se demora dos horas se valora también metabolismo de la dopamina. Se usan también
fracciones de plasma para estimar la constante de captacién y se pueden separar las
constantes de transporte y de decarboxilacién.

Estudios previos de PET con 18F-DOPA en pacientes con hemiparkinsonismo
demostraron una disminucién de actimulo de radiactividad en el estriado contralateral
(Garnnet y cols., 1984). Tras este trabajo inicial, el PET con 18F-DOPA se ha ido
perfilando como una técnica de estudio in vivo de la funcién dopaminérgica. En la EP la
captaci6n se encuentra disminuida en ambos putdmenes, aunque predominando en el
contralateral al lado mas afecto, y es bastante simétrica en ambos caudados. La
disminucién en la captacién de L-DOPA se correlaciona con la hiperfuncion tilamo-
basal evidenciada en el PET con fluoro-deoxi-glucosa (Eidelberg y cols., 1990). En
pacientes con clinica bilateral se evidencié una disminucién de la actividad
dopaminérgica en putamen, siendo los pardmetros en caudado normales. Otros estudios
encontraron también baja captacién en caudado respecto a controles. En la EP se cifra
que la reducci6n de la captacién es de un 50% en putamen, con al menos un 35% de esa
pérdida desde el inicio de los sintomas (Brooks y cols., 1991). Recientemente se ha
observado que la pérdida en captacién se localiza inicialmente en el putamen dorsal,
avanzando hacia zona ventral segin progresa la enfermedad, llegindose a afectar
finalmente los caudados (Morrish y cols., 1996). Una pérdida de un 50 % en captacion
putaminal se corresponde con un 60-80% de pérdida de neuronas en la SNpc (Snow y
cols., 1993). La pérdida de captacién estriatal se correlaciona con las alteraciones
motoras (Leenders y Palmer, 1996). También se ha cuantificado la pérdida a lo largo de
la evolucién de la enfermedad cifrdndose en una caida del 9% anual en putamen y en un
3% anual en caudado (Morrish y cols., 1996), aunque no se evidenci6 una correlacién
positiva con el declinar en items motores de la UPDRS. Baséndose en estos parametros,
el realizar PET con 18F DOPA seriados constituye una medida ideal para valorar la
posible eficacia de estrategias neuroprotectoras.

Permite también el diagnéstico diferencial entre sindromes rigido acinéticos. En
el complejo ELA-Parkinson-demencia de Guam, en gemelos asintomdticos de enfermos
con EP, tanto mono como dizigéticos (Piccini y cols., 1999), en personas asintomaticas
en familias con EP (Piccini y cols., 1997) y también en el parkinsonismo por farmacos,

se han descrito disminucién de la captacién de fluorodopa (Broooks y cols., 1991). Por
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ejemplo, en el caso de la PSP, se evidencia una disminucién de la captacién en caudado
y putamen de similar intensidad, a diferencia de la enfermedad de Parkinson en la que la
disminucién estd casi totalmente limitada al putamen (Brooks y cols., 1990).

En 6 sujetos con exposicién al MPTP, que no habian desarrollado
parkinsonismo, los valores medios en estriado se encontraron disminuidos. Analizando
s6lo el caudado los niveles son significativamente menores que en los controles e
indistinguibles de pacientes con EP. Por el contrario los valores son significativamente
mayores que en la EP. Dichas personas padecian una alteracién cognitiva similar a los
pacientes con EP o con parkinsonismo por MPTP (Calne y cols.,1985). No encuentran
correlacién entre dosis total de MPTP y disminucién de los valores de captacién, luego
existe una distinta susceptibilidad individual. Al realizar dos estudios PET en 10
personas expuestas al MPTP, 5 inicialmente asintométicas, con un intervalo de 7 afios,
el PET index [(estriatal-occipital)/ratio occipital] disminuy6 un 2.3% por afio, una
progresi6n similar a la observada en la EP (Vingerhoets y cols., 1994). El evidenciar una
progresi6n en la captacién en el 18 F-DOPA PET en sujetos expuestos al MPTP apoya
la hipétesis de que la exposicién puntual a un agente ambiental puede ser la causa de
enfermedades progresivas de aparicién demorada en el tiempo (Calne y cols., 1997).

Hay también estudios realizados en primates no humanos expuestos al MPTP.
En monos rhesus (Macaca mulatta) que habian recibido 0,5-2,5 mg/kg de MPTP 2-3
semanas antes al realizar PET con 6-18F-DOPA se observé que la actividad 18F en
sangre disminuye triexponencialmente y la actividad estriatal va aumentando con un
méximo a los 15 minutos y después disminuye con una semivida de 5 horas. En las
zonas no dopaminérgicas desaparece la actividad mucho antes con una vida media de 70
minutos (Chiueh y cols., 1986). Realizando el PET-scan a las 2 horas de la
administracién de MPTP se ve que no hay variacién en la captacion estriatal; a los 3
dfas hay un aumento (160%) y a los 10 dias una disminucién (45% del basal). E1 MPTP
produce inicialmente un aumento y mds tarde una disminuci6n progresiva de la DA
estriatal (Burns y cols., 1983; Chiueh y cols., 1984). La captacién estd disminuida
también en monos asintométicos tras la exposicién al MPTP (Guttman y cols., 1988).
Estudios de PET con 18 F-DOPA a distintos tiempos tras la lesién por MPTP en monos
rhesus, demuestran un perfil temporal en la degeneracién de terminales y de neuronas
nigricas compatible con degeneracién retrégrada. Ademds se evidencia una regulacion al

alta transitoria en la sustancia nigra del lado lesionado (Eberling y cols., 1997). Hay
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controversias sobre la reversibilidad del cuadro hemiparkinsoniano en los primates, en
gran parte debido a la complejidad de la evaluacién clinica, por lo que estudios con PET
pueden ser de gran ayuda. Seguidos al menos un afio se observé recuperacion s6lo en
alguno de los pardmetros conductuales evaluados. En 4 monos, el cociente entre la
constante de influjo de dopa (Ki) en estriado lesionado y el no lesionado, varfa menos de
un 5% en estudios PET con 18 F-DOPA seriados realizados a los 1-2, 5-7 y 9-11 meses
post-MPTP unilateral, lo que indica que la lesi6n es estable a lo largo de ese tiempo. Sin
embargo, a los 9-11 meses un animal mejor6 desde el punto de vista motor sin que
variase su F-DOPA ki ratio. Esto indica que la combinacién de datos clinico-
conductuales y bioquimicos son necesarios para establecer la estabilidad, o no, de la
lesién y, consecuentemente, la eficacia de estrategias terapéuticas (Schneider y cols.,
1995; Melega y cols., 1996). La captacién estriatal de F-DOPA en monos cynomolgus
normales, y tras administracion de MPTP intracarotideo, mostré correlacién positiva
con el tamaifio y nimero de neuronas dopaminérgicas, los niveles de DA 'y
catecolaminas totales estriatales y los niveles de enzimas de su sintesis. Se evidencié
también pérdida de actividad TH en el lado contralateral y en las neuronas
supervivientes del lado lesionado (Pate y cols., 1993). La validez del PET como
indicador del estado del sistema nigroestriatal fue comprobada también por nuestro
grupo al evidenciarse correlacién con el nimero de neuronas TH en monos

hemiparkinsonizados tratados con EGF y FGF (De Yébenes y cols., 1998).
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I1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Hipétesis experimental: El nimero de neuronas dopaminérgicas, su actividad,
funcionalidad y capacidad de recuperacién tras lesi6n, es manipulable mediante
administracién de productos endégenos, como la secrecién glial, o factores

neurotroficos.

Hip6tesis operativas:
1- El medio condicionado por glia previene y revierte los dafios producidos por la

administracién de 6-OHDA en ratas.

2- FGF y GDNF administrados en estriado mejoran el cuadro clinico, neuroquimico y

radiolégico de hemiparkinsonismo inducido por MPTP intracarotideo en primates.
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OBJETIVOS

Determinar la eficacia y seguridad de terapias neurotréficas (FGF, GDNF, MCG)

via intraestriatal en modelos experimentales de enfermedad de Parkinson.
- En roedores:

L. Evaluar el efecto del MCG en la recuperacién de la lesién establecida por 6-
OHDA, cuantificado a través de la variacién en pardmetros generales (supervivencia,
peso) de los animales, la recuperacién en los niveles cerebrales de monoaminas y la
disminucién en la supersensibilidad por denervacién expresada por la rotacion

contralateral inducida por apomorfina.

II. Valorar el efecto protector del MCG de la toxicidad mediada por 6-OHDA
cuantificado igualmente mediante variacién en pardmetros generales, niveles de

monoaminas cerebrales y tasa de rotacién inducida por apomorfina.

- En primates:

M. Precisar las caracteristicas del modelo de lesién nigroestriatal producida por
inyeccién intracarotidea de MPTP en Macaca Fasciculata, incluyendo la definicién
temporal del cuadro clinico, los cambios en la neurotransmisién dopaminérgica
cuantificada a través de los metabolitos en LCR, el estudio metabélico in vivo mediante

PET con 18 F-DOPA y los cambios anatomopatol4gicos.

IV. Evaluar los efectos de la infusién crénica de FGF y GDNF sobre los signos
motores en primates hemiparkinsonizados, la tasa de rotacién inducida por apomorfina,
los niveles de monoaminas en LCR, la actividad dopaminérgica cuantificada mediante
PET con 18 F-DOPA y los cambios anatomopatolégicos.

V. Relacionar la variacién en pardmetros clinicos con la modificacién en los
indices del PET con 18 F-DOPA, el niimero de neuronas dopaminérgicas

nigroestriatales y la densidad de sus terminales en estriado.

V1. Estudiar la morbilidad atribuible a la infusi6n a largo plazo de FN en primates
parkinsonizados, tanto en lo que se refiere al compuesto quimico como al método de
administracion, incluyendo los problemas que puedan aparecer tardiamente por
proliferaci6n de estirpes celulares no deseables (gliosis, oncogénesis, hidrocefalia).
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III. METODOS

A. Experimento 1. Efecto neuroprotector del MCG frente a la lesion por 6-OHDA en
ratas.

A.1. Cirugia estereotaxica, manejo de animales, lesién con 6-OHDA.

Hemos usado ratas Wistar macho de 185-200 g de peso, criadas en el animalario
de 1a Fundacién Jiménez Diaz de Madrid. Los animales se mantuvieron en jaulas de 6,
salvo después de la implantaci6n del catéter, cuando se colocaron en jaulas individuales.
Las condiciones ambientales fueron las habituales (temperatura constante, 12 horas de
luz) con libre acceso a pienso comercial para roedores (Letika, Barcelona) y agua.

El dia de la cirugia, los animales fueron pretratados con desipramina, 25 mg/kg
intraperitoneal, con objeto de preservar las neuronas noradrenérgicas y con pargilina, 25
mg/kg intraperitoneal (Sigma Chemical Co., Alcobendas) que evita el metabolismo dela
neurotoxina, 75 y 30 minutos, respectivamente, antes de la anestesia con hidrato de cloral
disuelto en agua destilada momentos antes de su uso, 375 mg/kg intraperitoneal
(FEROSA, Alcobendas). Para la inyeccién de 6-OHDA, los animales se colocan, una vez
rasurada la cabeza, en un marco estereotdxico (Kopf Stereotaxic Instruments, Tujunga,
CA, USA) con la barra de los incisivos situada a -2,3 mm respecto a la linea
interauricular. Tras abrir la piel se realiza un trépano en las coordenadas AP: -4,4, Lat: +1
respecto al bregma, segin atlas de Pellegrino y cols. (1979) y se profundiza 7,8 mm de
profundidad respecto a la duramadre con el fin de alcanzar el fasciculo longitudinal
medial.

La 6-OHDA (Sigma Chemical Co., Alcobendas), 8ug base libre / 4 pl, se prepara
en suero salino 0.9% con 4cido ascérbico al 0.02% y se mantiene fria hasta que se
inyecta con una jeringa Hamilton a una velocidad de 1p1/min durante 4 minutos,
manteniendo la aguja un minuto mds antes de retirar para evitar reflujo de la solucion.
Tras retirarla se cierra la piel con puntos sueltos y se coloca a los animales en una jaula

bajo una fuente de calor, hasta que despiertan de la anestesia.
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A.2. Medida de la rotacién.

A las 4 semanas de la cirugia las ratas se colocan individualmente, en rotometros
automaticos esféricos de metacrilato, asegurandolas mediante un arnés toracico de
velcro (Figura 2). Se observa su comportamiento durante un perfodo de habituaci6n de 10
minutos y entonces son inyectados con apomorfina 0,25 mg/kg subcutanea, disuelta en
una solucién de metabisulfito de sodio al 0,5%. Las rotaciones se definen como vueltas
completas de 360° y se recogeran el nimero de rotaciones, como la diferencia neta entre
las dos direcciones de giro, entre el minuto 10 y el 30 post-inyeccién. Fueron
considerados bien lesionados, y seleccionados para evaluar el efecto restaurador del MCG
sobre la lesi6n establecida por 6-OHDA, los animales con una respuesta rotacional neta
contralateral mayor o igual a 60 (3 o més vueltas por minuto). Este test fue solamente

realizado dos veces con el fin de evitar sensibilizacion.
A.3. Implantacién del catéter e infusién

Los animales seleccionados son anestesiados con hidrato de cloral (375 mg/kg
intraperitoneal ) y colocados de nuevo en el aparato estereotaxico, en esta ocasion, con la
barra de incisivos situada a -5 mm, siendo las coordenadas empleadas AP: +2 y Lat: +3
con respecto a bregma. Se realiza una incisién longitudinal en la piel, retirdndose piel y
periostio y se realiza un orificio de 1mm?, implantdndose una canula metilica
verticalmente en estriado a una profundidad de 7 mm bajo la dura. La cdnula fue
cementada y asegurada con dos tornillos milimétricos al crdneo. Se cierra la piel con
puntos sueltos y se coloca a los animales en una jaula bajo una fuente de calor hasta que
despiertan de la anestesia. El conducto de la cénula se mantuvo permeable gracias a una
gufa central de alambre con una tapa enroscable a la parte externa de la cdnula, aislandose
asi también de posible contaminacién (Figura 3).

Los animales se distribuyeron en los grupos de tratamiento de manera que se
asegurara una tasa de rotacién media similar en los tres grupos. Durante las dos semanas
siguientes a la implantacién cada animal recibié seis bolos intraestriatales de MCG (n=7),
medio definido (MD, n=8) o salino 0.9% (n=8), cada una de un volumen de 6 pl. Tras la

tiltima infusién se cuantificé la rotacién inducida por apomorfina de igual manera a la
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previamente descrita y los animales fueron sacrificados por decapitacién 72 horas

después.

Figura 2. Rotémetro de metacrilato en el que se cuantificé el nimero de rotaciones tras la

administracién de apomorfina
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Figura 3. Representacion esquematica de la localizacién de la cdnula estriatal en las ratas.

Corte coronal +2.0 AP con respecto a bregma (tomado de Pellegrino y cols., 1979)

A.4. Prevencién de la toxicidad por 6 OHDA.

En este experimento la lesién con 6-OHDA se realiz6 de la manera descrita
anteriormente pero en el mismo acto quirdrgico inmediatamente después de finalizar la
infusién de 6-OHDA en el fasciculo longitudinal medial, se realizé una inyeccion estriatal
de 4 pl de MCG (n=17), MD (n=17) o salino (n=16), en las mismas coordenadas
definidas para la colocacién de la cdnula estriatal en el experimento previamente descrito
(anteroposterior +2, lateral +3 y profundidad -7 respecto a bregma). Tres semanas
después, las ratas se testaron con apomorfina de manera idéntica a la descrita y fueron

sacrificadas por decapitacién 72 horas después.

A.S. Preparacién del MCG y medio definido (MD)

El MCG se obtiene de cultivos de glia mesencefilica segin lo descrito
previamente (Mena y cols., 1996). Se realizan cultivos de células mesencefalicas de rata
en periodo embrionario (longitud 10-12 mm) (Mena y cols., 1993). Las c€lulas son
sembradas en Dulbecco Modified Eagles’s Medium (DMEM-FCS) suplementado con
suero fetal 15% (FCS), piruvato sédico (ImM) y L-glutamina (4mM) ) a una densidad de

10° células/cm? en multipocillos de 16 mm de didmetro. Las células se mantienen en

DMEM-FCS alimentandolas una vez por semana. Tras 2-3 semanas in vitro el 70-80% de
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las células son astrocitos, demostrado por inmunotincién positiva para proteina
gliofibrilar dcida (GFAP+).

Medio definido (MD) consiste en Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM) y
mezcla de nutrientes Ham F12, suplementado con D-glucosa (6 mg/ml), insulina (25
ug/ml), transferrina (100 pg/ml), putrescina (60 uM), progesterona (20 nM) y selenito de
sodio (30nM), sin afiadir antibiéticos ni antimicéticos (Pardo y cols., 1997).

MCG es el medio obtenido tras mantener las células en MD durante 24 horas
(Mena y cols., 1996). MCG y MD fueron obtenidos en el Laboratorio de Monoaminas el
Hospital Ramén y Cajal (Dra. M* Angeles Mena y colaboradores) y amablemente cedidos

para los experimentos.

A.6. Estudio neuroquimico de monoaminas en regiones cerebrales

Los cerebros de los animales en los que se determinaron monoaminas (n=54)
fueron inmediatamente extraidos, disecadas las distintas regiones cerebrales y
rapidamente congelados a -80 °C. La diseccién se realiza siguiendo el procedimiento
descrito por Carlsson y Lindqvist (1967), con ligeras variaciones: sobre la cara ventral de
encéfalo se retira parte del sistema limbico, siendo visible la estria olfatoria, se le da la
vuelta al cerebro y, levantando suavemente los hemisferios, se secciona el férnix
separando los dos hipocampos. Se secciona el cuerpo calloso y a continuacion se separan
ambos hemisferios siguiendo la arteria talamoestriada. Se separa el mesencéfalo por
debajo de los tubérculos cuadrigéminos inferiores, manteniéndose en el mismo bloque
diencéfalo y mesencéfalo y, por dltimo, se corta el cerebelo. Se separan, por tanto, 8
regiones: estriado derecho e izquierdo, sistema limbico derecho e izquierdo, diencéfalo-
mesencéfalo derecho e izquierdo, tronco derecho e izquierdo. Diencéfalo y mesencéfalo
se mantienen en un mismo bloque porque, debido a la inclinacién de la sustancia nigra, es
muy facil, al realizarse la disecci6n en fresco, seccionar la parte rostral del nicleo.

La separaci6n de las distintas monoaminas y metabolitos se realiza mediante una
cromatografia liquida de alta definicién con columna de fase reversa y la cuantificacion,
mediante detector electroquimico segin técnicas descritas (Mena y cols., 1986). Se
determinaron niveles de dopamina (DA), noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) y sus
metabolitos. El dcido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) es el resultante de la oxidacién

de la dopamina por accién de la MAO y la 3 metoxitiramina (3-MT) de la metilacién de
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la dopamina via COMT (catecol-O-metil-transferasa). El dcido homovanilico (HVA) es el
producto final del metabolismo de las catecolaminas por efecto de ambos enzimas (Figura
4). Mediante el andlisis de los niveles de los metabolitos podemos inferir la actividad
enzimdtica y la aparicién de mecanismos compensatorios. También se cuantificaron
niveles de dcido 5-hidroxi-indolacético (5 HIIA), metabolito de la serotonina, y 3-metil,4-
hidroxi-fenilglicol (MHPG) metabolito de la noradrenalina.

Las regiones cerebrales son homogeneizadas en écido perclérico (PCA), 0.4 N, en
presencia de metabisulfito de sodio al 5% (20 ul/100 ml de PCA) y EDTA al 2%
(400p1/100 ml de PCA). Se homogeneiza con ultrasonidos en hielo durante 3 minutos y
se separa en microcentrifuga en cdmara fria a 12.000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante se pasa por filtro millipore de 0.2 pm y se fracciona. Se utilizan dos
alicuotas de 100 pl, una para catecolaminas y otra para metabolitos y se realiza inyeccién
directa en el cromatégrafo.

El estudio neuroquimico fue realizado en el Laboratorio de Monoaminas del Hospital
Ramén y Cajal (Dra. M* Angeles Mena y colaboradores) y los datos amablemente

cedidos.
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Figura 4. Metabolismo de la dopamina.
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A.7. Analisis de los resultados

Los estudios estadisticos se han realizado comparando medias de estas variables
antes y después de la infusién en los distintos grupos mediante el uso de tests pareados.
El andlisis de niveles de monoaminas y metabolitos se realizé comparando niveles
medios de las regiones analizadas entre los grupos de tratamiento. Los datos se expresan
como media y error estandar de la media. Las diferencias significativas fueron evaluadas
mediante el U test de Mann-Whitney para variables independientes para diferencias entre
grupos y el test exacto de Fisher para mortalidad. Las diferencias fueron consideradas

significativas cuando p<0,05.
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Los anélisis fueron realizados gracias al programa SAS 6.12 (SAS Institute Inc.,
NC, USA) e INSTAT 2.02 (GraphPad Software, California, USA)

B. Experimento 2. Estudio de la tolerancia y eficacia de la infusion de FGF y GDNF

en monos con hemiparkinsonismo inducido por MPTP

B.1. Generalidades

El estudio se realizé en 12 ejemplares macho de Macaca Fasciculata (Macaca Irus,
Cynomolgus monkeys, Java monkeys) (iniciales A, C,F, G, J, K, B,P,N, Q, L, 0)
adquiridos en Holanda (Hartelust Co.). En el momento de iniciar el experimento tenian
una edad media de 56.5 + 1.4 meses (rango 45-64) y un peso medio de 3.439 gramos
(rango 3.170-3.850). Dos animales mas (un macho y una hembra de iniciales V' y H)
fueron empleados previamente para realizar un ensayo preliminar con el objeto de
perfeccionar técnicas neuroquirirgicas, implantacion de catéter, dosis y volumen de
infusién de los factores, asi como realizacién de estudios farmacodindmicos de difusién

cerebral de GDNF.

Los animales se han mantenido en jaulas individuales, en condiciones habituales
(12 horas de luz, temperatura constante) con libre acceso al agua. En todo momento se
han seguido las normas éticas para el manejo experimental de primates de la Fundacién
Jiménez Diaz y de las autoridades cantonales de inspeccién veterinaria de Zurich (Suiza)
y Groningen (Holanda). Se alimentaron una vez al dfa ad libitum, con una dieta variada
consistente en frutas, verduras, frutos secos y pan, administrada por los investigadores.
En la habitacién de primates se mantuvieron hasta 8 animales simultdneamente, pero
siempre en jaulas individuales. Las dimensiones de las jaulas son de 80 x 75 x 100 cm. y
las del pedestal, situado a 20 cm del suelo, 25 x 20 cm. Los examinadores que
secuencialmente evaluaron a los animales lo hicieron en paralelo y de manera ciega, sin
conocer a qué grupo de tratamiento pertenecian.

En todos los procedimientos en los que fue preciso, los animales se anestesiaron
con clorhidrato de ketamina al 0,5% (0,6 mg/kg de peso) (Ketolar ®, Parke-Davis, El
Prat, Barcelona) y clorhidrato de tiazina 2% (0,6 mg/kg de peso) (Rompum ®, Bayer)

subcutdneos. En caso de requerir mayores periodos de anestesia se repitieron inyecciones
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con dosis semejantes. Siempre que fue necesario anestesiarlos los animales fueron
pesados.

Las muestras de liquido cefalorraquideo fueron obtenidas siempre mediante
puncién lumbar a través del espacio interespinoso situado a nivel del borde superior de
las crestas iliacas, manteniendo al animal en dectbito lateral, y fueron inmediatamente
congeladas. Aunque en general todas fueron realizadas por la mafiana, se recogié el
horario para evaluar posibles variaciones diurnas de los niveles de catecolaminas o
metabolitos. Se desestimaron muestras en las que se sospechara contaminacién sanguinea
por trauma. '

En la Figura 5 se esquematiza un calendario del experimento con los periodos de
tiempo empleados en cada fase del mismo. Debido a que la instauracién del
hemiparkinsonismo no es homogénea en todos los animales y a que hubo que adaptarse a
determinadas fechas disponibles para poder realizar los distintos procedimientos, los
periodos no son temporalmente idénticos en los distintos animales. A lo largo de todo el
experimento se registré diariamente el comportamiento motor y la posible aparicién de
eventos anormales como por ejemplo episodios de rotacion contralateral esponténea,
distonia, variaciones en el estado general. Se aplicaron semanalmente las escalas
neurolégicas para cuantificar la severidad del cuadro hemiparkinsoniano y se realizé el
test de la escalera también con una periodicidad semanal. Durante los exdmenes cada
animal fue videofilmado minimo durante 10 minutos. En los tdltimos 6 animales se
recogié también el nimero de rotaciones espontdneas del animal dentro de su jaula
(después de comer y sin someterle a ningiin estimulo externo). Las muestras de LCR para
andlisis de metabolitos de monoaminas se obtuvieron cada 15 dias y también cada 15
dias, en semanas alternas, se registré el comportamiento ante la administracién de
apomorfina. Durante el periodo de infusién, el mismo dia que se anestesiaba al animal

para la administracién de factor o vehiculo, se realizé previamente la puncién lumbar.

Se presentarén los datos clinicos de los 12 animales, 5 tratados con infusiones de
FGF, 5 con GDNF y 2 con vehiculo. En dos animales se ha prolongado el tiempo de
infusién con el propésito de valorar la efectividad a largo plazo, ver si aparecen efectos

secundarios tardios y realizar un tercer F-DOPA PET antes del sacrificio.
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Figura 5. Calendario del experimento de infusién de factores tréficos en primates

hemiparkinsonianos.

ESTUDIO BASAL (LCR, clinico, aprendizaje escalera)

" INYECCION INTRACAROTIDEA DE MPTP|

ESTABLECIMIENTO HEMIPARKINSONISMO

*x * * *x * *

IMPLANTE CATETER ESTRIATAL J

18-F-DOPA PET INICIAL |

INFUSION FACTORES/VEHICULO (cada 14 dias)

v

18-F-DOPA PET FINAL ]

SACRIFICIO/ HISTOLOGIA I

* Escalas neurol6gicas, escalera, rotacién espontdnea semanal
Test de apomorfina, LCR quincenal

76



Mérodos

B.2. Evaluacién clinica

Durante las semanas de adaptacién de los animales al animalario se realiz6 estudio
basal del comportamiento motor, registrando también la preferencia manual en caso de
ser apreciada. Cada animal exhibe un comportamiento individual en lo que se refiere a
grado de agilidad, interaccién con los cuidadores y con los demas ejemplares, expresién
verbal, postura, gustos alimentarios, por lo que es necesario registrar todos estos datos
para poder después establecer cambios. Igualmente se obtuvieron muestras de liquido
cefalorraquideo para determinar los niveles basales de monoaminas y de sus metabolitos
en cada animal. Ademés se procedi6 a adiestrar a los animales en la realizacién del test de
la escalera, prueba disefiada para comparar el uso y destreza de ambos miembros
superiores. Se coloca una escalera en forma de zigurat de 4 peldaiios sobre una placa de
metacrilato adosada a la jaula del animal de manera que pueda ver los premios
gastronémicos (cacahuetes, caramelos, bombones) que en ella se depositan (Figura 6). El
panel con la escalera permite, teéricamente, que el animal inicamente pueda obtener la
comida del lado derecho con su mano derecha y del lado izquierdo con la izquierda, pero
con el aprendizaje algunos animales desarrollan estrategias para emplear la mano sana en
ambos lados y coger varias piezas simultdneamente. Al requerirse un movimiento
cuidadoso y preciso, permite evidenciar déficits neurolégicos sutiles, que no serian
apreciados en los movimientos habituales del animal en su jaula. Se coloc6 una pieza en
cada escal6n y se anoté el nimero de piezas alcanzadas con cada mano. Aunque
inicialmente se cuantific6 el tiempo requerido en completar cada uno de los lados, esa
medida fue rechazada después, puesto que variaba en funcién del apetito o del capricho
particular de ese momento y no era util.

En varias ocasiones se procedié a colocar la escalera tras la administracién de
apomorfina, una vez finalizado el periodo de rotacién, pero aiin en periodo de respuesta
terapéutica, con el fin de poder cuantificar posibles mejorfas. No fue asf: los animales
estaban inquietos e inatentos y no colaboraban en la realizacién del test, por lo (jue se

concluyé este estudio.
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Figura 6. Representacién esquematica de la realizacion del test de la escalera.

jaula

panel de metacrilato
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espacio para mano izquierda

Tras la observacién diaria del comportamiento, tanto espontdneo como ofreciendo
alimentos, semanalmente se completé una escala neuroldgica (Tabla 12) modificada de la
disenada por Ovadia y cols. (1995). Se comprobé que, en esta escala, la valoracién de la
motilidad global era demasiado grosera para el estado de nuestros animales y no era
sensible a posibles variaciones por lo que en los dltimos seis animales se modificé este
item, aplicandose uno modificado y definido como “nueva escala de acinesia funcional y
motilidad global”. Con objeto de mejorar la variacién interobservador, se precisé la
definicién de los términos, valorando la bradicinesia como la velocidad y fluidez durante
la ejecucion de actos motores voluntarios y el item “rigidez” en los movimientos
involuntarios por lo que también es un indicador del grado de acinesia. Como puede
comprobarse, en esta escala las puntuaciones mas elevadas en motilidad global y en uso
de la mano son las correspondientes a la normalidad, mientras que en los items
bradicinesia, rigidez/acinesia, temblor, estabilidad, alteracién postural y vocalizaciones,
el cero corresponde a la normalidad. Para efectos estadisticos se calculé un item que
reflejara el grado de severidad (SEV) del hemiparkinsonismo equivalente al sumatorio de

las puntuaciones medias de rigidez (R), bradicinesia (B) y temblor (T) mds la pérdida
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media en motilidad global (MG) y uso (U). [SEV=R + B + T + (5- MG) + (3-U)] (rango
teéricode 0 a 17).

Fueron también registrados el nivel de atencién, el estado de los movimientos
oculares y el grado de destreza bimanual, disefidndose pruebas especificas como por
ejemplo la habilidad para mantener abierta una caja con una mano para obtener un premio
con la otra.

A lo largo de todo el experimento se realizaron, de manera quincenal, inyecciones
subcutdneas de apomorfina (0.05 mg/kg s.c.) diluida en suero salino (1 mg/ml) con el fin
de valorar y videofilmar la respuesta rotatoria. Se recogi6 el momento de la primera y la
tltima rotacién contralateral al lado lesionado, el nimero medio de rotaciones en los
minutos 5-6, 15-16 y 25-26 post-inyeccién, y la presencia de distonia y de estereotipias
cuantificadas de 0 a 3 (0= ausencia; 1= leves ; 2= moderadas ; 3= severas, interfieren con
rotacién). En caso de ausencia de rotacién se precisé si era debido a falta de respuesta a la
apomorfina o bien a distonfa severa o acinesia. Algunos animales, con el uso repetido de
apomorfina, desarrollaron discinesias que fueron analizadas segin sus caracteristicas,

localizacién, momento de aparicién y finalizacion.

79



Mérodos

Tabla 12. Escala de evaluacién neurolégica en primates hemiparkinsonianos aplicada de
manera semanal a cada animal (modificada de Ovadia y cols., 1995).

Motilidad global (0-5)

0= inmovilidad con riesgo vital

1= movimientos segmentarios

2= movimientos deambulatorios limitados en el plano horizontal

3= deambulacién horizontal y subida al pedestal

4= movimientos en vertical pero sin conducta exploratoria ni interaccién con cuidadores

5= comportamiento normal, exploratorio y agresivo.

Nueva escala de acinesia funcional y motilidad global (0-5)

0= pérdida total de movimientos corporales

1= movimientos segmentarios. No movimientos en plano vertical ni deambulacién

2= deambulaci6n cortas distancias. No movimientos en plano vertical.

3= deambulaci6n. Algunos movimientos verticales, como sentarse en el pedestal. No balanceo ni saltos.
4= movimientos exploratorios en planos horizontal y vertical normal pero interaccién pasiva con cuidadores u
otros animales. Poca interacci6én o exploracién fuera de la jaula.

5= comportamiento exploratorio y social normal.

Bradicinesia (0-3) Miembro superior/ miembro inferior

0= inicio normal del movimiento

1= discreta lentitud al inicio del movimiento

2= severa lentitud para iniciar el movimiento

3= severa dificultad para iniciar y mantener el movimiento; no la usa voluntariamente

Rigidez/Acinesia (0-3) Miembro superior/ miembro inferior

0= uso normal del miembro

1= menor uso que el contralateral

2= severa disminuci6n de la capacidad de utilizacién del miembro superior para coger comida y del inferior para
cualquier movimiento

3= incapaz (o se niega) a usar el miembro incluso para caminar

Temblor (0-3) cefélico/miembro superior/ miembro inferior

0= ausente

1= intermitente, ocurre durante el uso del miembro

2= presente casi todo el tiempo durante el uso, ocasionalmente en reposo, moderada amplitud o intensidad
3= continuo o intermitente pero de gran amplitud o intensidad, interfiriendo con la funcién del miembro
Uso de 1a mano lado lesionado (0-3)

0= ninguno o falla al apoyarse o agarrarse

0,5= uso Ginicamente para agarrase a barrotes. No uso como mufién ni para coger alimento.

1= uso como muifién pero no coge alimento

2= coge la comida pero prefiere utilizar la sana inicialmente o se cambia los objetos a la sana répidamente
3= normal

Estabilidad postural (0-2)

0= normal

1= discreta alteracién pero mantiene bipedestaci6n, ocasionalmente se agarra a los barrotes para ayudarse en la
incorporacién

2= caidas esponténeas

Alteracion postural (0-2)

0= normal

1= discreta flexién de tronco

2= severa flexién de tronco

Vocalizaciones (0-2)

0= normales

1= reducidas

2= ausentes
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B.3. Inyecci6n intracarotidea de MPTP

Una vez adaptados al animalario y realizado el estudio basal, los animales fueron
lesionados mediante la inyeccién de 0,4 mg/kg de MPTP intracarotideo. Nosotros hemos
empleado el modelo de hemiparkinsonismo desarrollado por Bankiewicz mediante
inyeccién tnica de MPTP intracarotideo. Estos monos desarrollan un hemiparkinsonismo
contralateral bastante estable en el tiempo con rigidez, bradicinesia, heminegligencia y
temblor (m4s postural que de reposo) en las extremidades contrarias al lado lesionado, sin
repercutir severamente en estado general del animal. Los animales muestran un
comportamiento rotacional unilateral hacia el lado lesionado que revierte con la
administracién de agonistas dopaminérgicos, que a dosis adecuadas provocan rotacién
contralateral.

El mismo dia del procedimiento, el MPTP hidroclérido (Sigma Chemical Co.,
Alcobendas) se diluye en suero salino estéril en condiciones de seguridad y con ropa
protectora. Una vez anestesiado el animal se realiza cateterizacién supraselectiva de
car6tida interna izquierda a la que se accede por puncién percutdnea de femoral derecha y
bajo control por arteriografia con substraccién digitalizada. Una vez comprobado que la
punta del catéter se encuentra en carétida intracraneal, se procedié a la inyeccién de
MPTP en bolo seguido de 1ml de suero salino. En un animal (inicial Q) no fue posible el
acceso a cardtida izquierda por lo que fue administrado en carétida derecha y el animal
desarroll6, por tanto, el hemiparkinsonismo en el lado izquierdo. El procedimiento se
realizé en el Servicio de Neurorradiologia de la Fundacién Jiménez Dfaz gracias a la
amable colaboracién de los doctores Pérez Higueras y Al-Rashid, asi como de los
técnicos y personal asignado.

Durante la siguiente semana se mantuvieron las condiciones de seguridad
recomendadas: aislamiento de los animales, empleo de ropa protectora, mascarilla,
guantes, incineracién de materiales desechables, descontaminacién de materiales no
desechables con hipoclorito sédico.

En 2 animales (iniciales L, P) fue necesaria la readministracién del téxico una
segunda vez puesto que, transcurrido un periodo de tiempo de un mes, el cuadro de

hemiparkinsonismo desaparecié en su practica totalidad.
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B.4. Colocacién del catéter e infusién de factores/vehiculo

El lugar idéneo de implantacién de la canula para inyeccién del factor tréfico se
calcul6 de manera individualizada mediante realizacién de TAC craneal previo a la
cirugfa en cada animal. Para el cdlculo de las coordenadas se emple6 el mismo método
usado para la realizaci6n del atlas estereotaxico en Macaca Irus tipo Horsley-Clarke de
Shantha y cols., 1968. El plano horizontal se marca 20 mm sobre el plano Frankfurt,
plano trazado uniendo el centro de ambos conductos auditivos externos y el borde inferior
de 1a 6rbita. En un corte sagital, una linea perpendicular a ese plano que atraviese el
centro del conducto auditivo externo, fija el cero en el plano anteroposterior. En los cortes
coronales se calcul6 la coordenada lateral y la profundidad. Este método permite que el
punto deseado sea alcanzado facilmente, puesto que al animal se le realiza el estudio
radiolégico en la misma posici6n en la que va a ser después intervenido. El lugar elegido
como 6ptimo para la colocacién de la punta del catéter es el putamen anterior, en la zona
préxima a la cabeza del caudado (Figura 7). En la Tabla 13 se exponen las coordenadas
empleadas en los 12 animales.

Tras anestesia, los animales fueron colocados en el marco de cirugia estereotdxica
y fijados mediante dos barras intra-aurales y otras dos a las arcadas infraoculares. Tras la
apertura de piel se localiz6 el punto previamente calculado respecto al cero estereotdxico,
se realiz6 un trépano y se colocé un catéter. En los primeros 6 animales se conect6 a un
reservorio que fue implantado bajo la piel del craneo. En los tltimos 6 animales
intervenidos se emplearon unos catéteres disefiados especificamente para primates que
permitian su implante perfectamente vertical con la barra del aparato de cirugia
estereotdxica (Figura 8). En todos los animales el catéter se implant6 en estriado

ipsilateral a la arteria car6tida interna donde se habfa inyectado previamente el MPTP.
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Figura 7. Corte coronal (anterior 18.5) que se utiliz6 como referencia para el cdlculo de

coordenadas para el implante del catéter estriatal. (Tomado de Atlas de Shanta y cols.,
1968).

LR
red

AO: drea olfatoria; CC: cuerpo calloso; CCG: cingulum; CD: niicleo caudado; CE: cépsula externa; COR:

corona radiata; E: tracto del electrodo; FU: fasciculus uncinatus; PUT: putamen; SOM: stria olfatoria
medialis; SOL: stria olfatoria lateralis.
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Figura 8. Procedimiento de implantaci6n del catéter estriatal mediante cirugia
estereotaxica.
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Tabla 13. Coordenadas en milimetros respecto al cero estereotdxico empleadas para la
colocacién del catéter estriatal en cada uno de los monos (AP: anteroposterior; Lat:
lateral; Prof: profundidad).

Inicial AP LAT PROF
A 19.1 1.5 17.5
C 19.2 8.3 17
F 17.4 1.5 17
G 20.5 10.4 17

J 17.1 10 17
K 18.9 11.5 17
B 18 11.5 17
P 20 1.5 19
Q 16 115 21
N 16 11.1 21.5
0 15.4 14.7 20
L 15.3 14.9 22.8

AP: distancia en direcci6n anterior desde la linea imaginaria que une ambos conductos auditivos internos;
LAT: distancia lateral desde la linea media; PROF: distancia de profundizaci6n desde la duramadre.

Las dosis de factores tr6ficos empleadas fueron S pg de bFGF bovino
recombinante (Boehringer Mannheim Biochemica) y 500 ug de GDNF (Amgem,
California, USA) disueltos en PBS estéril en un volumen de 50 pl que fueron infundidos
cada quince dias. En los animales control se infundieron 50 pl de albimina al 0,1% en
PBS. El niimero total de infusiones realizadas en los doce animales fue de 129. Tras la
inyeccién del factor o vehiculo se procedi6 a la inyeccién lenta de un volumen de
vehiculo idéntico al volumen muerto del catéter (o del catéter junto con el reservorio en
los seis primeros ejemplares) medidos previamente en cada animal.

Para evitar condicionantes en la valoracién de los animales y para obtener datos
con mayor rigor cientifico, la infusién se realizé de forma ciega, sin conocer a qué grupo
de tratamiento pertenecia cada animal. La eleccién de la substancia a infundir en cada
animal fue elegida por el director de la tesis intentando que cada grupo de tratamiento
fuera homogéneo en cuanto a severidad del cuadro hemiparkinsoniano. Aunque los
animales que posteriormente fueron infundidos con FGF tenian un cuadro mds severo que
los otros dos grupos de tratamiento, las diferencias no son estadisticamente significativas
(severidad media en grupo FGF 7.10 + 1.89, en grupo GDNF 5.27 + 2.58, en grupo
control 4.24 + 1.17).
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B.5. Estudio neuroquimico

Se determinaron en LCR niveles de HVA, MHPG y SHIAA mediante HPLC/DE
de manera similar a la previamente descrita en el experimento en roedores. Cuando fue

posible se analizaron también triptéfano, DOPAC y 3-MT.

B.6. Estudio radiolégico funcional: PET con 18F-DOPA

Se realizaron dos estudios de tomografia por emisién de positrones con 6-['°F)-
fluoro-L-DOPA (PET F-DOPA): uno tras la colocaci6n del catéter, previo al tratamiento,
y otro después del periodo de infusién de factores (o vehiculo). Para evitar los posibles
efectos de la cirugfa se intercal6 un periodo de tiempo minimo de 10 dias tras el implante
del catéter hasta la realizacién del primer PET F-DOPA (media 15 + 1.82 dias). El primer
PET se realiz6, como media, a los cinco meses de la lesién con MPTP (22.6 semanas +
1.22). El segundo se realiz6 aproximadamente un afio después de la lesién con MPTP
(55,4 + 1,43 semanas) y después de un periodo de infusién de aproximadamente 6 meses
(26.08 + 1.4 semanas). Tras la realizaci6n del segundo PET F-DOPA se procedi6 al
sacrificio en un perfodo medio de 4.4 + 0.9 semanas. En uno de los ejemplares (inicial L)
se realizé un PET antes de iniciar el experimento para tener una referencia de los valores
de captacién de F-DOPA en un animal sano.

Los estudios se realizaron gracias a la colaboracién con el Dr. Leenders y su
equipo en el Instituto Paul Scherrer (Suiza) y en el Groningen University Hospital
(Holanda) en un Siemens 933/04-16 PET-scanner, el cual recoge 7 planos
simultdneamente (reconstruccién transaxial tras reconstruccién 8 mm FWHM). Fueron
anestesiados con ketamina 10 mg/kg i.m. seguido por pentobarbital sédico 20 mg/30 min
intravenosos hasta la finalizacién del estudio. Los animales eran tratados con carbidopa 5
mg/kg, i.v. (Merck, Sharp & Dohme Research Laboratory, Nutley, NJ), 60 minutos antes
de la administracién de F-DOPA. El andlisis de los metabolitos plasmaticos se realiz6 en
muestras recogidas a los 5, 15, 30, 60 y 120 minutos tras la inyeccién del trazador. Tras el
scanner de transmisién, la F-DOPA fue infundida intravenosa en un volumen de 10 ml de
suero fisiolégico durante 3 minutos usando una bomba de perfusién continua. La
recogida de informacién comienza con la inyeccién del trazador y el tiempo total es de

124 minutos. Las regiones de interés (ROIs) se localizan visualmente segin normas
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estandard en el plano en donde se encuentra la mdxima captacion estriatal. Una region
eliptica de 79,2 mm? se colocé en cada uno de los estriados y una circular de 375 mm? en
el mismo plano en la regién posterior a los ganglios basales como 4rea de referencia. La
cantidad de F-DA acumulada en el estriado se estimé conforme a la “actividad estriatal
especifica”, definida como la diferencia entre actividades medidas en estriado y una
regién no dopaminérgica como el 16bulo occipital. Se calculd la tasa especifica de

captaci6n estriatal (Ki) normalizando respecto a la concentracién plasmatica de F-DOPA.

B.7. Evaluacién histolégica

Para el sacrificio, tras ser anestesiados, se disecaron y cateterizaron ambas
car6tidas comunes a la altura del bulbo carotideo, introduciéndose el catéter por carétida
interna. Se realizé lavado con suero salino, canalizdndo la vena cava para permitir la
exanguinacién. Se procedi6 entonces a la perfusién con paraformaldehido fresco al 4% en
tampén bifosfato (PBS), neutralizado con sosa 10 N. La cantidad empleada vari6 entre
750 y 1.000 cc. Los cerebros fueron extraidos y se mantuvieron, en caso de no apreciarse
una correcta fijacién, en paraformaldehido durante un periodo de 24-72 horas para
después colocarse en una solucién de sacarosa al 25% hasta que se equilibran.

Tras los exdmenes macroscépicos, se cortaron bloques de tejido (particularmente
mesencéfalo y ambos estriados) que fueron inmediatamente congelados, realizandose
cortes de 30 p de grosor que se fueron montados sobre portas previamente gelatinizados
con poli-L-lisina, manteniéndose de igual manera congelados a -80°C hasta la realizacién
de 1a inmunotincién. El resto del tejido se mantiene en formol hasta su tallado e inclusién
en parafina.

Se realiz6 inmunohistoquimica frente a TH en sustancia nigra y estriado, y frente
a glutdmico decarboxilasa (GAD) y protefna glial fibrilar 4cida (PGFA) en estriado.
Preferimos realizar la inmunotincién sobre cortes montados para poderlo hacer de forma
seriada. Tras 2 horas en una solucién 50mM de PBS con Triton X-100 0.1 % (0,3%) las
secciones se incuban en suero de cabra al 5% durante 1 hora y, tras varios lavados con
PBS, se incuban con anticuerpos policlonales de conejo anti TH (Pel-Freeze
Laboratories) a dilucién 1:1000 en PBS durante 2 dias a 4°C. Después de varios lavados
con PBS, los cortes se incuban 2 horas con un complejo avidina biotinilada-peroxidasa

(1:100) (Vector laboratoires) y a continuacién, con 3,3’-diaminobencidina, amplificando
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con una reaccién de glucosa-oxidasa con cloruro de niquel. Los cortes son secados,
deshidratados con alcoholes, aclarados en xilenos, cubiertos y sellados. Se realizan
recuentos manuales en microscopio con una magnificacién x 200. Se emplearon tres
niveles de referencia: rostral, a nivel de los tubérculos cuadrigéminos superiores,
intermedio, a nivel de la salida del tercer par y del niicleo rojo, y caudal, a nivel de
nicleos interpedunculares. El recuento se realiza colocando una rejilla con dos lineas
(“lineas prohibidas”) de forma que se incluyan todas las neuronas que estén entre las dos,
o las tocan, y ninguna neurona que cruce las lineas (Gundersen y cols., 1977). En algunos
cortes se realiz6, sobre 1a TH, una tincién de Nissl para valorar la posible supresién de la
expresién TH sin muerte neuronal. Se valoré también la presencia o no de neuronas
estriatales TH+ y la densidad de terminales TH+ en estriado realizandose una
cuantificacién de I a Il (I: muy disminuida; II: disminuida; III: normal). El estudio se
realiz6 en las distintas zonas estriatales: caudado, putamen y nicleo accumbens. Las
personas que realizaron el andlisis histolégico no conocfan a qué grupo de tratamiento
pertenecia cada animal.

Los procedimientos anatomopatolégicos fueron realizados en el Banco de Tejidos

para Investigaciones Neurolégicas de Madrid por la Dra. Gonzalo y el Dr. Rébano.
B.8. Anilisis de resultados

De los aspectos motores recogidos (motilidad global, bradicinesia, rigidez,
temblor, uso de la mano, estabilidad y alteracién postural) se han realizado las medias de
las puntuaciones en las escalas semanales a lo largo de laé distintas fases del experimento
para valorar la evolucién de la clinica. Para valorar la eficacia de los tratamientos se
descartaron las escalas de las 4 semanas iniciales (instauracién de la clinica
parkinsoniana) y las tres posteriores al implante del catéter. Para estudio de la variacion
en los indices de rotacién y en los tests de la escalera también se compararon las medias
obtenidas en la fase de clinica estable con las medias de la fase de tratamiento. Se
compararon medias de estas variables, antes y después de la infusion, en los distintos
grupos mediante el uso de test pareados, intervalos de confianza, t de Student y one way
ANOVA. Para estudios de correlacién se emple6 en test de Spearman. Para evaluar
eficacia entre los tres grupos de tratamiento se utilizé one way ANOVA. Los datos se

expresan como media y error estdndar de la media. Las diferencias fueron consideradas
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significativas cuando p<0,05. Los andlisis fueron realizados gracias al programa SPSS

6.0 (SPSS Institute Inc., USA) e INSTAT 2.02 (GraphPad Software, California, USA).
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IV. RESULTADOS
Experimento 1. Efecto neuroprotector del MCG frente a la lesion por 6-OH-DA en

ratas.

A.1. Efecto del MCG en la recuperacién tras lesion establecida por 6-OH-DA

A.l.a. Efecto del MCG sobre peso 'y mortalidad

Previamente a la infusién estriatal el peso en los tres grupos experimentales era
similar. Las ratas tratadas con MCG perdieron més peso (30,7 + 16,5 g) que las
controles (16,2 + 8,1 g) pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Siete animales murieron durante el periodo de infusién (30,4%), 2 de ellos pertenecian
al grupo tratado con MD (25%) y 5 al grupo infundido con vehiculo (75%) (Figura 9).
Todos los animales tratados con MCG terminaron el periodo experimental. La
mortalidad global fue significativamente superior en las ratas tratadas con vehiculo. Los
animales que fallecieron durante el experimento tenian similares tasas de rotacion
inducida por apomorfina pre-infusién (166,3 + 32, n=7) que los que completaron el

experimento (148,1 + 17, n=16).

A.1.b. Efecto del MCG en la recuperacion de niveles cerebrales de monoaminas

Todos los animales que completaron el experimento (n=16) tenfan una
depleccién marcada de DA estriatal en el lado lesionado. Comparando los niveles de los
5 compuestos analizados (DA, DOPAC, NA, 5-HT, 5-HIIA) en las 8 regiones cerebrales
(estriado, cerebro limbico, diencéfalo y tronco, derechos e izquierdos) no se encontraron
diferencias significativas entre las ratas tratadas con MD y con vehiculo, por lo que para
subsiguientes andlisis fueron agrupadas en el denominado “grupo control” (n=9) para
incrementar la potencia en los andlisis estadisticos. Los niveles de catecolaminas,
serotonina y sus metabolitos fueron semejantes en los estriados no denervados en ambos

grupos, MCG y control (Tabla 14).
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Los niveles de DA en el lado lesionado (izquierdo) fueron significativamente
mayores en el grupo MCG en estriado (242,1 + 69,2 ng/g proteina) y en cerebro limbico
(455,8 +.108,4 ng/g ) que en el grupo control, 108,4 +22y 110,8 + 36,4 ng/g, (p = 0,03
y p = 0,01, respectivamente). Los niveles de DA en el estriado denervado se encontraban
reducidos a un 3,9 % de los valores hallados en el lado sano (242,1 + 69,2 versus
6.168,8 + 357,5 ng/g) en los animales infundidos con MCG y a un 1,8% (108,4 + 22
versus 5.780 + 288 ng/g) en el grupo control. Igualmente, los niveles de DA en el
cerebro limbico ipsilateral a la lesién con 6-OH-DA estaban disminuidos a un 45 % con
respecto al lado contrario (455,8 + 108,4 versus 1.007 + 189 ng/g) en animales tratados
con MCGyaun 12 % (110,8 + 36,4 versus 881,7 + 219,3 ng/g) en el grupo control
(Figura 10). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de DA en tronco
o diencéfalo, ni en los niveles de NA, DOPAC, 5-HT y 5-HIAA en ninguna regién

cerebral.

Figura 9. Supervivencia a lo largo del experimento en los tres grupos de tratamiento.

——MCG
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MCG: medio condicionado por glia; MD: medio definido.
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Tabla 14. Efecto neuroprotector del MCG frente a la lesién por 6-OHDAL: niveles de
monoaminas y sus metabolitos en las distintas zonas cerebrales en animales con

lesi6n unilateral (izquierda) por 6-OHDA e infusién repetida intraestriatal de MCG o
DM/vehiculo (controles).

DA DOPAC 5-HT 5-HIAA

MCG:

Estr, izquierdo 242,15 + 69,21* 50,67 + 18,82 572,32 + 96,99 374,48 + 52,59

Estr, derecho 6.168,85 + 357,50 709,68+ 77,23 913,07 + 84,69 349,40 + 17,92
Controles:

Estr, izquierdo 108,37 + 22,00* 30,55 + 7,09 477,03 +91,45 295,87 + 31,47

Estr, derecho 5.780 + 288,01 672,54+ 52,02 913,03 + 68,72 431,14 + 64,20
MCG:

limb, izquierdo 455,780 + 108,36** 4142+ 11,19 919,83 + 151,82 279,83 + 34,44

limb, derecho 1.007,28+ 188,9700 137,75+ 20,20 658,57 + 228,14 286,50 + 76,91
Controles:

limb, izquierdo 110,81 + 36,37** 43,15 + 22,78 628,42 + 172,74 411,25 + 136,67

limb, derecho 881,76 + 219,260 143,42+ 34,00 371,05 + 123,37 144,57 + 45,17
MCG:

dien, izquierdo 224,78 + 34,81 49,22 + 16,81 770,22 + 91,63 332,97 + 62,51

dien, derecho 1031,67 + 390,13 94,31 + 17,99 775,17 + 94,78 280,21 + 45,31
Controles:

dien, izquierdo 284,41 + 59,56 46,28 + 13,42 700,00 + 72,31 398,70 + 100,41

dien, derecho 549,33 + 116,61 74,77 + 13,88 674,36 + 54,62 224,65 + 26,32
MCG:

tr, izquierdo 60,57 + 6,38 15,57 + 0,81 1046,14 + 85,89 396,71 + 14,45

tr, derecho 82,42 + 8,22 21,14 + 1,18 1022,85 + 41,99 421,57 + 19,94
Controles:

tr, izquierdo 138,70 + 50,43 26,92 + 7,17 1048,20 + 93,09 407,25 + 23,50

tr, derecho 73,41 + 5,22 23,12 +2,28 920,88 + 53,14 410,88 + 25,85

DA: dopamina; DOPAC: 4cido 3,4-dihidrofenilacetico; 5-HT: serotonina;
5-HIAA: 4cido 5-hidroxiindolacético; NA: noradrenalina.

Estr: estriado; limb: cerebro limbico; dien: diencéfalo; tr: tronco.
Los valores representan la media+SEM en ng/gr. tejido seco en al menos 6 animales para cada grupo. T-
test a dos colas realizado en lados derecho e izquierdo, comparando animales tratados con MCG (n=7) vs
controles en cada lado: * p=0,03; **p=0,01.
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Figura 10. Niveles de DA y DOPAC en estriado y cerebro limbico en animales con
lesi6n unilateral (izquierda) con 6-OH-DA e infusion intraestriatal repetida con MCG
(azul) o MD/vehiculo (controles; blanco). Los valores representan la media  error

estandar en nanogramos por gramo de tejido seco en al menos 6 animales en cada grupo.
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A.l.c. Efecto del MCG en la rotacion inducida por apomorfina

La tasa de rotacién inducida por apomorfina previa a la infusién estriatal de las
distintas soluciones fue similar en los grupos experimentales (MCG = 165 + 30,2; grupo
control = 136,3 + 20,7). Tras la infusion estriatal en el grupo tratado con MCG la
rotacién disminuye mas que en el grupo control (grupo MCG = -61,7 + 35; grupo

control = 39,2 + 18,8) (p = 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la infusién intraestriatal repetida de MCG o MD/vehiculo en la

rotacién inducida por apomorfina. Porcentaje medio de variacion respecto a los niveles

pretratamiento.
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A.2. Efecto preventivo del MCG frente a la toxicidad por 6-OH-DA

A.2.a. Efecto del MCG sobre los niveles de monoaminas cerebrales

No se encontraron diferencias significativas al comparar niveles de DA, DOPAC y
3-MT entre las 8 regiones cerebrales analizadas (estriado, cerebro limbico, diencéfalo y
tronco; lados derecho e izquierdo) entre el grupo tratado con MD o con vehiculo. Por lo
tanto, ambos grupos fueron también unificados en uno denominado *“grupo control”
(n=26).

Los niveles de DA y sus metabolitos, DOPAC y 3-MT, fueron similares en el lado
no lesionado en el grupo infundido con MCG y en el control (Tabla 15).

Los niveles de DA en el estriado izquierdo (lesionado) fueron mayores en el grupo
MCG (3.630 + 499 ng/g proteina) que en el grupo control (2.456 + 214 ng/g) (Figura
12).

De forma similar, el tratamiento con MCG aumenta los niveles de los principales
metabolitos de la DA, DOPAC y 3-MT: los de DOPAC fueron significativamente
mayores (p = 0,01) en estriado izquierdo en el grupo MCG (260,7 + 29 ng/g) que en el

control (165,7 + 19 ng/g) y los de 3 MT también significativamente mas elevados en
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estriado izquierdo (p = 0,02) en el grupo MCG (141,4 + 14 ng/g) que en el control (99 +

11 ng/g).

Tabla 15. Efecto preventivo del MCG frente a la toxicidad por 6-OH-DA:
Niveles de monoaminas y sus metabolitos en las distintas zonas cerebrales en
animales con lesién unilateral (izquierda) por 6-OH-DA e infusién simultinea

tnica de MCG o DM/vehiculo (controles).

DA DOPAC IMT NA

MCG

Estr, izquierdo | 3.630,5 +498,9* | 260,7 + 29,3** | 141,4 + 14,1* | 368,4 + 23,90

Estr, derecho 6.746,6 + 400,00 | 349,0 + 14,700 176 + 18,5 479,2 + 18,2*
Controles

Estr, izquierdo | 2.456,8 + 214,7* | 165,7 + 19,2** 99,0+ 11,4* | 335,9+21,90

Estr, derecho 6.564,4 +214,5 | 341,3+9,5000 | 164,5+6,800 | 4358+ 11,6*
MCG

limb, izquierdo 876,8 + 118,05 99,0 + 22,9 35,3+8,0 667,8 + 38,0

limb, derecho 1.499 + 244.5 132,8 + 26,4 350+4,2 765,5 + 38,7
Controles

limb, izquierdo 696,9 + 84,7 75,7+ 8,9 33,0+5,7 6129 +324

limb, derecho 1.547,0 + 123,9 1459 +22 36,9 + 3,5 7373+ 329
MCG

dien, izquierdo 255,7+ 43,6 127,8 + 9,4 45,0 + 49* 820,0 + 26,9

dien, derecho 694,7 + 166,3 60,8 + 14 29,7 + 5,00 1514,3 + 115,7
Controles

dien, izquierdo 157,3 + 33,3 83,4+ 16,0 29,6 + 4,5* 736,6 + 34,3

dien, derecho 1.052,2 + 152 91,2+ 11,8 43,2 + 6,50 1.412,2 + 49,0
MCG

tr, izquierdo 83,3 + 5,40 19,3 + 2,0 Na 1.043 + 98,5

tr, derecho 113,3+ 13,3 19,8 +2,6 Na 924 + 140
Controles

tr, izquierdo 64,1 +7,53 18,7+ 1,0 Na 1052,7 + 83,5

tr, derecho 111,2+7,2 219+ 1,4 Na 986,9 + 49

DA: dopamina; DOPAC: 4cido 3,4-dihidrofenilacetico; 3MT: 3 metoxitiramina; NA: noradrenalina.
Estr: estriado; limb: cerebro limbico; dien: diencéfalo; tr: tronco; Na: no analizado.
Los valores representan la media + SEM en ng/gr. tejido seco en al menos 6 animales para cada grupo.
T-test a dos colas realizado en lados derecho e izquierdo, comparando animales tratados con MCG

(n=7) vs controles en cada lado: * p<0,05; **p<0,01
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Figura 12. Efecto protector frente a la lesién por 6-OH-DA del MCG: niveles de DA,
DOPAC y 3 MT en animales con lesién unilateral (izquierda) e inyeccién simultanea

tinica de MCG (azul) o MD/vehiculo (controles; blanco).
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*p <0,05; ** p<0,01.

A.2.b. Efecto del MCG sobre peso, mortalidad y rotacion inducida por apomorfina

No hallamos diferencias significativas ni en mortalidad ni en peso entre los
grupos. El tratamiento con MCG produjo una disminucién en la intensidad de la rotacién
inducida por apomorfina (rotacién media en el grupo tratado con MCG = 18,5 + 12
vueltas/20 minutos; grupo control = 37,8 + 9 vueltas/20 minutos), pero sin alcanzar la

significacién estadistica (p = 0,06).
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B. Experimento 2. Estudio de la tolerancia y eficacia de la infusiéon de FGF y GDNF

en monos con hemiparkinsonismo inducido por MPTP
B.1. Descripcién del modelo animal
B.l1.a. Caracteristicas clinicas

Inmediatamente después de la administraciéon del MPTP intracarotideo se
observé midriasis ipsilateral y, en algunos animales, bostezos y movimientos de
protusién de lengua transitorios. La anisocoria desapareci6 generalmente en 24-48
horas.

Durante los 14 procedimientos de cateterizacion supraselectiva de car6tida
interna para la administracién de téxico no hubo complicaciones ni tampoco en el
proceso de cicatrizacién de la herida inguinal. No se encontré deterioro del estado
general de los animales tras despertar de la anestesia, salvo en un ejemplar (inicial C).
Este animal sufrié crisis parciales en hemicuerpo derecho con generalizacién secundaria
durante una semana, siendo tratado con clonazepam. Por severa acinesia y anorexia
requiri6 alimentacién por sonda nasogéstrica durante tres dias. Tras finalizar el
experimento se objetivé en el I6bulo temporal izquierdo, una cavidad quistica rodeada
de tejido reblandecido compatible con infarto en fase crénica, que se supone fue
secundario al proceso de cateterizacién carotidea y responsable del cuadro descrito. Otro
animal (inicial J) present6 dos crisis parciales derechas sin generalizacién secundaria el
dia siguiente a la lesién con MPTP.

En el dia siguiente a la inyeccién de MPTP son frecuente los vémitos, la pérdida
de apetito'y cierto grado de postracién en los animales. Cuatro animales (iniciales G, B,
N y Q) mostraron un cuadro transitorio de distonfa y movimientos anormales previo al
desarrollo del hemiparkinsonismo. Los animales despertaron tras la anestesia
aparentemente normales y fue tras un perfodo de 2 a 7 dfas (media 4,5 + 1,3) cuando
apareci6 el cuadro de hemidistonia y movimientos anormales en el hemicuerpo
contralateral. Alcanza su maxima intensidad en dos o tres dias y desaparece entre los
dias 11 y 35 post-MPTP (media 20,25 + 5,34). La severidad y las caracteristicas del
cuadro fueron distintas en los diferentes ejemplares, aunque en general se caracteriza

por la postura disténica en extension y rotacion externa de extremidades. En el animal G
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la distonfa apareci6 en el dia 2 post-MPTP, inicialmente en miembro superior y regién
cérvico-cefilica, una semana mads tarde afect6 con mayor intensidad el miembro inferior
y desapareci6 en el dia 11 post-MPTP. Durante ese tiempo el animal sufrié también
episodios de rotacién intensa en sentido horario, movimientos coreo balisticos
ocasionales en las extremidades afectas asi como posturas estereotipadas de predomino
en miembro superior. El animal de inicial B sufri6 el cuadro de hemidistonia entre los
dias 3 y 14 post MPTP. Asoci6é movimientos de caracteristicas coreoatetdsicas en
miembro inferior y episodios de rotacién en sentido horario de forma simultanea al
desarrollo precoz del cuadro hemiparkinsoniano tipico en miembro superior con postura
en flexién. El ejemplar de inicial N fue el que desarroll6 el cuadro con mayor intensidad
y se produjo en los dias 6 a 35 post-MPTP. Inicialmente se aprecié torticollis derecha.
Mas tarde el miembro superior derecho adopté una postura en aduccién extrema con
extensién de codo y movimientos de flexo-extensién ritmicos en muiieca. Dias mas
tarde asocié movimientos balicos en miembro inferior y tardiamente, flexién extrema en
cadera con rodilla extendida, llegando a golpearse involuntariamente la cara con el
fniembro inferior. En el animal de inicial Q el cuadro aparecié mas tardiamente (dia 7
post-MPTP), permaneci6 casi constante durante 3 semanas y después, durante 14
semanas aparecia inicamente durante unos minutos cuando se sometia a un estrés al
animal. Sufria extensién extrema de miembro superior con movimientos atetésicos en
mano y de flexoextensién de tobillo con rodilla flexionada.

Nunca aparecieron signos disténicos en el hemicuerpo ipsilateral a la lesién. En
algunos animales permanecian atin posturas disténicas cuando comenzaba ya a
apreciarse el cuadro tipico hemiparkinsoniano, es decir, la bradicinesia, la rigidez y el
temblor, por lo que el limite temporal exacto entre ambas entidades es dificil de
precisar. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los animales que
sufrieron distonia y los que no, en cuanto a edad (disténicos: 55 + 3,34 meses; no
disténicos: 57,25 + 1,55 meses). El desarrollo del cuadro disténico inicial no es
indicativo de la aparicién posterior de un cuadro hemiparkinsoniano més severo.

La instauracién del cuadro de hemiparkinsonismo tampoco fue homogéneo. En
algunos ejemplares fueron apreciables los signos parkinsonianos desde €l primer dia
post-MPTP, pero en otros el inicio se demoré hasta el cuarto. Dichos signos aumentaron
de manera progresiva hasta estabilizarse el cuadro en una media de 5,1 + 0,52 semanas

(rango 3 a 8 semanas). El primer signo apreciable suele ser la acinesia en la extremidad
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superior y el cambio en la dominancia manual pasando a utilizar de primera intencién,
la mano izquierda o, por lo menos, a utilizarla més frecuentemente que antes de la
lesién. Posteriormente algunos ejemplares desarrollan postura en flexién en el miembro
superior. El temblor es el signo mds tardio y las caracteristicas del mismo varian en los
diferentes animales. En general predomina un temblor postural y de accién de media
amplitud y una frecuencia rdpida, aunque en otros ejemplares y, en fases mds avanzadas,
se aprecia un temblor de reposo mds lento y otros nunca desarrollan temblor. Los
animales presentan rotacion espontdnea ipsilateral a la lesién cerebral. El nimero medio
de piezas alcanzadas en el test de la escalera en el perfodo previo al tratamiento fue de
1,98 + 0,51. En conjunto, la clinica fue més apreciable en el miembro superior y, una
vez instaurado, el cuadro se mantuvo bastante estable en el tiempo previo a iniciarse el
tratamiento en todos los animales. En un animal (inicial P) tras el periodo de infusién se
apreciaron de forma tardia signos axiales e incluso leves en extremidades
contralaterales.

En un animal (inicial L) no se aprecié ningiin cambio clinico en las cuatro
semanas tras la administracién del MPTP, por lo que se realizé un segundo cateterismo
para infundir de nuevo otra dosis igual de MPTP. Pese a la doble lesion, desarroll6 un
cuadro muy leve evidenciable s6lo en ocasiones por la presencia de temblor. El
ejemplar de inicial P inicialmente s{ desarroll6 signos parkinsonianos, aunque leves,
pero a partir de la semana 9 post-MPTP, mejor6 significativamente. Se administr6 de
nuevo MPTP, esta vez a mitad de dosis, es decir, 0,2 mg/kg de peso.

A partir de la tercera semana tras el MPTP se procedi6 a testar el
comportamiento de los animales tras la estimulacién dopaminérgica con apomorfina
subcutdnea. La respuesta rotatoria hacia el lado contrario a la lesién cerebral (derecha),
se produjo ya desde esta primera administracién y la intensidad de la misma se mantuvo
estable en las sucesivas. Aproximadamente a los dos-tres minutos de la inyeccion se
produjo la primera rotacién. El final de la accién, fijada como el momento en que el
animal rota en sentido ipsilateral a la lesién cerebral (izquierda), entre los 35 y 50
minutos. La primera rotacién se precede de desviaciones fésicas de los 0jos y cuello a la
derecha. Bajo el efecto de la apomorfina mejora el uso de la mano, la velocidad y
fluidez de los movimientos, el reconocimiento del hemicuerpo afecto, aparecen
movimientos de masticacion y bostezos. Existe gran variabilidad entre los animales

tanto en el grado de rotacién como en el desarrollo de distonia o estereotipias asociadas
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a la administracién de apomorfina. El nimero medio de rotaciones por minuto durante
la fase de hemiparkinsonismo estable fue de 3,67 + 0,84. Con las repetidas
administraciones seis ejemplares (iniciales F, K, G, B, N y Q) mostraban movimientos
anormales. La aparicién de estos movimientos se produjo como media tras la dosis
nimero de apomorfina 11,8 + 1,33, con un rango entre el test nimero 10 y el 14. Los
ejemplares que con mayor intensidad y frecuencia padecieron estos movimientos fueron
los que habfan sufrido previamente el cuadro de distonia en el periodo agudo post-
MPTP (iniciales G, B, N y Q). El ejemplar Q curiosamente adoptaba, con la
administracién de apomorfina, posturas disténicas muy semejantes a las del periodo
inicial. Salvo el ejemplar de inicial B, estos animales no padecian un hemiparkinson
muy severo; incluso el ejemplar N sufria un cuadro muy leve y nunca desarrollé
rotacién tras la apomorfina pero si movimientos anormales en lengua, faciales y
posiblemente alucinaciones visuales (actuaba como si quisiera cazar moscas
inexistentes). Los movimientos anormales son balisticos en unos ejemplares y de
caracteristicas més atetésicas en otros y predominan en miembro inferior, apareciendo
con mayor frecuéncia coincidiendo con la mayor efectividad de la apomorfina. Una vez
instaurados, aparecian de nuevo con cada administracién de apomorfina, manteniendo
unas caracteristicas semiolSgicas propias en cada animal, pero apareciendo en periodos
mds precoces y perdurando maés tiempo. Un ejemplar (inicial K) con las tltimas dosis de
apomorfina desarroll6 una distonfa intensa generalizada, quedando el animal totalmente
inmévil en esa postura con abolicién tanto de la rotacién como de los movimientos
anormales.

A lo largo del experimento, seis ejemplares (iniciales C, K, J, P, Q y O)
presentaron episodios espontdneos de rotacion a la derecha. Durante estos episodios el
comportamiento era semejante al que ocurria tras la administracién de apomorfina: se
apreciaba inicialmente desviacién fasica de ojos y cuello a la derecha, normalizacién de
la postura del miembro superior y mejoria del uso de la mano, para posteriormente
comenzar a rotar en sentido contrario al que normalmente lo hacfan. La duracion fue
variable hasta un maximo de treinta minutos. En ocasiones coincidieron con momentos
de agitacién o miedo en los animales debido, por ejemplo, a ruidos o a la presencia de
personas extrafias. En un ejemplar (inicial O), estos episodios se acompaifiaban a la
presencia de posturas dist6nicas en miembro inferior. Ocurrieron en fases relativamente

tardias del experimento, a partir, como media, de la semana treinta (29,8 + 5,2). Durante
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las semanas en las que los animales exhibieron estos episodios no hubo mejoria en la
exploraci6n neurolégica. No hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
grado de severidad del cuadro hemiparkinsoniano entre los animales que presentaron
episodios de rotacién esponténea contralateral a la lesion cerebral (severidad media 5,99
+0,87) y los que no (severidad media 5,73 + 1,04).

El procedimiento quirtirgico para la implantacién del catéter estriatal se llevo a
cabo una vez estabilizado el cuadro, entre las semanas 9 a 28 (media 19,66 + 1,5
semanas). Tanto el sistema implantado como el procedimiento de localizacién de la
diana se perfeccion6 a lo largo del experimento. En los primeros 6 animales se realiz6
una segunda intervencién para mejorar la colocacién del catéter. En cuatro de estos
animales la clinica fluctu6 en las primeras semanas post-intervencién, por lo que hubo
que esperar para poder valorar la efectividad o no de la infusi6n. En los dltimos 6
animales intervenidos, en los que se emplearon unos catéteres disefiados
especificamente para primates que permitian su implante perfectamente vertical, se
consigui6 gran precisién con una Gnica intervencién y no hubo modificaciones en la
exploracién neurolégica. Durante la cirugia no se produjeron complicaciones ni
tampoco de manera inmediata. En dos animales (iniciales J y O) se produjeron
tardiamente (semanas 35 y 19 post-MPTP respectivamente) problemas tréficos cutineos
en la piel que cubrfa el sistema implantado. En el animal J hubo que recolocar el
reservorio cutdneo en dos ocasiones (semanas 38 y 42) y en el de inicial O, volver a
implantar el catéter (semana 36). El ejemplar de inicial N present6 en la fase final del
experimento, una vez completado el periodo de infusién, un cuadro brusco de
disminucién del nivel de conciencia y crisis parciales en hemicuerpo derecho con
generalizacion secundaria. En 1a TAC craneal realizada se observé desplazamiento
anterior de la punta del catéter y edema generalizado en hemisferio izquierdo y se

procedié de manera inmediata al sacrificio del animal.

B.1.b. Caracteristicas radioldgico-funcionales

Los valores medios de captacién obtenidos en el mono sano en ambos estriados
fueron de 0,0021 + 0,0001. La infusi6n intracarotidea de MPTP produce una severa

disminucién de la captacién de F-DOPA estriatal ipsilateral: el descenso medio es de un

83% respecto a los valores normales (porcentaje medio de captacién respecto a valores
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normales 17,09 + 3,48). La captacién (x10.000) media inicial en el lado lesionado fue de

3,42 +0,7.

Figura 13. Captacion estriatal de F-DOPA inicial en los 12 monos hemiparkinsonianos

(antes del tratamiento) y como referencia los de un animal sano.

Ml lado lesionado
Mlado sano

mono sano

La severidad fue maxima en dos ejemplares (iniciales Ky O) en los que se
obtuvieron coeficientes negativos, es decir, menor captacién que en una zona no
dopaminérgica como es el 16bulo occipital. No encontramos correlacién significativa
entre el grado de captacién estriatal en el lado lesionado (izquierdo) y la severidad del
cuadro hemiparkinsoniano (R = 0,15). Tampoco se alcanz6 significacion estadistica al
compararlo con las puntuaciones medias en cada uno de los signos neurolégicos, siendo

el mejor indice de correlacién obtenido con la motilidad global (R = -0,45).
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Tabla 16. Coeficientes de correlacién entre captacién de F-DOPA en estriado lesionado
y signos de hemiparkinsonismo en la fase estable, antes del implante del catéter y de la

infusién de factores.

R p
5-motilidad global |{-0,45 |01
3-uso 0,2 0,48
temblor 0,33 10,24
rigidez 0,05 0,85
bradicinesia 0,3 0,29
severidad 0,27 0,34

No se encontraron diferencias significativas entre la captacién en los estriados
del lado sano (derecho) (media 0,0025 + 0,0002) y los valores normales. En cuatro
ejemplares (iniciales C, G, J y O) se obtuvieron unos indices de captacién en el lado
sano superiores a los valores medios més dos desviaciones estdndar del animal sano.
Tres de ellos padecieron episodios de rotacién derecha y, concretamente, los ejemplares
C y J, que fueron los que en mayor niimero de ocasiones y con mayor intensidad los
sufrieron, tuvieron unos valores de hipercaptacién mds altos. No hay diferencias
significativas entre los valores iniciales medios de captaci6n entre los tres grupos de
tratamiento. Los monos que sufrieron un episodio disténico inicial tenian unos valores
de captacién (X 10000) mds elevados (4.517 + 7,5) que los no disténicos (2.677 + 87,9),
sobre todo los dos que con mayor intensidad la sufrieron (ejemplares G y Q; media 6,44

+ 42), pero sin alcanzar significacién estadistica (p = 0,9 y p = 0,07, respectivamente).
B.1.c. Caracteristicas neuroquimicas
Los niveles basales de los metabolitos analizados varian de unos ejemplares a
otros. En concreto, el 4cido homovanilico (HVA), metabolito de la dopamina, oscila en

condiciones basales en un rango entre 17 y 64 ng/ml (media 34,35 + 3,79). Incluso en

ejemplares en los que se dispone de mas de una determinacién inicial, obtenida y
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analizada en condiciones semejantes, los niveles oscilan hasta un 370%. Los rangos de
oscilacién basal de los otros metabolitos analizados no son tan amplios.

El MPTP produce un severo descenso en los niveles de HVA e importante en los
de 3-metoxi, 4-hidroxi fenilglicol (MHPG). EL porcentaje medio de disminucién del
HVA fue un 15% de los niveles basales (15,06 % + 2,05) y de MHPG a la mitad (51,2%
+ 10,1). Los valores minimos de HVA se obtuvieron en general a las dos semanas post-
MPTP, pero en algin ejemplar tardé mas en producirse el méximo descenso (media 4 +
1,22 semanas). En general coinciden temporalmente los descensos méximos en HVA 'y
en MHPG. Posteriormente se produce una recuperacién moderada salvo en dos
ejemplares (Q y N), en los que junto a una discreta mejoria en el cuadro, se produjo una
recuperacién en niveles de HVA hasta précticamente los valores basales. Los resultados
en las distintas determinaciones en la fase de clinica estable son bastante homogéneos
en cada ejemplar. En el momento de considerarse estabilizado clinicamente el cuadro y
procederse a implantar el catéter, los niveles medios de HVA se encontraban a un
42,28% de los niveles basales (media 12,52 + 1,72). No se encontraron coeficientes de
correlacién significativos entre los niveles de HVA en el momento de lesi6n establecida
y los valores medios de severidad del cuadro hemiparkinsoniano. Tampoco al
correlacionar con cada una de las medias de los pardmetros clinicos observados. El
coeficiente de correlacién mds elevado fue con el temblor (R =-0,3; P =0,32).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje
medio de disminucién de HVA en monos que presentaron el episodio disténico inicial
(porcentaje medio 17,25 + 1,02) y el resto de animales (14,12 + 2,8). Tampoco se halla
significacién al comparar los porcentajes de descenso de MHPG (monos con distonia
65,2 + 25,5; resto 41 + 7,1) ni el cociente entre ambos metabolitos (disténicos 4,32 +

4,36; no disténicos 3,73 + 2,79).
B.2. Respuesta a la infusién de factores tréficos/vehiculo
B.2.a. Efectos clinicos
Se han realizado en total 129 infusiones. En sé6lo 5 ocasiones se ha apreciado
nduseas y discreto empeoramiento de la motilidad global, que se han recuperado en un

periodo que oscil6 entre horas y 4 dias. Las soluciones infundidas en estos casos
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fueron, en tres ocasiones, FGF (todas en el mismo ejemplar, inicial K) y en dos, GDNF
(ejemplar G). El volumen infundido fue de 50ul seguidos del volumen muerto del
sistema, el mismo que en otras realizadas en esos mismos animales sin que se
apreciara empeoramiento. En los dltimos seis animales, en los que se emplearon los
nuevos catéteres con los que se realizaron 75 infusiones, no se ha producido ninguna
complicacién inmediata. La infusi6n de las distintas soluciones no produce variacion
en los resultados del test de la escalera ni cambio significativo de los indices de
rotacién cuando se analiza a los animales con apomorfina en el periodo inmediato

postinfusién. No se han presentado, en ningiin momento, complicaciones infecciosas.

Considerando como significativo un cambio global mayor del 20% en el item
denominado severidad, en seis animales hubo una mejoria global, cuatro de ellos
tratados con FGF (iniciales J, B, N y O) y dos tratados con GDNF (iniciales G y Q). De
los 5 animales tratados con FGF s6lo uno no mejor6 e incluso empeoré discretamente
tras tres infusiones y se deterior6 levemente de forma global (inicial K). Cuando se
procedi6 posteriormente al sacrificio, pudo comprobarse que la punta del catéter se
encontraba en substancia blanca profunda del 16bulo frontal, levemente lateral y
profundo respecto al estriado, por lo que el factor no habia sido liberado en el lugar
donde se esperaba su accién. La media de mejoria en el ftem severidad en los animales
tratados con FGF fue de un 30,27 + 21,94 (si se elimina el ejemplar de inicial K 1a
mejoria media es de un 38,37 + 7,1). Aunque dos ejemplares mejoraron con la infusién
de GDNF, la media global del porcentaje de cambio en este grupo de tratamiento indica
un leve deterioro  (-0,12 + 24,01), a expensas sobre todo de un ejemplar (inicial P), que
empeord de forma progresiva y grave (empeoramiento en severidad global de un 94,91
%). En los animales control no hubo un cambio sustancial (media 6,78 + 5,3). Las
diferencias en el porcentaje de variacién de severidad clinica entre los tres grupos de
tratamiento, no son significativas (Figura 14). Los animales que mis mejoraron
(iniciales B, N, Q y O) no tenian un grado de severidad en la captacién en el F-DOPA
PET inicial distinto, de forma significativa, al resto. Estos animales tenian un grado de
severidad clinica inicial superior al del resto de ejemplares (7,5 + 0,6 vs 5,1 + 0,82)

aunque las diferencias no alcanzan la significacion.

En los animales en los que se apreci6 variacién clinica ésta se produjo desde la

primera infusién y se mantuvo durante los intervalos interdosis, asf como bastante
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estable a lo largo del tiempo, solamente en dos ejemplares el cambio fue progresivo

(inicial B hacia la mejoria; inicial P empeoramiento).

Figura 14. Porcentaje medio de variacién en el grado de severidad del
hemiparkinsonismo en cada uno de los 12 animales. Los valores positivos indican

mejoria y los negativos, empeoramiento.

GDNF(A) GDNFG) ) GDNF(Q) GDNF(L) FGF(K) FGF(J) FGF(B) FGF(N) FGF(0) CONTROL(C) CONTROL(F)

En los seis animales iniciales, en los que se empled la escala de motilidad global
antigua, no se produjeron cambios con el tratamiento debido a la escasa sensibilidad de
la escala, motivo por el que, como ha sido comentado, se volvié a definir. En los seis
animales finales se observé mejoria s6lo en los tres tratados con FGF (porcentaje medio
40,3 + 8,7), mientras que en los infundidos con GDNF la media fue de empeoramiento
(porcentaje medio -32,2 + 81,2), siendo la diferencia entre los dos grupos

estadisticamente significativa (p=0,02).

También en “uso de la mano” se hallé6 mayor mejoria en los animales tratados
con FGF que en los tratados con GDNF y no se apreciaron cambios importantes en el
grupo control (medias de los porcentajes de cambio: grupo FGF = 38,1 + 1,22, grupo

GDNF = 18,14 + 27,7, grupo control = 12,7 + 1,71). El porcentaje medio de mejoria en
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rigidez en los animales tratados con FGF fue de un 27,78 + 7,17 y la variacién en el
grupo GDNF fue semejante a la apreciada en los controles (grupo GDNF = 7,68 + 13,6;
grupo control = 6,7 + 0,21). En bradicinesia, el porcentaje medio de mejoria fue de un
23% + 17,32, en los animales tratados con FGF, y no hubo practicamente cambios en
los grupos GDNF (2,66 + 36,7) ni en los controles (1,7 + 19,7). En temblor mejor6
tnicamente el grupo FGF (28,98 + 31,9). En el grupo tratado con GDNF se constat6
empeoramiento en frecuencia e intensidad del temblor (porcentaje medio de
empeoramiento = -65,5 + 64,5) (Tabla 17). En los animales control no hubo cambios
importantes (9,0 + 9,0). Pese a la gran magnitud de la diferencia en la evolucién del
temblor en los distintos grupos de tratamiento no se halla significacién estadistica,
debido a la también enorme dispersion de los valores (como ha sido ya referido, hay

ejemplares que muestran un temblor intenso y otros que nunca temblaron) (Figura 15).

Figura 15. Porcentaje medio de mejoria en los signos de hemiparkinsonismo en cada

uno de los grupos de tratamiento

uso RICDEZ BRADIK NESIA BLOR
X -20
-40
W GDNF
-60 mFGF
CONTROL
-80 - o

El nimero de rotaciones por minuto tras la administracién de apomorfina
disminuyé en el periodo de tratamiento (fase pretratamiento: 3,67 + 0,84; fase de

tratamiento: 2,57 + 0,46). El porcentaje de disminucién en los animales tratados con
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FGF fue de un 53,14 + 11,02 y en los controles de un 21,21 + 17,02. En los animales
tratados con GDNF la rotacién aument6 un 13,95 + 20 (p=0,04).

El niimero de piezas alcanzadas en el test de la escalera aument6 durante la fase
de tratamiento (fase pretratamiento: 1,98 + 0,51; fase de tratamiento 2,45 + 0,54). La
mejoria en el test de la escalera fue también mayor en los animales tratados con FGF
(porcentaje de mejoria en grupo FGF = 127,94 + 113). En el grupo GDNF se objetivé
un discreto incremento en el niimero de piezas alcanzadas (porcentaje: 29,04 + 32,5;
grupo control: 2,3 + 2, 12) (p = 0,64).

Los pesos eran homogéneos en los tres grupos de animales antes de comenzar el
experimento. A lo largo del mismo los animales control aumentaron una media de 775
gramos (775 + 217). En los animales tratados con FGF el incremento medio fue de 440

+ 250 g y en los tratados con GDNF tan s6lo de 170 g + 251 g (p = 0,38).

B.2.b. Efectos sobre la evolucion en el PET

La captacién media de F-DOPA estriatal en el lado lesionado (X 10.000) en los
doce ejemplares empeor6 levemente tras el tratamiento (fase pretratamiento: 3,42 + 0,7,
posterior al tratamiento: 2,15 + 1,38). En los animales tratados con FGF, la diferencia
media indicé mejoria en la captacién (1,75 + 1,5) mientras que en los animales tratados
con GDNF y en los controles, empeoramiento (diferencia media en grupo GDNF: -3,14
+ 1,9; en grupo control: -4,41 + 3,3) (p = 0,14) (Figura 16). Si se elimina el animal de
inicial K, en el que no se alcanz6 la diana anatémica, por lo tanto no es previsible que el
FGF haya alcanzado su lugar de accién, la diferencia media en este grupo es de 2,94 +

1,48 (p = 0,08).
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Figura 16. Diferencia entre los valores de captaciéon de F-DOPA en estriado lesionado

en los distintos ejemplares. Valores negativos indican empeoramiento y valores

positivos mejoria en la captacion.
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El cociente entre la captacion en el PET post-tratamiento y el previo (sumando a
todos los valores una constante para evitar negativos), indica resultados semejantes:
mejoria en la captacion en el grupo FGF y empeoramiento en los otros dos grupos, sin
alcanzar significacion estadistica (grupo FGF = 1,23 + 0,56; grupo GDNF = 0,7 + 0,18;
control = 0,45 + 0,41) que se alcanza si se elimina el ejemplar K (grupo FGF = 1,42 +

0,2; p=0,04).

En los tres ejemplares en los que se encontré mejoria significativa tras el
tratamiento con FGF (iniciales B, N y O) se asoci6 también mejoria en la captacién de
F-DOPA en el estriado lesionado. Tras tratamiento con GDNF no ocurri6 asi: en los dos
ejemplares en los que se constaté mejoria clinica, en uno mejor6 sélo levemente en la
captacion (inicial G) y en el otro empeor6 (inicial Q). En el animal que estando en
tratamiento con GDNF se mostré un deterioro importante del estado clinico (inicial P)

éste no se acompaii6é de un descenso en la captacion estriatal de F-DOPA.
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No hay correlac16n significativa entre la var1ac1on en la severidad clmlca yla
d1ferenc1a en la captacion estnatal de F-DOPA en el lado lesionado (R =0, 19)
Analizandolo exclusivamente en el grupo FGF la correlacién roza la significacién
estadistica (R = 0,89, p = 0,06).

La captacién final de F-DOPA en el estriado lesionado no se correlaciona
significativamente con la severidad del cuadro clinico (R = 0,13, p = 0,67) ni con la tasa
de rotacién en la fase de tratamiento (R = -0,41, p =0,2).

Los coeficientes de captacién (x10.000) medios en el estriado sano no variaron
tras el periodo de tratamiento (media pretratamiento = 24,99 + 2,2; tras tratamiento =

24,40 + 2,0).

B.2.c. Efectos neuroquimicos

Los niveles medios de HVA en LCR durante la fase de tratamiento aumentaron
(fase pre-tratamiento 12,52 + 2,01, fase post-tratamiento 17,09 + 1,7). Los porcentajes
medios de variacién fueron muy dispares, siendo la media de un 52,6 + 10,5. El
incremento fue mayor en los animales tratados con FGF (73,8 + 18,1) que en los
tratados con GDNF (42,28 + 13,1) y que en los controles (25,26 + 19,1) (p = 0,4). No
existe correlacién significativa entre los niveles de HVA durante la fase de infusién y la
captacién final de F-DOPA en el estriado lesionado ni tampoco con la severidad del

cuadro hemiparkinsoniano en la fase de tratamiento.
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Tablal7. Tabla resumen delos porcentajes de variacién en determinaciones clinicas y
analiticas obtenidos con la infusién de factores o vehiculo en los distintos grupos de
tratamiento. Valores positivos indican mejoria y negativos empeoramiento.

SEV | MG | USO | RIG | BRA | TEM | ROT |ESC | PESO| PET | HVA

: (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (gr) | (dif) | (%)

FGF +30,3 |+40,3 |+38,1 [+27,8 |+23 +28,9 |+53,1 |+128|+440 |+1,75 [+73,8

FGF* +38,4 |+38,3 |+45,6 [+29,3 |+33,7 |+22,3 [+52,5 |+183}+585 [+2,82 |+85,3

GDNF 0,12 |-32,2 |+18,1 [+7,7 |+2,6 |-655 [-13,9 [+29 |+170 [-3,14 |+42,3

CONTROL [+6,8 n.a. +12,7 |+6,7 {+1,7 |49 +21,2 |+2,3 [+775 |[-4,41 |+253
P 0,36 0,02« 1071 0,35 0,85 0,39 0,04 [064 038 0,14 0,84

FGF*: Grupo FGF eliminando los datos del animal en el que el catéter no se localizé de manera precisa
(inicial K).

Sev: severidad; MG: motilidad global; Uso: uso de la mano; Rig: rigidez; Bra: bradicinesia; Tem:
temblor; Rot: rotacién tras apomorfina; Esc: test de la escalera; PET (dif): diferencia en la captacion
estriatal de F-DOPA; HVA: 4cido homovanilico.

B.2.d. Efectos morfologicos.

En el examen macroscépico de los cerebros de los animales sacrificados no se ha
encontrado ni hidrocefalia ni tumores. Es frecuente la presencia de zonas de coloracién
rojizo pardusca a lo largo del trayecto del catéter, sugerentes de ser restos de pigmentos
férricos secundarios a leves hemorragias. En el ejemplar de inicial C, como ha sido ya
descrito, se observé en 16bulo temporal izquierdo una cavidad quistica rodeada de tejido
reblandecido, compatible con infarto en fase crénica. En este ejemplar, tratado con
vehiculo, ademds, en la zona final del catéter (globus pélido) se encontr6 una pequeiia
cavidad de 3 mm de didmetro rodeada de tejido pardusco probablemente secundaria a
hemorragia. En un animal tratado con GDNF (inicial G) en el momento del sacrificio se
pudo observar que el catéter estaba recubierto, en todo su trayecto, de una fina capa de
tejido fibroso de coloraci6n blanquecina que al llegar a la zona distal se engrosaba
formando una esfera compacta de 4 mm. de didmetro alojada en el putamen. El tejido
cerebral que rodeaba esta esfera estaba distorsionado y era de coloracion marronacea.

La localizacién de la punta del catéter no era la idénea en los seis primeros
ejemplares. En el de inicial K, el trayecto era anterior y profundo, como ya ha sido
descrito, y en el de inicial F (control) qued6 emplazado demasiado superficial. En otros

(iniciales A, C y J), aunque discretamente profundos, el recorrido atravesé el putamen.
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En los 6 dltimos animales sacrificados (iniciales B, P, Q, N, Q, O) si se alcanz6 con
precisién la diana anatémica.

En la sustancia nigra ipsilateral al lado perfundido con MPTP se encuentra una
depleccién de neuronas inmunorreactivas a la tirosin hidroxilasa (Tabla 18). Existe gran
variabilidad en el nimero de neuronas presentes en los distintos ejemplares, tanto en el
lado sano como en el afecto. Como promedio se encuentra una disminucién a un tercio
del nimero de neuronas encontrado en el lado contralateral, sin predominio claro de la
deplecci6n a uno de los tres niveles analizados (rostral, medio y caudal). No hay
diferencias significativas en el nimero de neuronas TH+ en el lado sano entre los grupos
de tratamiento a ninguno de los niveles estudiados. Por problemas técnicos, no se
dispone en el momento actual de los resultados histolégicos de los dos animales control,
pero si de experimentos previos (De Yébenes y cols., 1998) que emplearon la misma
dosis de MPTP intracarotideo (media en lado lesionado = 297,3 + 31,1, en lado sano =
673,3 + 112,9, cociente = 2,26 + 0,55).

La media del nimero de neuronas TH+ en el lado lesionado presentes en todos
los cortes de animales tratados con FGF, es significativamente mayor que la de animales
tratados con GDNF (grupo FGF = 139 + 10,6; GDNF =92 + 12,3; p = 0,04) (Figura 17).
Esta diferencia serfa aun mayor si se eliminara al ejemplar K, dado que es el que menor
nimero medio de neuronas TH+ tiene en el denominado grupo FGF. Las diferencias no
son significativas si s6lo se realizan las comparaciones a los distintos niveles. Las
medias de los cocientes de los distintos ejemplares tratados con FGF y GDNF no son

estadisticamente diferentes (grupo FGF = 3,08 + 0,3; grupo GDNF = 3,83 + 0,5).
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Tabla 18. Niimero de neuronas inmunorreactivas a la tirosin hidroxilasa en los distintos
niveles de la sustancia nigra del lado lesionado con MPTP y del lado sano en los
animales tratados con FGF, GDNF o vehiculo.

SN TOTAL SN ROSTRAL SN MEDIO SN CAUDAL

Inicial | Tto Lles |LN coc Lles |LN coc Lles |LN coc Lles |LN coc media
Lles

K FGF ([nd. |nd. [nd. |[nd. |nd. |[nd. {1Il 565 |5,1 110 (334 (3,0 |110
J FGF |nd. |nd. [nd. {nd. |nd. |nd. [245 [514 |2,] 101 [311 3,1 173
B FGF [409 |[1301]3,2 |68 314 |5 109 1400 (4 232 | 587 12,5 136
N FGF |[nd. |nd. |nd. [nd. |nd. |nd. }222 {638 |29 |75 121 |1,6 |148
0 FGF |340 [891 (2,6 |30 71 24 190 280 |3,2 [220 |540 [2,5 113
media|374 |1096(2,9 |49 192 3,7 155 |479 |34 |147 |378 |2,5 |136*
esm| 3451205 103 |2 121 (1,3 |51 100 0,8 51 |134 1041 |11,6

A GDNF [nd. |nd. |[nd. |68 378 15,5 102 342 |55 |nd. {nd. |nd. |85
G GDNF {117 [495 |42 |52 118 2,3 [71 146 12,04 |63 230 [3,6 |62

P GDNF | 244 [1015]4,1 |85 201 12,4 |51 29 58 1107 |518 |50 |81
Q GDNF [ 345 |1191]3,5 |39 125 [3,2 |166 |42 2,6 139 |604 (43 |114
L GDNF | 416 [1371]3,3 119 {233 [2,0 {181 {704 |4,0 [116 |434 |4 138
media | 280 {1018 13,7 |72,6 1211 |3,08 | 114 |252 |3,9 |106 |446 4,22 |96*
esm|85 (267 103 22 |75 1,22 (404 199 |1,13 21,9 {113 |03 |33

Lles: lado lesionado; LN: lado normal; coc: cociente lado normal/ lado lesionado; * p<0,05.

No se encuentra una correlacién entre el nimero de neuronas TH+ presentes en
la sustancia nigra y la severidad del cuadro parkinsoniano (R =-0,17; p = 0,6). El
ejemplar con el cuadro més severo (inicial P) es en el que se encuentra menor nimero
de neuronas TH en el lado lesionado (media 81) pero curiosamente en el ejemplar J, con
intenso parkinsonismo, es el de mayor media de neuronas TH+ presentes (173).
Tampoco hallamos correlacion significativa entre el niimero medio de neuronas TH+
presentes y la captacién estriatal de F-DOPA tras el tratamiento (p = 0,8). Al analizar los
niveles de HVA se encuentra correlacion significativa con el nimero de neuronas TH
nigricas en el lado lesionado (R = 0,7; p = 0,02) y no con el nimero en lado sano.

En el estriado del lado lesionado se evidencia una menor densidad de terminales
dopaminérgicas que en el sano, siendo ésta més evidente a nivel putaminal (Tabla 19).
A nivel microscépico, en la zona adyacente al tracto del catéter, se observa infiltrado
inflamatorio crénico y gliosis sin claras diferencias entre los grupos de tratamiento y
ocasionales depdsitos férricos (ejemplares G y C). No hay imagenes de atipias nucleares

ni neoformaciones vasculares.
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Tabla 19. Densidad de terminales y niimero de neuronas inmunoreactivas a la tirosin
hidroxilasa en distintas zonas de los estriados de los primates tratados con factores
tréficos o controles.

ESTRIADO LESIONADO ESTRIADO SANO

Accumbens | Caudado Putamen Accumbens | Caudado Putamen

Inicial | Tto. Dens | N° Den | N° Dens | N° Dens | N° Dens | N° Dens | N°
s

K FGF I 5 1 0 1 0 111 0 111 0 111 0
J FGF 111 1 1 2 1 3 111 4 111 8 111 12
B FGF 111 2 11 2 1 2 111 4 111 4 111 4
N FGF 11 22 11 0 11 1 11 0 111 2 111 0
0 FGF 11 0 I 6 I 8 111 13 111 4 111 9
A GDNF |1II 7 11 2 I 2 111 3 111 0 111 4
G GDNF |nd. |nd. }|I 0 1 0 111 0 111 9 111 0
p GDNF |nd. |nd. |I-II [14 1 3 nd. |nd. |II 16 111 9
Q GDNF |1 0 I 14 1 3 111 1 111 0 111 0
L GDNF |nd. |nd. |II 2 II-11T |7 nd. |nd. [III 4 111 3
C Control |11 0 I 0 I 1 111 0 111 2 111 0
F Control |nd. |nd. [II 3 11 7 nd. {nd |[III 2 I 8

Dens: Densidad de fibras (I: muy disminuida; II: disminuida; III: normal), n.d.: no disponible.

No hay diferencias significativas en el nimero de neuronas inmunorreactivas a la TH
en estriado lesionado respecto al sano (lesionado 3,7 + 1,2; no lesionado 3,7 + 0,7). No hay
diferencias significativas en el nimero medio de neuronas estriatales TH+ entre los tres
grupos (FGF: 4,08 + 1,76; GDNF: 4,9 + 1,52; control: 2,92 + 1,3), aunque si una tendencia
a ser mas frecuentes en los animales tratados con factores tréficos que en los controles
(Figura 18). Tampoco hay correlacién significativa entre el niimero de neuronas nigricas y
el de neuronas estriatales inmunorreactivas a la TH (p = 0,97). El niimero medio de
neuronas inmunoreactivas a la TH en el estriado sano de animales que presentaron
episodios de rotacién contralateral espontinea (7 + 1,62) es superior, de manera
significativa, al de los animales que no las exhibieron (2,9 + 0,68) (p = 0,01). Los animales
con mayor grado de severidad clinica tienen un mayor niimero de neuronas TH estriatales,
aunque no de manera significativa, que los de un cuadro mas leve (29,2 + 4,9 vs 14,6 + 3,5,
n = 6 por grupo). Los animales que mostraron movimientos anormales tras la
administracién de apomorfina no se diferencian significativamente del resto en cuanto al
niimero de neuronas TH+ presentes en el lado lesionado, ni en el grado de asimetria con

respecto al lado sano (tanto a nivel nigrico como estriatal).
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Figura 17. Neuronas inmunoreactivas a tirosin hidroxilasa (TH) en sustancia nigra de
monos hemiparkinsonizados infundidos con vehiculo o factores tréficos.
Microfotografias de secciones de mesencéfalo con inmunotincién para TH.

Las fotografias de la izquierda, marcadas con I, corresponden al lado lesionado e infundido. Las
fotografias de la derecha, marcadas con D, corresponden al lado no lesionado ni infundido.

A: animal infundido con vehiculo

B: animal infundido con GDNF

C: animal infundido con FGF
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Figura 18. Célula estriatal intrinseca y neuritas inmunoreactivas a la tirosin hidroxilasa
(TH) en un mono hemiparkinsonizado e infundido con FGF.
Microfotografia de seccién de estriado con inmunotincién para TH.
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V. DISCUSION
A. Experimento 1. Efecto neuroprotector del MCG frente a la lesién por 6-OH-

DA en ratas.

Estos experimentos demuestran que el MCG protege de los efectos bioquimicos y
comportamentales producidos por lesiones unilaterales por 6-OHDA y promueve la
recuperacién de la degeneracién dopaminérgica establecida. Confirma “in vivo” las
propiedades neuroprotectoras y neurotréficas del MCG sobre neuronas dopaminérgicas
descritas “in vitro”.

El efecto protector es demostrado por la diferencia entre niveles de catecolaminas en
estriado en animales tratados con MCG simultdneo a la administracién de 6-OHDA frente a
los observados en los tratados con MD o vehiculo. La inyeccién de 6-OH-DA en el
fasciculo longitudinal medial produce lesiones de severidad variable. Se obtienen animales
con una denervacién severa en el 25-50% de los ejemplares, definida como una depleccion
de DA estriatal mayor del 90% y un ndmero mayor de 3 vueltas por minuto tras apomorfina
subcuténea. Existe gran variabilidad interindividual tanto en niveles de DA estriatal como
en intensidad de la rotacién. En los animales tratados con MCG se encontraron mayores
concentraciones estriatales de DA con significacion estadistica pero, aunque los animales
tratados con MCG rotaban menos que el resto, las diferencias no alcanzaron la
significacion.

El MCG es rico en moléculas con propiedades antioxidantes. Las células gliales
reducen los niveles de especies oxidativas citotéxicas (Mena y cols., 1996) y producen
moléculas con propiedades antioxidantes como el glutatién (Damier y cols., 1993; Slivka y
cols., 1987). La MAO-B glial puede catabolizar 1a DA evitando asi el dafio producido por la
autooxidacién de 1a DA en el citoplasma neural hacia neuromelanina con produccién de
radicales libres. Este mecanismo probablemente no jugara un papel importante en la
proteccién neural ya que en el momento de la inyecci6n la actividad tanto MAO-A como
MAO -B estaban totalmente bloqueadas por el pretratamiento con pargilina. Por otro lado,
la MAO puede incrementar la produccién de H202. El efecto protector del MCG sobre

neuronas dopaminérgicas recae en muchos compuestos, pero Mena y cols. (1997)
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mostraron que el papel mds importante lo juegan moléculas de pequefio tamaifio, como el
4cido ascorbico y el glutation, con propiedades antioxidantes, més que por los factores
tréficos de naturaleza peptidica. Es interesante que el efecto protector se evidencie siendo
infundido el MCG en estriado y la 6-OHDA en el fasciculo longitudinal medial. Por ello, el
efecto protector no es debido a reduccion local del potencial redox de la 6-OHDA sino a un
incremento de la resistencia antioxidante en las neuronas DA nigroestriatales. Esas
propiedades antioxidantes est4n mediadas por determinados compuestos que incluyen los
factores neurotr6ficos. Asi Nistico y cols. (1992) encontraron que el NGF aumenta la

actividad de la super6xido dismutasa y otras enzimas anti radicales libres.

El efecto restaurador del MCG en lesiones establecidas por 6-OHDA es atin més
interesante. La recuperacién de niveles de DA fue proporcionalmente mayor en el sistema
limbico que en el estriado, lugar donde fue inyectado. La inyeccién de 6-OHDA en el
fasciculo longitudinal medial produce una mayor depleccién de DA en estriado que en el
sistema limbico y es posible que, con una disminucién media de DA de un 98.2 % respecto
a controles, la lesién sea tan severa que alcance un efecto suelo mientras que en el sistema
limbico, con una depleccién media de un 88%, sea mas probable la recuperacion. Los datos
sugieren que el MCG es més efectivo en 4reas con denervacién dopaminérgica parcial que
en aquellas con una lesion completa. La reduccién en la rotacién inducida por apomorfina
concuerda con la recuperaci6n parcial en los niveles de DA.

La recuperaci6n de la lesién DA por el MCG administrado mds de 4 semanas
después de la inyeccién de 6-OH-DA sugiere que el MCG es rico en factores tréficos. Las
células gliales producen diferentes factores neurotréficos que modulan el desarrollo, la
supervivencia, la extensi6n de las neuritas y la resistencia a neurotoxinas de las neuronas
dopaminérgicas (Nistico y cols., 1992; Takeshima y cols., 1994ay b; Menay cols., 1997,
Lin y cols., 1993; Muller y cols., 1995). Los factores neurotréficos secretados por la glia
incluyen GDNF (Lin y cols., 1993), bFGF (Beck y cols., 1993; Otto y cols., 1990, 1993 y
1994; Mena y cols., 1995), BDNF (Batchelor y cols., 1998), NGF (Engele y cols., 1991),
IL-1, PDGF (Richardson y cols., 1988) y posiblemente mds. Otros estudios probaron los

efectos neurorrestauradores de factores neurotréficos secretados por la glia como FGF y

118



Discusion

GDNF. Una inyeccién supranigral iinica de GDNF en ratas lesionadas por 6-OHDA
aumenta los niveles de DA, el nimero de neuronas expresando TH, el nimero de neuritas
TH+ y los niveles de actividad TH en la nigra (Bowenkamp y cols., 1995; Lapchak y cols.,
1997) y disminuye la rotacién inducida por apomorfina (Hoffer y cols., 1994). En el ratén
con lesién dopaminérgica provocada por la administracion sistémica o estriatal de MPTP, la
inyeccién de GDNF en nigra aumenta los niveles mesencefélicos de DA y mejora el estado
motor (Tomac y cols., 1995). También el GDNF ha demostrado efectos protectores contra
la lesién por 6-OH-DA (Kearns y cols., 1997) y por metamfetamina (Cass y cols.,1996) en
roedores. Los estudios in vitro con MCG demuestran que su efecto neurotréfico sobre
neuronas dopaminérgicas es mayor que el dé cualquier factor secretado por la glia conocido
a las concentraciones que se esperan en el MCG (Mena y cols., resultados sin publicar). Por
ello es posible que el MCG contenga un factor tréfico dopaminérgico adn desconocido y
m4s potente que los descritos. Otra posibilidad es que su gran efectividad dependa de una
adecuada combinacién de factores neurotréficos conocidos y agentes reductores.

Los animales tratados con MCG mostraron mayor supervivencia frente a la
infeccién pero mayor pérdida de peso que los controles. La ingesta alimenticia depende de
la actividad dopaminérgica, principalmente de la via tuberoinfundibular (Ungersted,
1971b). El GDNF reduce la ingesta de alimentos y produce pérdida de peso quizds debido a
su accién sobre las neuronas hipotaldmicas dopaminérgicas (Lapchak y cols., 1997b).

Nuestros resultados prueban que el MCG es una mezcla de substancias con potentes
propiedades neuroprotectoras y neurorestauradoras que actiia selectivamente sobre neuronas
dopaminérgicas in vivo. La administracién intraestriatal de MCG duplica los niveles de DA
estriatales y los cuadriplica en sistema limbico en ratas lesionadas con 6-OH-DA. La
inyeccién tnica previene de la toxicidad de la 6-OHDA sobre el sistema dopaminérgico,
evitando la depleccién de DA y de sus metabolitos en estriado. El MCG puede suponer una

fuente nueva, potente y barata de agentes terapéuticos para la enfermedad de Parkinson.
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B. Experimento 2. Estudio de la tolerancia y eficacia de la infusién de FGF y

GDNF en monos con hemiparkinsonismo inducido por MPTP

B.1. Caracterizacién del modelo animal

El modelo de hemiparkinsonismo en primates mediante inyecci6n intracarotidea de
MPTP no es homogéneo ni totalmente predecible. Los monos son animales de
comportamiento complejo, con grandes diferencias entre los ejemplares. Los hay temerosos
y los hay agresivos, algunos se relacionan més con los cuidadores y aprenden antes, unos
utilizan més las dos manos para comer y otros tienden a hacerlo con una, cada uno tiene sus
preferencias alimenticias. Su comportamiento puede variar en funcién del vecino de jaula,
del cuidador o de otros cambios ambientales. Por lo tanto son miiltiples las variables que
hay que tener en cuenta y largas las horas de observaci6n antes de establecer una
conclusién. Por otro lado, y no sélo pese a la posible variacién subjetiva interindividual, los
fenémenos clinicos objetivos secundarios a la administracién de MPTP tampoco son
homogéneos. La explicacién del porqué algunos ejemplares desarrollan distonia o temblor y
otros no, del porqué algunos adoptan una postura del miembro superior en flexi6n, s6lo un
subgrupo tiene episodios de rotacién intensa contralateral, no es conocida. Pese a que con la
administracién carotidea del MPTP se obvian determinadas variaciones farmacocinéticas
que pueden condicionar un diferente acceso de la toxina al cerebro, también ocurre como en
los modelos obtenidos por administracién sistémica, que la severidad del cuadro
hemiparkinsoniano es muy variable. Revisando las imédgenes arteriogréficas, no hay
diferencias en cuanto al lugar de liberacién de la toxina respecto a distancia de ramas
colaterales por las que el téxico pueda dispersarse, que lo puedan explicar. La toxicidad por
MPTP se ha relacionado con la edad del animal, siendo m4s resistentes animales jévenes en
los que hay menor presencia de MAO y de neuromelanina. En nuestros animales tampoco
hay diferencias en edad entre los que desarrollan una clinica mas o menos severa. La gran
variacién basal en los niveles de HVA hizo pensar que quizés un mayor indicador de

transmisién dopaminérgica inicial condicionara una mayor resistencia a desarrollar
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hemiparkinsonismo tras la inyeccién de MPTP, pero no se corroboré esta hipétesis.
Probablemente dependa de factores genéticos como polimorfimos en los genes de los
transportadores de dopamina o relacionados con algunos de los genes implicados en
parkinsonismo familiar en humanos o de bien de variaciones anatémicas, como lo puede

indicar la gran variabilidad en el mimero de neuronas TH+ en el estriado sano.

Esta variacién inicial en el cuadro hace que las medidas de dispersién sean muy
altas para poder obtener significacién estadistica al analizar los datos. También impide el
analisis en términos absolutos y obliga a comparar variaciones en cada animal. No puede
esperarse tampoco igual eficacia de un tratamiento en animales con cuadros de gravedad tan
dispersa. Pero la caracterizacién precisa del cuadro previo al tratamiento desde el punto de
vista clinico, radiolégico y neuroquimico si ha permitido apreciar diferencias importantes.
En general, existe un predominio del parkinsonismo en miembro superior donde ademas es
més fécil la evaluacién. También es més frecuente en miembro superior la presencia de
distonfa y de temblor, mientras que cuando aparecen movimientos anormales lo hacen
generalmente afectando al miembro inferior. Alteraciones posturales y de la estabilidad s6lo
fueron apreciables de forma tardia en el ejemplar de inicial P que sufri6 un cuadro de
deterioro grave y progresivo. Las vocalizaciones, caracteristicas de cada animal tanto en
frecuencia como en tono, no variaron claramente tras la lesién con MPTP ni tampoco
durante la fase de tratamiento.

Debido a que en la literatura previamente publicada no sélo varia la especie de
macaco sino dosis empleadas, edades, pesos, metodologia, no se pueden establecer
comparaciones concretas con nuestro modelo, aunque en general son concordantes.

El cuadro de diston{a aguda por MPTP no ha sido descrito previamente de manera
concreta y tan amplia como el parkinsonismo tipico. El término distonia puede emplearse
para designar a determinadas contracciones involuntarias o posturas anémalas, como
definicién de un sindrome o enfermedad caracterizado por el cuadro descrito. En humanos
puede ser de origen desconocido, debido a un defecto en la produccién de DA de origen
genético (defectos en las enzimas de sintesis en la denominada “distonia que responde a L-

DOPA”) o ser secundario, por ejemplo, a infartos en ganglios basales, al uso de farmacos
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blogueantes de los receptores de DA o de levodopa en pacientes con lesién dopaminérgica.
La base neuroquimica no es conocida pero, de lo descrito anteriormente, se desprende que
se ha asociado tanto a un déficit como a un exceso de transmisién dopaminérgica. También
se ha relacionado con un disbalance entre transmisién noradrenérgica y dopaminérgica. En
un paciente con distonia craneal se objetivaron niveles descendidos de homovanilico en
LCR (Ashizawa y cols., 1980) y también en un paciente con distonia generalizada se
encontré disminucién de DA estriatal (Hornykiewicz y cols., 1986). Nuestros datos no
pueden apoyar ninguna de estas hip6tesis puesto que no encontramos diferencias en cuanto
a niveles ni en proporciones de descenso en los metabolitos entre monos dist6nicos y no
disténicos, aunque la tendencia es que en los monos disténicos el porcentaje de descenso
del MHPG es mayor. Es obvio que los niveles en liquido cefalorraquideo no permitan
tampoco extrapolar conclusiones de lo que pueda ocurrir en el estriado lesionado, puesto
que sus niveles pueden depender de multiples zonas cerebrales, sobre todo del estriado
sano, y de su aclaramiento. Unicamente el curioso caso en el que se producia la postura
dist6nica tras un estimulo estresante del animal, puede hacer relacionar la distonia con un
incremento de los niveles sistémicos de catecolaminas. Perlmutter y cols. (1997), aunque
sin hallar diferencias en niveles estriatales de dopamina respecto a los animales no
disténicos lesionados con MPTP, si demostraron una menor unién a receptores
dopaminérgicos en putamen en monos sacrificados en el periodo dist6nico. Observaron una
disminucién transitoria de receptores D2 que coincidié temporalmente con el periodo
disténico en animales lesionados de manera semejante a los del presente experimento. Ellos
asociaron la presencia de distonia con una edad inferior de los animales, dato no
corroborado en nuestro estudio. En un mono con severo cuadro disténico durante los tres
primeros meses post MPTP se objetivé usando como ligando raclopride una
hiperregulacién de receptores D2 de aproximadamente un 50% al segundo dia post MPTP
(Leenders y cols., 1988). Son miiltiples los mecanismos compensatorios que se establecen
tras el insulto por MPTP y resulta pues dificil a cual atribuir el desarrollo del fenémeno
clinico. En nuestro experimento, los animales disténicos no muestran una captacién de F-
DOPA en el PET pretratamiento significativamente mayor, pero éste fue realizado tiempo

después de finalizada la fase disténica, aunque es de destacar que los dos animales que
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sufrieron el cuadro disténico mds severo fueron en los que la captacién inicial en el PET en
el lado lesionado fue mayor. La distonia en nuestros animales en esos momentos iniciales
puede obedecer a que el téxico produce una degradacién masiva aguda de neuronas
dopaminérgicas, con liberacién de dopamina que alcanza ya unos receptores estriatales
modificados por el MPTP y por eso ser semiolégicamente semejante a lo que
posteriormente ocurre al administrar el agonista dopaminérgico. El periodo en el que
aparece el cuadro de distonia corresponde con el tiempo en que, tras la administracion de
MPTP, se encuentra una hipercaptacién estriatal en los estudios PET (Burns y cols., 1983;

Chiueh y cols., 1984).

La rotacién mediada por agonistas dopaminérgicos es un indicador proporcional del
grado de severidad de la lesién nigroestriatal en roedores. En primates, al igual que otros
signos clinicos, la valoracién e interpretacién es mas complicada. Algunos ejemplares
aprendieron c6mo sujetarse para evitar la rotacién otros, severamente lesionados, no
mostraban comportamiento rotatorio por la presencia de una severa distonia generalizada.
Por esto, la intensidad de la rotacién no es un indicador fiable y no se correlaciona con la
severidad del cuadro. Tampoco la tasa de rotaci6n ipsilateral espontdnea es proporcional a
la severidad de la clinica: animales severamente afectados pueden rotar mucho por la
disminucién de movimiento en las extremidades afectas o, por el contrario, poco si
predomina un cuadro global de acinesia. Sin embargo puede ser un indice vdlido de cambio
en la valoracién clinica de un ejemplar.

No hay descripciones previas de los episodios espontdneos de rotacién ipsilateral
semejantes a los observados tras la administracién de apomorfina. En nuestro experimento
no ocurren en monos con un cuadro de diferente severidad al resto. Puede especularse que
en ocasiones son episodios de activacién asimétrica asociados a liberacién de catecolaminas
por estrés. Al asociarse a valores de captacién mas elevados en el estriado sano puede
sugerir que esa asimetria, quizés resultado de un intento compensatorio, fuera mas
facilmente descompensable desde el punto de vista clinico y favorecer la rotacién. La
captaci6n elevada en estos animales concuerda con una significativa mayor presencia de

neuronas inmunorreactivas a 1a TH en el estriado sano. El incremento evidenciado en la
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presencia de estas neuronas en monos parkinsonizados respecto a sanos también hace
pensar en una reaccién compensatoria (Betarbet y cols., 1997).

La interpretaci6n del test de la escalera no puede realizarse tampoco s6lo como el
término absoluto de niimero de piezas alcanzadas. Algunos ejemplares nunca se acercaron
al panel por ser més temerosos, otros desarrollaron trucos para poderlo hacer con la mano
sana, animales severamente afectados continuaban alcanzando més piezas que otros en
mejor estado clinico, pero creemos haber disefiado una prueba vilida puesto que al exigir
un movimiento preciso permite valorar adecuadamente la velocidad, precisién y la
presencia de temblor.

De manera precoz, tras repetidas administraciones de apomorfina, seis animales
desarrollan discinesias al igual que ocurre en los pacientes con EP tratados con L-DOPA u
agonistas dopaminérgicos. En humanos con parkinsonismo severo inducido por MPTP las
discinesias aparecen de manera precoz tras el inicio de la terapia con L-DOPA apoyando, la
teoria de que estas discinesias son més producto de la degeneracién dopaminérgica que del
tratamiento prolongado con L-DOPA (Langston y col. 1984). En monos lesionados con
MPTP la aparicién de discinesias inducidas por L-DOPA dependen del grado de lesién
nigroestriatal, desarrolldndolas antes los animales m4s severamente lesionados (Sneider y
col.,1989). Son més frecuentes tras tratamiento con L-DOPA que con agonistas
dopaminérgicos y, dentro de este grupo, inducen mds répidamente y con mayor intensidad
las discinesias los agonistas de menor vida media, como la apomorfina. En nuestro estudio
ocurrieron en animales con indices de severidad muy dispares, pero siempre en unos
tiempos similares, con frecuencia tras doce dosis de apomorfina. El momento de aparicion
de discinesias en modelos experimentales es muy variable puesto que son diferentes las
formas y vias de administracién de diferentes agonistas, bien solos, bien asociados a L-
DOPA, en los estudios previamente publicados (Boyce y cols., 1990; Page y cols.,1993).
Son descritas desde las dos semanas de uso de apomorfina y en esos experimentos también
predominan las formas coreicas en miembro inferior coincidiendo con el periodo de mayor
eficacia de la medicacién (Boyce y cols., 1990, Page y cols.,1993). La relaci6n entre la
aparicién de discinesias por apomorfina con mayor intensidad y frecuencia en los

ejemplares que padecieron distonia en el periodo agudo post MPTP no ha sido previamente
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publicada. En un ejemplar (inicial Q) incluso eran de caracteristicas semioldgicas
semejantes. Se piensa que en la aparicién de discinesias en la EP, la activacién de D1 juega
un papel primordial, aunque el estimulo D2 también parece participar en estas respuestas
(Mouradian y cols., 1989, Luquin y cols.,1992). En modelos experimentales se ha
relacionado la presencia de respuesta discinética a la L-DOPA con una disminucién en el
nimero de receptores opioides (Piccini y cols., 1997) y a un aumento de la captacién de 2
deoxi glucosa en caudado, putamen y pélido (Mitchell y cols., 1990).En nuestro estudio no
se encontraron diferencias en los hallazgos en el PET ni en datos anatomopatolégicos en los
animales que las presentaron.

En base a datos del F-DOPA PET, el modelo consigue una degeneracién
dopaminérgica severa y unilateral. No se observan diferencias globales en la captacién en el
lado sano respecto a los obtenidos en el mono sin lesionar. Nuestro grupo previamente
realiz6 un experimento en animales de la misma especie y edad y empleando las mismas
dosis de MPTP, s6lo que administrado en ese caso mediante diseccién de carétida interna
con clamplaje de la externa (de Yébenes y col., 1998). En el PET realizado a los seis meses
s se encontré disminucién de la captaci6n en el estriado sano, aunque la comparacién en
términos absolutos no es posible ya que en esa ocasién los animales fueron pretratados con
un inhibidor de 1la COMT. Por ello, la administracién mediante cateterismo desde region
femoral con control arteriografico puede permitir mayor selectividad para precisar la
liberaci6n a nivel intracraneal y obtener un modelo unilateral donde el hemicuerpo no
afecto sirva de referencia para la valoracién clinica del hemiparkinsonismo. Incluso en
algunos ejemplares se constataron unos valores de captacién elevados en el lado sano que
orientan a que se establecen unos mecanismos compensatorios. No existen muchos estudios
previos mediante F-DOPA PET en primates y, al no coincidir las especies, las dosis ni los
tiempos, las comparaciones absolutas no son vélidas (Burns y cols., 1983; Chiueh y cols.,
1984; Pate y cols., 1993; Schneider y cols., 1995; Melega y cols., 1996; Eberling y cols.,
1997).

El no encontrar correlacién entre indices de captacion y la severidad, probablemente

oriente a que en este modelo complejo la clinica no sea tinicamente proporcional a la

125



Discusion

degeneracién dopaminérgica nigroestriatal y que se hallan otros sistemas implicados.
También puede deberse a la diversidad de la severidad lesional.

Desde el punto de vista neuroquimico nuestros datos concuerdan con lo previamente
publicado en roedores, tanto en niveles de metabolitos como en los periodos de mayor
descenso. En primates, las determinaciones de metabolitos de monoaminas en liquido
cefalorraquideo son escasas y los métodos, modelos y tiempos no coinciden con los de
nuestro experimento (Blanchet y cols., 1998). Como ya ha sido mencionado los niveles de
DOPAC y HVA en LCR lumbar no reflejan de forma adecuada los niveles de dopamina
estriatales (Jenner y cols., 1984) y la disminucién y posterior recuperacién sin observarse
mejorfa motora, apuntan como causa al efecto del MPTP como inhibidor irreversible de la
monoaminoxidasa. El no encontrar relacién con la severidad del cuadro clinico puede

también ser debido a la gran oscilacién experimentada en condiciones basales, ya descritas.

B.2. Respuesta a la infusién de factores tréficos.

En este experimento, la infusién intraestriatal de FGF durante seis meses en
primates hemiparkinsonizados, produce mejoria en los pardmetros clinicos observados
(severidad global, motilidad global, bradicinesia, rigidez, temblor, rotacién por apomorfina
y realizacién del test de la escalera). Este efecto no siempre alcanza la significacién
estadistica, debido en parte al pequefio tamafio muestral y a la gran variacion
interindividual.

Es el experimento de evaluacién de terapias neurotréficas en primates realizado con
mayor tiempo de seguimiento. El estudio de efectividad de distintas terapias
neuroprotectoras, complicaciones del sistema de administracién, localizacién 6ptima de
éste, dosis 6ptimas y efectos secundarios es imprescindible en primates no humanos previo
a la administracién en pacientes con EP. Requiere constatar de forma evidente un efecto
beneficioso exento de complicaciones importantes antes de someter a un paciente a un
proceso neuroquirtirgico, aunque para ello sean necesarios protocolos de evaluaci6n tan
complejos, extensos y costosos como éste. La interpretacion de los resultados ha de hacerse

con prudencia. Al evaluar la efectividad de actitudes neurotréficas conviene distinguir
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efectos protectores ante la neurotoxicidad de capacidad restauradora frente a la lesion
establecida. El modelo empleado debe ser concordante con el mecanismo de actuacién
postulado para el farmaco en estudio y con el beneficio que se espera obtener. Es de vital
importancia para ello los intervalos de tiempo empleados entre la administracién del t6xico
y la de la droga a evaluar. La restauracién de la transmisién dopaminérgica tras largo
tiempo de la lesién indica més claramente una actividad tréfica que la prevencion de la
lesién o la restauracién en fase aguda, puesto que lo iiltimo puede s6lo obedecer a
interferencia con el mecanismo lesional del téxico. La accién del FN en esos periodos
iniciales puede ser el contrarrestar efectos bioquimicos de neurotoxicidad, pero no indica
que pueda ser efectivo en otro modelo o en la EP, donde el déficit ha estado siendo
establecido durante afios. La distinta severidad del dafio producido en el modelo
experimental también es un factor importante a tener en cuenta para evaluar un efecto. Para
estudiar el efecto sintomdtico de un farmaco quizés es mejor emplear modelos de lesién
severa mientras que para estudio de estrategias neuroprotectoras convienen modelos de
lesién parcial, en los que las células remanentes puedan responder a los estimulos tréficos y
evidenciarse el efecto deseado.

Pero como ya se ha ido perfilando, el efecto de los FN en los distintos paradigmas
experimentales, muchas veces es de complicada interpretacién. Muchas veces un efecto
puede favorecer el desarrollo de otros: la produccién de catecolaminas puede favorecer
otros cambios necesarios para la expresién completa de fenotipo dopaminérgico (Du y
cols.,1995). No es posible saber si un incremento en el nimero de neuronas TH es debido a
que se ha estimulado la activacién del gen o se han favorecido los niveles de proteina a
través de otros mecanismos; a un aumento de la expresion de la proteina de modo que se
observan células que previamente expresaban niveles no detectables; a neuronas que se han
diferenciado a células TH+ a partir de precursores y han comenzado a sintetizar DA o a
"nacimiento" de nuevas neuronas. Igualmente, el aumento de unién a 3H-DA puede indicar
un incremento en el nimero de ramificaciones presindpticas que puede ocurrir sin aumentar
el nimero de neuronas.

La evolucién sin tratamiento de la enfermedad de Parkinson, asif como en el

parkinsonismo post MPTP, es muy variable. Conocer qué ocurriria de forma precisa en

127



Discusion

nuestros animales sin tratar permitiria extraer de forma mds clara conclusiones sobre la
eficacia o no de un tratamiento, pero la evolucién es distinta en diferentes ejemplares y
también diferente segin analicemos pardmetros clinicos, radiolégicos o bioquimicos. A
manera de ejemplo, dos ejemplares (iniciales Q y N) recuperaron niveles de HVA casi hasta
un nivel normal antes de iniciarse la infusién, pero no mejoraron desde el punto de vista
motor. Un ejemplar control (inicial F) mostr6 una tendencia leve a la recuperacion
espont4nea, tanto clinica como en niveles de HVA, pero en niveles muy inferiores a lo que
ocurri6 en los animales que respondieron favorablemente a la administracién de FGF. En
los dos animales control disminuyd la captacién estriatal de F-DOPA en el segundo PET lo
que indicaria una progresi6n de la degeneracién que quizd no se traduzca clinicamente por
la instauracién de mecanismos compensadores que podrian ser insuficientes en caso de
tiempos més prolongados. Los valores de captacién empeoraron en humanos expuestos al
MPTP en un 2.3% por afio, una progresién similar a la observada en la EP (Vingerhoets y
col., 1994). También empeor6 en dos animales tratados con FGF y- en tres con GDNF. En
estudios previos se constat6 una disminuci6n de la captacion en monos asintométicos tras la
exposicién al MPTP (Guttman y cols., 1988), pero también una no progresion de la
disminucién en la captaci6n a los 11 meses del insulto téxico. En el ejemplar de inicial L,
pese a la severa disminuci6n en la captacién, no se desarroll6 casi clinica. A los seis meses
de una doble lesién con MPTP tinicamente era evidente leve temblor y la captacién habia
continuado su disminucién. Quizas en este ejemplar habria sido necesario un tiempo mayor
de seguimiento para ver si el deterioro radiol6gico progresivo también se asociaba a un
cuadro clinico evidente. Asi pues, es dificil establecer conclusiones sobre la estabilidad o
no del cuadro basdndose s6lo en la evolucién de dos animales control. Previamente se han
descrito en primates lesionados con MPTP tanto cuadros de recuperacién espontdnea
(Jenner y cols., 1986; Luquin y cols., 1991) como de deterioro progresivo, dificultando asi
la interpretaci6n de las variaciones ocurridas en los animales tratados (Jenner y cols., 1986;
Luquin y cols., 1991). Experimentos previamente realizados por nuestro grupo mostraban
un deterioro clinico y en la captacién de F-DOPA en tres animales infundidos con salino y
en uno con EGF (de Yébenes y cols., 1998). En el actual, un animal tratado con GDNF

(inicial P) mostré un deterioro clinico progresivo aunque no asociado a empeoramiento en
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la captacién en el PET . Es dificil poder establecer si el empeoramiento progresivo sea
debido a un efecto té6xico del MPTP perpetuado a largo plazo o a un efecto deletéreo del

tratamiento con GDNF.

Lesiones estriatales en modelos experimentales producen rotacion ipsilateral o
contralateral en funcién de una distinta localizacién, por lo que el implante del catéter
estriatal puede condicionar un cambio en la tasa de rotacién no atribuible al tratamiento.
Esto hace dudar de la fiabilidad de la tasa de rotaci6n en animales sometidos a una
manipulacién estriatal como elemento de evaluaci6n del grado de severidad y de la
recuperacién funcional de las lesiones nigroestriatales y puede explicar la tendencia a
disminuir el nimero de rotaciones en los animales control. Por otro lado, podria especularse
que sé6lo el hecho de introducir un catéter en estriado pudiera mejorar los signos
parkinsonianos basdndose en el efecto ya conocido de las lesiones a nivel palidal que estén
incluso ya siendo empleadas en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson en humanos.
De hecho, un ejemplar (inicial C) mejor6 de forma transitoria durante la cirugia y tras el
sacrificio se observaron lesiones secundarias a hemorragia en el globus pélido. No fueron
observados cambios significativos en el periodo inmediato postcirugia, pero igualmente
para obviar este posible sesgo se desecharon para el andlisis las escalas neuroldgicas de las
cuatro semanas siguientes a la intervencién.

Pese a las dificultades anteriormente mencionadas, la comparacién entre grupos de
tratamiento demuestra un efecto beneficioso del FGF, no s6lo de manera inmediata sino
mantenida a los seis meses. Los animales mejoraron tanto en los signos clinicos como en
rotacién inducida por apomorfina, en la realizacién del test de la escalera y en la captacién
estriatal de F-DOPA. Los datos son més concluyentes en caso de eliminar en los anélisis al
ejemplar de inicial K en el que se observé posteriormente la errénea localizacion de la
punta del catéter. Aunque en otros tres ejemplares se encontré un leve exceso en
profundizacién, el tracto atravesaba el putamen por lo que mediante reflujo el factor pudo
llegar a su diana. El grupo posteriormente tratado con FGF tenfa incluso un cuadro inicial
md4s severo que el resto de animales por lo que, teéricamente, en caso de repetirse el

experimento en ejemplares con menor degeneracioén inicial, los efectos podrian ser mas
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evidentes. Puede ser, por el contrario, que una mayor lesi6n inicial condicione que sea mds
facilmente cuantificable una mejorfa que apreciaciones sutiles en un modelo tan complejo.
Pero més que una mejoria sintomética global y mantenida aproximadamente de un 30% en
todos los pardmetros clinicos, lo que el tratamiento con FGF puede ofertar es un cambio en
la evolucién del trastorno. En animales tratados con FGF se observa una recuperacién en
los indices de captacién de F-DOPA, mientras que en animales control y tratados con
GDNF un empeoramiento progresivo que orienta a que a tiempos mds prolongados, la
diferencia se veria incrementada. Por ello se ha prolongado el tiempo previamente
planteado de tratamiento en un ejemplar, encontrdndose alin una mejoria mayor y se ha
realizado un tercer F-DOPA PET, cuyos resultados aun no estin disponibles. Previamente
nuestro grupo habia también obtenido efectos favorables con la infusién estriatal de FGF
durante 6 meses en dos primates hemiparkinsonizados. Se obtuvo una mejoria clinica
significativa y un incremento mayor del 400% en la captacién de F-DOPA en el estriado
lesionado, aunque no acompaiado de un aumento en el nimero de neuronas TH+ en nigra
respecto a controles. S6lo otro grupo ha trabajado en primates con FGF y, aunque los
efectos no fueron satisfactorios y se apreci6 hidrocefalia por crecimiento de los plexos
coroideos, las dosis no eran equiparables y 1a via de administracién fue intraventricular
(Pearce y cols.,1996). En el presente experimento no hay datos clinicos, radiolégicos ni
morfol6gicos que hagan pensar en un efecto a distancia del lugar de liberacién del factor
como, por ejemplo, en el estriado contralateral. En el anélisis histolégico se descarta que el
efecto en la captacién de F-DOPA del FGF se deba a neoformacién de vasos. El efecto
beneficioso es también morfol6gico, encontrando mayor niimero medio de neuronas
inmunorreactivas a la TH+ en la sustancia nigra lesionada que en los animales tratados con
GDNF.

En el grupo tratado con GDNF no se apreci6 eficacia e incluso se produjo
empeoramiento tanto en la exploracién clinica como en la tasa de rotacién y en la captacién
de F-DOPA. Los animales empeoraron particularmente en motilidad global y en temblor
que, incluso era més evidente en los primeros dias post-infusién. Sorprendentemente, el
factor tr6fico dopaminérgico mds potente previamente descrito no es eficaz en nuestro

paradigma experimental. En investigaciones previas en primates hemiparkinsonianos el
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GDNF habia sido efectivo y produjo mejora clinica que se mantenia hasta 60 dias después
de haber suspendido el tratamiento. Pero la via de administraci6n era intraventricular o en
nigra (Gash y cols., 1995; Gash y cols., 1996; Zhang y cols., 1997). En un dnico
experimento habia sido administrado en caudado (Gash y cols., 1996). En los estudios
previos tampoco se observo efectividad en el temblor. Tedricamente, la liberacién en
putamen, zona diana de la via nigroestriatal, deberfa ser més efectiva y producir menos
efectos secundarios que una liberacién que permita la dispersién por todo el sistema
ventricular. Por ejemplo, la pérdida de peso, efecto secundario ya descrito del GDNF (Gash
y cols., 1996; Zhang y cols., 1997; Miyoshi y cols.,1997) por inhibici6n del apetito, se ha
atribuido al acimulo del GDNF en zonas hipotaldmicas, efecto que se tendria que ver
minimizado por una liberaci6n intraparenquimatosa en putamen. Pero en nuestro
experimento, los animales tratados con GDNF también comian menos e incrementaron su
peso menos que el resto. La dosis empleada (1000 pg) habfa sido eficaz liberada en
ventriculo lateral. En los estudios previamente publicados, en los que se apreciaba la
mejoria, los perfodos de observacién clinica abarcaban un periodo maximo de 4 meses pero
no hay precedentes de periodos de tratamiento tan prolongados como en este experimento.
En los estudios previos, el GDNF provoc6 recuperacion a nivel patolégico y bioquimico en
sustancia nigra pero, pese a apreciarse la mejoria conductual, sorprendia que no asociaran
una mejoria de pardmetros bioquimicos en putamen, lo que dificultaba el conocer a qué
atribuir la recuperacién clinica (Gerhardt y cols., 1999). Nuestros resultados negativos
concuerdan con el nulo efecto evidenciado en humanos en los que, tras administracién
intraventricular, no se objetivaron efectos beneficiosos. En un paciente que recibio GDNF
intraventricular durante un afio no se produjo mejoria en la clinica parkinsoniana y si
pérdida de peso, episodios de mareo, signo de L Hermitte, alucinaciones, depresion y
alteraciones de la conducta sin encontrarse tras el fallecimiento evidencias

anatomopatoldgicas de regeneraci6n nigroestriatal (Kordower y cols., 1999).

En nuestro experimento la captacién de F-DOPA en el PET no se correlaciona
perfectamente con la severidad clinica. Nuestro grupo, en experimentos previos, si encontré
correlacion entre la captacién de F-DOPA estriatal y el nimero de neuronas TH en nigra. La

disminucién de la captacién estriatal en algunos estudios previos mostraba correlacién con

131



Discusion

la incapacidad motora en la enfermedad de Parkinson (Leenders y cols., 1986; Leenders y
Palmer, 1986; Brooks y cols., 1990; Brucke y cols., 1995) aunque otros no encontraron
correlacién positiva con el declinar en items motores de la UPDRS (Morrish y cols., 1996).
Previamente también en estudios en monos se obtuvo correlacién positiva con el tamafio y
nimero de neuronas dopaminérgicas, los niveles de DA y catecolaminas totales estriatales y
los niveles de enzimas de su sintesis (Pate y cols., 1993). Puede que la variabilidad tan
importante en la severidad del déficit clinico, morfolégico y neuroquimico condicione esta
falta de correlacién. También la gran disminucién inicial de la captacién puede hacer que
un efecto suelo impida una correcta valoracion de los datos y que inicamente se observe
una relacién en experimentos en los que la hipocaptacién inicial no es tan severa.

Como dato también importante del presente trabajo destaca la descripcién de las
neuronas inmunorreactivas a TH en el estriado. Estas células han sido poco estudiadas
previamente (Dubach y cols., 1987; Betabert y cols., 1997). Son una poblacién neuronal
infrecuente dentro del estriado. Suelen ser neuronas bipolares, pequefias, no espinosas, de
morfologia semejante a las gabaérgicas y también contienen glutamato decarboxilasa. Se
han encontrado en monos sanos y en monos lesionados por MPTP, administrado tanto
intracarotideo como intramuscular, se ha descrito un incremento bilateral en el niimero de
estas neuronas (x3.5) y en el tamafio de su arborizacién dendritica (Bertabet y cols., 1997).
No se han encontrado estudios publicados en animales tratados con factores tréficos ni
relacién con el grado de severidad clinica de la lesién. Nuestros datos, al no disponer de un
animal sano con el que comparar, no permiten conocer si el MPTP induce la expresion de
fenotipo dopaminérgico en estriado, pero si muestran que la infusion de los factores
administrados en estriado incrementa la presencia de dichas neuronas y que también son
mds frecuentes en animales con clinica mds severa. Son quiza expresion de un intento de
compensacién de la pérdida de inervacion dopaminérgica. También es el primer estudio en
que se describe una asociaci6n entre un incremento contralateral al lado lesionado en el

ndmero de dichas células y los episodios de rotacién contralateral espontanea.

B.3. Complicaciones del procedimiento
Nuestro grupo ha trabajado en modelos enfocados a realizar una liberacién estriatal

del factor ya que es un lugar accesible desde el punto de vista neuroquirtirgico. La

administracién intranigral no es atin factible en humanos y la intraventricular, al permitir
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una distribucién més extensa de factores con acciones no especificas para una determinada
linea celular, puede conllevar una mayor incidencia de efectos secundarios.

No son extrapolables todos los efectos secundarios acontecidos en este experimento
al hipotético caso de aplicarse este tratamiento en humanos. En los pacientes con EP no se
producirfa la dificultad inicial en la localizaci6n estriatal debida a la distinta forma y
dimensiones de los créneos y a la falta de un instrumental especifico. El volumen de la
diana anatémica es mucho mayor y hay equipos de neurocirugfa con amplia experiencia y
procedimientos estandarizados de localizacién. El catéter podria ser emplazado con la
ayuda de los marcos estereotaxicos de material que permite la realizacién de resonancia
magnética o mediante el microregistro neurofisiolégico intraoperatorio empleado en la
cirugia funcional de la enfermedad de Parkinson. También los efectos tréficos cuténeos
probablemente no ocurrieran, debido a la mayor facilidad para mantener condiciones
asépticas en la zona y poder aplicar terapias topicas. Los animales sentian el cuerpo extrafio
y continuamente tendfan a tocar la zona e intentar extraerse el sistema. Apareci6 clinica
sugerente de hipertensién intracraneal transitoria tras el 5% de los procedimientos de
infusién. Ocurrieron dnicamente en el ejemplar con el catéter mal emplazado (inicial K) y
en el que lo rodeaba tejido gliGtico (inicial G). Ese problema no apareci6 en los seis ltimos
animales donde se mejor6 la implantacién del catéter. Ademds seria menos probable en
humanos, donde los volimenes de infusién relativos al tamaifio cerebral serian menores.
FGF es un potente mitégeno para una gran variedad de células derivadas del mesodermo y
neuroectodermo incluyendo fibroblastos, células endoteliales vasculares y corneales,
mioblastos, condrocitos, osteoblastos y células gliales. Por ello, uno de los efectos
secundarios temidos y no encontrados era la proliferacién de estirpes celulares no deseadas.

Como ha sido ya mencionado, el GDNF induce en los animales de experimentacion
pérdida de peso. Nuestro experimento tiene una duracién mucho mayor que los que referfan
que Unicamente se producia una pérdida inicial y evidencia que, aunque no de manera
significativa, esos animales tenian un incremento de peso a largo plazo menor a los dos
grupos de tratamiento.

Con todas las apreciaciones previas y, pese a las diferencias existentes entre el

modelo animal y la enfermedad de Parkinson, pueden establecerse ya planteamientos sobre
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la realizacién de un ensayo en humanos con mejores expectativas de efectividad incluso que
en nuestro experimento, ya que en fases menos avanzadas y agudas de degeneracion
podrian establecerse mds fécilmente mecanismos restauradores y ser beneficioso un

tratamiento neurotréfico con escasos efectos secundarios.

A pesar de todas las limitaciones metodol6gicas del estudio, inherentes a una
muestra pequefia, con gran variabilidad de severidad interindividual y con problemas de
localizaci6n de la diana terapéutica, la coincidencia de mejorfa clinica, en las pruebas
conductuales (apomorfina y test de la escalera), bioquimica (niveles de homovanilico en
LCR vy de captacién de F-DOPA en PET) sugiere que la infusién intraestriatal de FGF en
pacientes con enfermedad de Parkinson podria ofrecer una nueva terapéutica

neurorrestauradora.
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VI. CONCLUSIONES

e EI MCG infundido en estriado ha demostrado en experimentos in vivo en roedores
propiedades neuroprotectoras y neurorestauradoras selectivas y potentes en neuronas
dopaminérgicas frente a la toxicidad por 6-OHDA. Consigue un incremento de DA'y

sus metabolitos, mejorfa en la tasa de supervivencia y de rotacién por apomorfina.

¢ Se han definido las caracteristicas clinicas, neuroquimicas y radiol6gicas de nuestro
modelo de hemiparkinsonismo en primates mediante administracién intracarotidea de

MPTP.

¢ La infusién intraestriatal de FGF en primates durante un periodo medio de 6 meses
produce una mejon’ane los pardmetros clinicos, en la rotacién inducida por apomorfina,
en la realizacién del test de la escalera, en la captacién estriatal de F-DOPA y en el
nimero medio de neuronas TH+ en sustancia nigra. La infusién de GDNF no se

demostré eficaz.

e La infusién estriatal de estos factores tréficos asocia escasos efectos secundarios desde el

punto de vista clinico y ausencia de complicaciones anatomopatolégicas.
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