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RESUMEN

Aunque la manipulacién farmacoldgica de los sistemas glutamatérgico y colinérgico se
ha tratado en modelos experimentales de enfermedad de Parkinson (EP), pocos autores
han realizado estudios de esta temdtica a nivel del ndicleo pedunculopontino (NPP). El
presente trabajo aborda los cambios en las concentraciones extracelulares (CE) de
glutamato (Glu) y acido 8-amino butirico (GABA) en el NPP de ratas hemiparkinso-
nizadas por inyeccién de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sometidas a infusién local
de MK-801 (10 pmol/L) o (-) nicotina (10 mM). La infusién se realizé mediante
microdidlisis cerebral y la determinacién de CE de neurotransmisores se realizé a través
de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a deteccién de fluorescencia. La
infusién de MK-801 en el NPP produjo disminucién significativa de CE de Glu (p<0,01)
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y de GABA (p<0,01) en ratas hemiparkinsonizadas y controles. La infusién de (-) ni-
cotina mostré un incremento significativo de CE de Glu (p<0,001) y GABA (p<0,001)
en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas y controles. El bloqueo local de receptores
NMDA por MK-801 facilita la interaccién de Glu con sus receptores metabotrépicos
que participan en mecanismos de inhibicién presindptica y bloquean la liberacién de
neurotransmisores. Mientras que la infusién de nicotina en el NPP suma los efectos de
activacion de los receptores nicotinicos a los cambios conocidos en la neurotransmisién
glutamatérgica y gabaérgica en el NPP en parkinsonismo. La infusién de farmacos gluta-
matérgicos y colinérgicos en el NPP, impone un reajuste a la neurotransmisién a este ni-
vel que se afiade a los cambios neuroquimicos asociados a denervacién dopaminérgica.

Palabras clave: MK-801, nicotina, nticleo pedunculopontino, glutamato, GABA.
ABSTRACT

Although the pharmacological manipulation of the glutamatergic and cholinergic
systems have been studied in animal models of Parkinson s disease (PD), only some
authors have done work on this topic at the pedunculopontine nucleus (PPN). The
present work studied the changes in glutamate (Glu) and 8-aminobutyric acid (GABA)
extracellular concentrations (EC) in the PPN from hemiparkinsonian rats by 6-
hydroxydopamine injection. The rats were locally perfused by MK-801 (10 pmol/L) or
(-) nicotine (10 mM) solutions by cerebral microdyalisis. The biochemical studies were
carried out through high performance liquid chromatography coupled to fluorescence
detection. MK-801 infusion induced a significant decrease of Glu (p<0.01) and GABA
(p<0.01) EC in PPN. On the other hand (-) nicotine infusion induced a significant
increase of Glu (p<0.001) and GABA (p<0.001) EC in PPN from hemiparkinsonian rats.
The local blockade of NMDA receptors by MK-801 infusion facilitates the interaction
between Glu and their metabotropic receptors that take part in presynaptic inhibition
mechanisms and interfere with neurotransmitters release. Meanwhile, the nicotine
infusion sums the effects of nicotinic receptor activation with the glutamatergic and
gabaergic neurotransmission changes produced in the PPN in the parkinsonian
condition. The cholinergic and glutamergic drug infusion in PPN impose a new
adjustment to the neurotransmition at this level that is added to the neurochemical
changes associated to dopaminergic denervation.

Key words: MK-801, Nicotine, Pedunculopontine nucleus, Glutamate, GABA.
INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminér-
gicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc) que inervan el striatum (Obesoetal.,
2000; Wolters y Bosboom, 2007). La terapia farmacoldégica mas efectiva es la adminis-
tracién de L-dihydroxifenilalananina (L-DOPA) un precursor de dopamina que atraviesa
la barrera hemotoencefélica e incrementa las concentraciones intracerebrales de este
neurotransmisor (Cenci, 2007; Nagatsu y Sawada, 2009). A pesar de los notables avan-
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ces en este campo, la terapia convencional basada en farmacos dopaminérgicos no
frena ni enlentece de modo significativo el curso progresivo de la EP. Ademds, este curso
se ve afectado por una serie de efectos adversos de naturaleza motora y psiquidtrica
(Wolters y Bosboom, 2007). Adicionalmente se conoce que aunque la EP es una en-
fermedad predominantemente motora y dopaminérgica, también se afectan otros siste-
mas de neurotransmisores (colinérgico, serotoninérgico, glutamatérgico, gabaérgico,
noradrenérdico y peptidérgico; Linazasoro et al., 2009). El cardcter multisistémico de
esta entidad puede ser responsable de la aparicién de ciertos sintomas y signos resis-
tentes a la terapia dopaminérgica (Linazasoro et al., 2009).

Se conoce que la muerte de células de la SNpc resulta en una serie de cambios neuro-
fisiolégicos que conducen a hiperactividad de la “via indirecta” de los ganglios basales
(GB) resultando en excitacién patolégica del ndcleo subtaldmico (NST; Hamaniet al.,
2003; Parent y Parent, 2007). El incremento en la actividad subtaldmica conduce a un
aumento en la liberacién de glutamato (Glu) en los ntcleos eferentes de los GB (globus
pallidus interno, GPi; susbtantia nigra pars reticulata, SNpr) los cuales expresan dcido
y-aminobutirico (GABA; Obeso et al., 2000). Al mismo tiempo se incrementa la libera-
cién de Glu en el nicleo pedunculopontino (NPP) conectado reciprocamente con el
NST (Breit et al., 2001; Groenewegen y Dongen, 2007).

Aunque se conoce la participacién del NPP en la fisiopatologia de la EP, el interés por
esta estructura ha sido creciente a partir de la reciente demostracién del beneficio
terapéutico de la estimulacién de este nticleo para tratar los sintomas axiales de la EP,
refractarios a otros tratamientos quirdrgicos (Lozano y Snyder, 2008; Zrinzo et al.,
2008). EI NPP envia proyecciones colinérgicas y glutamatérgicas a la SNpc (Jenkinson
etal., 2009). Al mismo tiempo este nticleo proyecta a la red de interneuronas de la mé-
dula espinal que a su vez hacen sinapsis sobre motoneuronas que inervan la muscu-
latura axial (Lee et al., 2000). La distribucién anatémica y funcional de estas proyec-
ciones hace del NPP un nticleo de relevo de la funcién motora esencial para comprender
los trastornos motores asociados a la EP (Ferraye et al., 2009).

Asimismo se ha estudiado en modelos experimentales la participacién del NPP en
circuitos relacionados con la conducta de reforzamiento y recompensa tomando en
cuenta sus eferencias colinérgicas al drea tegmental ventral la cual forma parte del
sistema mesolimbico, esencial en el procesamiento de este tipo de informacién
(Corrigall et al., 2001). Otros autores han evaluado el efecto de la activacién de recep-
tores kainato expresados en neuronas colinérgicas del NPP sobre el desarrollo de fases
de suefio REM en roedores (Bandyopadhya et al., 2006).

La manipulacién farmacoldgica de los sistemas glutamatérgico y colinérgico ha sido un
tema abordado en modelos experimentales de EP con vistas a definir alternativas
farmacolégicas encaminadas a la neuroproteccién de células dopaminérgicas (Koutsilieri
y Riederer, 2007; Singh et al., 2007; Youdim et al., 2007). Asi, se ha evaluado la disminu-
cién de la hiperactividad glutamatérgica a través de la administracién sistémica o intra-
cerebral de antagonistas de receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Hallet y Standaert, 2004).

Al mismo tiempo se ha sefialado el papel neuroprotector potencial de nicotina sobre
la actividad dopaminérgica, el cual puede cursar a través de mecanismos dependientes
e independientes de receptores nicotinicos centrales (Quik, 2004; Quik et al., 2007).
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Este efecto neuroprotector ha sido estudiado tanto en sujetos fumadores como en
animales de experimentacién (Riggs, 1992; Quik et al., 2007).

Conociendo el caradcter multisistémico de la EP en cuanto a los diferentes sistemas de
neurotransmisores que modifican su funcionamiento y los cambios en el funciona-
miento del NPP en modelos experimentales de EP, el propédsito del presente trabajo fue
evaluar el efecto de la administracién intracerebral de un antagonista no competitivo
de receptores glutamatérgicos NMDA, MK-801 y de (-) nicotina sobre las concentra-
ciones extracelulares (CE) de Glu y GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas por
inyeccién de la neurotoxina 6-hidroxydopamina (6-OHDA) en la SNpc.

MATERIALES Y METODOS

SUJETOS EXPERIMENTALES

El estudio fue realizado en ratas macho adultas Wistar Rattus norvergicus pesando entre
200 a 250 g suministrados por el centro para la produccién de animales de laboratorio
(CENPALAB, Habana, Cuba). Se mantuvieron tres ratas por caja durante todo el
experimento. Los animales fueron mantenidos con ciclos de 12 horas de luz-oscuridad
asi como acceso libre a agua y alimentos. Durante toda la investigacidn, se realizaron
esfuerzos maximos para minimizar sufrimiento animal y el trabajo experimental cumplié
con las guias para el cuidado, uso y reproduccién de animales de laboratorio (Guias
CENPALAB, 2000). Los experimentos fueron aprobados por el comité de Etica del
CIREN y cumplieron ademads con las normas dictadas por el National Institute of Health
Guide for the Care and Use of laboratory Animals (NIH Publications # 80-23).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

La mesa quirdrgica y el equipo de cirugia estereotdctica fueron desinfectados con
soluciones alcohdlicas y acuosas de Betadina. Las ratas fueron anestesiadas por medio
de la administracién intraperitoneal (i.p) de una solucién de hidrato de cloral (420
mg/kg de peso) y seguidamente se colocaron en un equipo de cirugia estereotactica
para roedores (Stoelting, USA). Cada rata recibié 3 pL de una solucién que contenia 8
pg de 6-OHDA (Sigma, St. Louis, USA) en 3 pL de solucién salina fisiolégica al 0,9%
(SSF) + 0,5 mg/mL de 4cido ascdrbico, a razén de 1 plL/min. La inyeccidn se realizé en
las coordenadas (mm) correspondientes a la SNpc derecha de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson: AP = -4,9, ML = 1,7, DV = 8,1 (referentes a Bregma; Paxinos y
Watson, 1998). La aguja de la jeringuilla fue mantenida en el sitio durante tres minutos
después de finalizada la inyeccién para prevenir el reflujo de solucién de 6-OHDA. Se
administré SSF con el mismo volumen y en las mismas coordenadas para conformar un
grupo control de ratas con lesién falsa.

Se organizaron dos disefios experimentales independientes para la infusién de las
siguientes drogas: MK-801 (Sigma, St. Louis, USA) y (-) nicotina (Sigma, St. Louis,
USA). En cada disefio se incluyeron tres grupos experimentales: ratas sanas (n = 15),
ratas con lesién de la SNpc por inyeccién de 6-OHDA (n=14) y ratas con falsa lesién
de la SNpc (n = 14). Las ratas con lesion de la SNpc por inyeccién de 6-OHDA y
las lesionadas falsas fueron aleatoriamente asignadas a cada uno de los disefios
experimentales.
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ACTIVIDAD ROTATORIA

Para comprobar la efectividad de la lesién neurotdxica, un mes después de la inyeccién
de 6-OHDA se estudié la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (5 mg/kg peso,
i.p) de acuerdo al procedimiento descrito previamente (Blanco et al., 2008). En el
estudio sélo se incluyeron ratas que mostraron como minimo siete giros completos
ipsilaterales a la lesién en 1 min lo que se corresponde con 90% aproximadamente de
denervacién dopaminérgica (datos no mostrados). Esta variable y el sentido de giro se
determinaron en 90 minutos mediante un multicontador electrénico LE 3806 acoplado
a sensores LE 902 (PanlLab, Barcelona, Espafa).

CANULAS DE MICRODIALISIS
Las cdnulas de microdidlisis empleadas en el estudio fueron similares a las descritas por
Robinsony Camp, 1991. Se emplearon para su construccién tubos de acero inoxidable
(DI: 0,172 mm DE: 0,22 mm) (Small Parts Inc., USA) y membrana de didlisis, esta dltima
a base de un copolimero de poliacrilonitriclo (Hospal Industrie Meyzie, Lyon, France) con
poro de corte de 41 KDa.

MICRODIALISIS in vivo

El implante quirdrgico de la canula guia se realizé un mes después de la inyeccién de 6-
OHDA. Empleando técnicas estereotdcticas estdndar una canula guia de acero inoxi-
dable fue cementada al crdneo en las coordenadas (mm) estereotdxicas correspon-
dientes al NPP derecho ipsilateral a la inyeccién de 6-OHDA: AP =-8,00, ML= 1,9, DV
= 4,82 (ajustado a la longitud de la membrana de didlisis).

A las ratas se les permitié recuperarse y tres dias después de la cirugia de implante de la
cdnula guia, una canula de microdidlisis fue gentilmente introducida a través de la canula
guia después de retirar el estilete protector. La rata se acoplé a un sistema de bomba de
infusién de microdidlisis cerebral (CMA 100, CMA Microdialysis, Estocolmo, Suecia) y las
canulas se infundieron continuamente con una solucién de liquido cefalorraquideo arti-
ficial (LCRa): NaCl 125 mM, KCI 2,5 mM, NaH:PO4 0,5 mM, Na;HPO4 5 mM, MgCl.
6H20 1 mM, CaCl2 1,2 mM, 4cido ascdérbico 1,2 mM, pH 7,4 -7,6 a un flujo de 2 pL/min.
Los experimentos se hicieron con las ratas despiertas y en movimiento libre, de acuerdo
a los pasos descritos en la literatura (Blanco et al., 2009).

Después de un periodo de estabilizacién de 2 h los dializados fueron recolectados ma-
nualmente cada 20 minutos. Previo al inicio de la infusién de las drogas estudiadas se
recolectaron seis dializados. El valor promedio de las concentraciones de aminoécidos
neurotransmisores en estos dializados se consideré como valor basal al tiempo cero. A
continuacién el fluido de perfusién fue cambiado a LCRa conteniendo MK-801 (10
pmol/L) o (-) nicotina (100 pM; 10 mM) durante 1h y los dializados se recolectaron
igualmente cada 20 minutos durante este periodo. Finalmente, el fluido fue cambiado a
LCRa sin farmacos y los dializados fueron recolectados cada 20 minutos durante 2 h.
En todos los experimentos de microdidlisis las muestras fueron inmediatamente
conservadas a -80 °C para su andlisis posterior.

EVALUACION BIOQUIMICA
Las concentraciones de aminoacidos en los dializados fueron determinadas por croma-
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tografia liquida de alta resolucién (HPLC, del inglés high performance liquid crhomatography)
acoplado a un detector de fluorescencia y usandose derivatizacién con o-ftaldialdehido
(OPA).

Se mezclaron 10 pL de muestra con 10 pL del agente derivatizante OPA (10 mM de
OPA disueltos en buffer de tetraborato de sodio 0,1 mol/l que contenia 77 mM de
acido 3-mercaptopropiénico y metanol 10% pH 9,3). La mezcla se agité en vértex
durante 15 sy la reaccién se detuvo con dcido acético 5% a los 45 s. De esta mezcla se
inyectaron 20 pL al cromatégrafo con una jeringuilla Hamilton. Los aminodcidos
derivatizados se hicieron pasar por una columna de fase inversa (HR-80, de 8 cm de lon-
gitud y 4,6 mm de didmetro interno, ESA), con una precolumna de fase estacionaria
similar, mediante una bomba cromatogréfica isocratica (Philips PU 4100) y se detec-
taron mediante un detector de fluorescencia con A excitacién = 340 nm y A emisién =
460 nm (Philips PU 4027). El registro de los cromatogramas se realizé mediante el
programa CHROMATEPC versién 4.24 (Philips). Para la separacién de los aminoacidos
se utilizé una fase mévil compuesta por NaH2PO4 0,1 mol/l y metanol 20%.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Al concluir los estudios in vivo, las ratas recibieron una dosis mayor de hidrato de cloral
(i.p-; 480 mg/kg) y se perfundieron a través de la aorta ascendente con 500 mL de NaCl
0,9% y 500 mL de una solucién fijadora (paraformaldehido 4% en buffer fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,4). Los cerebros fueron removidos y se obtuvieron cortes coronales
con un vibrdtomo con el propésito de verificar la localizacién de la canula de micro-
didlisis cerebral. Las ratas con canulas fuera del drea de estudio o que mostraran
hemorragia intracraneal fueron excluidas del estudio.

ANALISIS DE DATOS

Se evaluaron distribucién normal y homogeneidad de varianzas de los datos por medio
de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Bartlett respectivamente. Para cada
tratamiento farmacoldgico por separado se realizé la comparacién de CE de Glu y
GABA entre grupos experimentales y tiempos de recoleccién de los dializados mediante
andlisis de varianza bifactorial con medidas repetidas seguido de una prueba de
Bonferroni. Se trabajé con un nivel de significacién de 0,05 y para el andlisis de los
datos se empleé el software SPSS v. 15.1 para Windows. Los datos son presentados
como X £ EEM

RESULTADOS

ESTUDIO HISTOLOGICO

El trazo de las cdnulas guias se verificé en la regién del NPP situado en la parte dorso-
lateral del tegmento mesopontino. Se localizé el pediinculo cerebeloso superior como
guia anatémica en cortes coronales y seguidamente se siguié la huella de la canula de
microdidlisis en sentido anteroposterior desde su emergencia hasta que dejé de visua-
lizarse la misma (Fig. 1A; Fig. 1B). Fueron eliminadas del estudio dos ratas en las que
se observaron evidencias de dafio morfolégico provocado por el procedimiento de
implante de la cdnula gufa.
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Figural. A. Representacién esquemdtica de un corte coronal del niicleo pedunculopontino (NPP) en
la coordenada AP: -8 mm que coincide con la mejor visualizacién de la estructura. La interseccién de
las lineas en rojo, representa la ubicacién de la canula de microdidlisis cerebral. B. Microfotografia
(5x) de un corte coronal de la zona del nicleo pedunculopontino. Las flechas sefialan el haz de fibras
que constituye el pedinculo cerebeloso superior en cuya parte distal se encuentra el NPP. El drea deli-
mitada con los puntos discontinuos corresponde a la huella de la canula de microdialisis cerebral en
el tejido. Tincién con violeta de Cresilo.

EFECTO DE LA INFUSION INTRACEREBRAL DE MK-801

La infusién de MK-801 (10 pM) produjo disminucién significativa de CE de Glu (F,
186=11,2 p<0,01) y de GABA (Fs,135) = 9,22 p<0,01) en el NPP tanto en el grupo de
ratas con lesién de la SNpc como en los grupos controles (Fig. 2A; Fig. B). Esta
disminucién comenzé a partir de los primeros 20 minutos de iniciada la infusién del
farmaco y se prolongé durante los restantes 40 minutos que durd la infusién en los tres
grupos experimentales. Los grupos control recuperaron paulatinamente los valores de
sus CE de Glu y GABA mientras que en el grupo de ratas hemiparkinsonizadas estas
concentraciones se conservaron significativamente disminuidas (p<0,01) 120 minutos
después de finalizada la infusién del farmaco.

EFECTO DE LA INFUSION INTRACEREBRAL DE (-) NICOTINA

La infusién de (-) nicotina (100 uM) en el NPP promovié un incremento ligeramente
significativo de las CE de Glu (p<0,01) y GABA (p<0,05) en el grupo de ratas hemiparkin-
sonizadas. En los grupos control no se observaron cambios significativos en el compor-
tamiento de esta variable para ninguno de los neurotransmisores de interés (p>0,05).
Por otra parte la infusién de (-) nicotina (10 mM) produjo incremento sostenido y
significativo de CE de Glu (Fs, 162)= 25,67 p<0,001) y GABA (F9,156) = 18,75 p<0,001)
en el NPP con respecto a CE basales antes de infundir el firmaco en todos los grupos
experimentales (Fig. 3A; Fig. B). Adicionalmente el incremento de CE de Gluy GABA en
el NPP en el grupo de ratas con lesién de la SNpc fue significativamente diferente y de
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Figura 2. Efecto de la infusién de MK-801 (10 mM) sobre las concentraciones extracelulares de
glutamato (Glu) y dcido -aminobutirico (GABA) en el nticleo pedunculopontino. El valor graficado a
los 20 minutos representa el valor promedio de las seis determinaciones basales (sin infusién de MK-
801). La barra entre los 40 y 100 minutos representa el tiempo de infusién de MK-801. A. Comparacién
de las concentraciones de Glu entre los tiempos de recoleccién de los dializados (Fo,186)= 11,2 p<0,01).
B. Comparacién de la concentraciéon de GABA entre los tiempos de recoleccién de los dializados (Fs,
135)=9,22 p<0,01). Grupos Experimentales: ratas sanas (n=12), ratas con lesién de la substantia nigra
pars compacta (SNpc) (n=11), ratas con falsa lesién de la SNc (n=9). ANDEVA bifactorial de medidas
repetidas y prueba de Bonferroni * p<0,05 ** p<0,01. El color del asterisco estd en correspondencia

con la curva a la que representa. (Las lineas representan X+E.E.M para el grupo de ratas con lesién de
la SNc y X-EEM para los restantes grupos).
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Figura 3. Efecto de la infusién de (-) nicotina (10 mM) sobre las concentraciones extracelulares (CE)
de glutamato (Glu) y dcido -aminobutirico (GABA) en el niicleo pedunculopontino. El valor graficado
a los 20 minutos representa el valor promedio de seis determinaciones basales (sin infusién de MK-
801). La barra entre los 40 y 100 minutos representa el tiempo de infusién de MK-801. A. Comparacién
de las CE de Glu entre los tiempos de recoleccién de los dializados (Fs, 162) =25,67 p<0,001). B.
Comparacién de CE de GABA entre los tiempos de recoleccién de los dializados (Fs, 156) = 18,75
p<0,001). Grupos Experimentales: ratas sanas (n=13), ratas con lesién de la substantia nigra pars
compacta (SNpc) (n=12), ratas con falsa lesién de la SNc (n=10). ANDEVA bifactorial de medidas
repetidas y prueba de Bonferroni * p<0,05 ** p<0,01. El color del asterisco estd en correspondencia

con la curva a la que representa. (Las lineas representan X+E.E.M para el grupo de ratas con lesién de
la SNc y X-EEM para los restantes grupos).

mayor magnitud con respecto a los grupos control (Para Glu: p<0,001, para GABA:
p<0,01). Las CE de Glu se incrementaron dos veces y mantuvieron este comportamiento
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hasta 120 minutos después de concluida la infusién de (-) nicotina. Por su parte las CE
de GABA mostraron una ligera tendencia a la recuperacién aunque permanecieron
incrementadas 60 minutos después finalizada la infusién del farmaco.

DISCUSION

Los presentes resultados revelan el efecto de la infusién intracerebral de MK-801 y (-)
nicotina en el NPP de ratas. La infusién del antagonista glutamatérgico promueve una
disminucidn significativa de las CE de los aminoacidos neurotransmisores mientras que
la infusién del agonista colinérgico induce un incremento significativo y sostenido de las
CE de dichos aminodacidos a nivel del NPP. Estos cambios se enfatizan en las ratas
hemiparkinsonizadas por inyeccién intracerebral de 6-OHDA.

CE pE GLU Y GABA EN EL NPP BAJO EL EFECTO DE LA INFUSION INTRACEREBRAL DE MK-801
Numerosos trabajos han abordado el efecto de la administracién sistémica de antagonis-
tas de receptores glutamatérgicos con vistas a revertir el incremento del tono glutamatér-
gico presente en modelos experimentales de EP (Bezards y Gross, 1998). No obstante, no
se conocen trabajos previos que aborden el efecto del bloqueo local de la neurotrans-
misién glutamatérgica sobre las CE de Glu y GABA en el NPP, por lo cual nuestros ha-
llazgos constituyen un aporte al conocimiento de la neurotransmisién en esta estructura
en el modelo de 6-OHDA.

En el NPP convergen las proyecciones subtdlamo pontinas y nigro pontinas que expresan
diferentes tipos de receptores glutamatérgicos y gabaérgicos (Erro y Giménez-Amaya,
1999). La literatura sefiala la presencia de receptores glutamatérgicos metabotrépicos
(mGluR) del grupo Il con localizacién presindptica en las terminales antes mencionadas
(Fig. 4A; Marino et al., 2003). La infusién de MK-801 en el NPP bloquea receptores glu-
tamatérgicos del tipo NMDA que se expresan en este ntcleo. En esta condicién experi-
mental el Glu liberado por las terminales subtdlamopontinas actia fundamentalmente
sobre los receptores de localizacién presindptica descritos anteriormente.

Este grupo de receptores glutamatérgicos participa en mecanismos de inhibicién
presindptica cuya puesta en marcha bloquea o reduce significativamente la transmisién
sindptica glutamatérgica excitatoria (Mitchell y Silver, 2000). Se ha sefialado, que la
activacién de mGluR del grupo Il produce inhibicién de canales de Ca** dependientes
de voltaje cuya activacién es indispensable para la exocitosis de neurotransmisor
(Marino etal., 2002, 2003, Valenti et al., 2003a). En consecuencia se produce disminu-
cién drastica de la liberacién de Glu en la terminal sindptica a nivel pontino (Valenti et
al., 2003b). A este efecto se afiade |a evidencia que estos receptores se comportan como
heteroceptores bloqueando simultdneamente la liberacién de GABA y por ende la
transmisién gabaérgica inhibitoria en el sistema nervioso central (Marino et al., 2003).
Alternativamente, en la disminucién de las CE de Glu en el NPP, posterior a la infusién
local de MK-801, pudiera participar el efecto de este firmaco mejorando la recaptura
del neurotransmisor por una regulacién al alza del transportador de los aminodacidos
excitatorios (Boecketal., 2005). En consecuencia, menor cantidad de Glu escaparia de
la hendidura sindptica y alcanzaria el espacio extracelular donde estd ubicada la canula
de microdidlisis cerebral.
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En el caso de ratas hemiparkinsonizadas que poseen un desbalance entre sus sistemas
de neurotransmisores y cambios en la actividad de receptores dopaminérgicos, el
bloqueo de receptores glutamatérgicos NMDA en el NPP, afiade nuevas modificaciones
a la neurotransmisién a nivel del tegmento mesopontino (Fig. 4B; Fig. 4C). La actividad
dopaminérgica y de sus receptores modula de forma muy fina el funcionamiento de
mGluR, a partir de vias de sefalizacién intracelular comunes a ambos neurotrans-
misores (Wittman et al., 2002).

Los resultados publicados atribuyen cambios en la farmacologia de mGluR siguiendo la
deficiencia de DA (Rouse et al., 2000; Valenti et al., 2003b). Para ratas hemiparkinsoni-
zadas, la actividad del Glu sobre sus receptores mGIuR presindpticos localizados en la
sinapsis NST-NPP, puede verse potenciada por la regulacién al alza de receptores dopa-
minérgicos D» expresados en esta misma terminal (Shen et al., 2003). Este subtipo de
receptor dopaminérgico produce inhibicién de la cascada dependiente del AMPc, lo que
interfiere a su vez con la activacién de determinadas proteinas quinasas encargadas de
fosforilar las subunidades proteicas de mGluR (Neve et al., 2004). En estado desfosfo-
rilado se produce acoplamiento del receptor mGluR con la proteina G correspondiente y
activacién de sus sistemas efectores, entre ellos determinados sustratos proteicos que
inactivan el proceso de exocitosis de neurotransmisor (Sanchez-Prieto et al., 1996).

CE pE GLU Y GABA EN EL NPP BAJO EL EFECTO DE LA INFUSION INTRACEREBRAL

DE (-) NICOTINA

El sistema colinérgico en general ha sido muy bien estudiado en la bidsqueda de alter-
nativas farmacoldgicas que restablezcan el balance fisiolégico entre acetil colina y DA
que resulta dramdticamente comprometido en condicién parkinsoniana (Meshuletal.,
2002). Con la nicotina en particular, diferentes estudios han evaluado su posible papel
neuroprotector sobre la actividad dopaminérgica a partir de la menor incidencia de EP
entre sujetos fumadores (Picciotto y Zoli, 2008). As{ se ha postulado que en modelos
experimentales de EP la administracidn sistémica de esta sustancia, puede activar multi-
ples mecanismos que aislados o actuando de forma concomitante, ejercen efecto
neuroprotector que enlentece o detiene el proceso de muerte de células dopaminérgicas
asociado a esta entidad (Quik et al., 2007). Sin embargo, no existen referencias ante-
riores del efecto de la administracién intracerebral de nicotina a nivel del NPP sobre la
neurotransmisién glutamatérgica y gabaérgica en el modelo de hemiparkinsonismo en
ratas, por lo que nuevamente los presentes resultados constituyen el primer reporte al
respecto. Nuestros resultados avalan un incremento significativo de CE de Glu y GABA
en el NPP asociado a la infusién de (-) nicotina a este nivel, incremento que es de mayor
magnitud en ratas hemiparkinsonizadas.

El NPP localizado en la parte dorsolateral del tegmento pontomesencefdlico estd for-
mado por una parte compacta constituida por neuronas predominantemente colinér-
gicas y una parte dissipata constituida por neuronas colinérgicas y glutamatérgicas
(Anderson et al., 2010). En ambas porciones se expresan receptores colinérgicos nico-
tinicos, cuya activacién por el ligando [(-) nicotina] modula de forma muy fina la acti-
vidad del propio sistema colinérgico y de otros como el glutamatérgico y el gabaérgico
que se expresan igualmente a este nivel (Segovia et al., 2009). Acetil colina o nicotina
actuando a través de receptores colinérgicos nicotinicos centrales inducen despolari-
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GABA Proyeccién gabaérgica de los nucleos eferentes de los ganglios basales
DA Proyeccion dopaminérgica de la substantia nigra pars compacta

NPP Nucleo pedunculopontino

Figura 4. Diagrama representativo de los eventos neuroquimicos que se desencadenan a nivel del nticleo
pedunculopontino (NPP) cuando se realiza infusién intracerebral de farmacos con actividad antiglu-
tamatérgica o colinérgica nicotinica. A. Rata sana con un balance en la transmisién entre las vias
“directa” e “indirecta” del circuito motor de los ganglios basales. B. Rata hemiparkinsonizada con
incremento tanto de la eferencia subtaldmica glutamatérgica como de la proyeccién gabaérgica inhi-
bitoria procedente de niicleos eferentes de ganglios basales sobre el NPP. C. Rata hemiparkinsonizada
con infusién de MK-801: el farmaco bloquea receptores NMDA en el NPP y mejora la interaccién de
Glu con sus receptores metabotrépicos post y presindpticos, como consecuencia hay disminucién de
las concentraciones extracelulares tanto de Glu como de GABA. D. Rata hemiparkinsonizada con
infusién de (-) nicotina: activacién de receptores colinérgicos nicotinicos pre y post sindpticos con un
efecto facilitador de la transmisién sindptica que se suma a los cambios neuroquimicos que carac-
terizan la condicién parkinsoniana y en consecuencia se produce incremento significativo y sostenido
de las concentraciones extracelulares de Glu y GABA en el NPP. El grosor de las saetas es indicativo de

aumento o disminucién de la actividad sindptica correspondiente.
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zacién neuronal y cambio en las sefiales de calcio intracelulares (Picciotto y Zoli, 2008).
La magnitud de este cambio es determinante en el incremento o disminucién de la
excitabilidad neuronal y en la puesta en marcha de cascadas neuroproetectoras o
excitotéxicas (Giniatullin et al., 20035; Picciotto y Zoli, 2008).

El incremento de CE de Glu y GABA inducido por la administracién intracerebral de (-)
nicotina en el presente estudio, concuerda con lo sefialado por otros autores que han
descrito este mismo efecto en hipocampo (Paradiso y Steinbach, 2003; Bancila et al.,
2009). La literatura sugiere que (-) nicotina modifica la actividad del sistema nervioso
actuando sobre sus receptores nicotinicos pre sindpticos y por ende modulando procesos
de liberacién de neurotransmisor (Wonnacott, 1997). Los subtipos especificos de recep-
tores nicotinicos involucrados en mejorar la liberacién de neurotransmisores excitatorios
e inhibitorios difieren (Wonnacott, 1997; Wonnacott, 2005). Estudios recientes han
sustentado que los procesos de desensibilizacién de los subtipos de receptores nicotinicos
expuestos a altas concentraciones de (-) nicotina puede resultar en un cambio mas o me-
nos fino en el balance entre inhibicién y excitacién de redes neurales (Welsbyetal., 2006).
El NPP estd conectado de forma reciproca a través de vias (lazos) monosindpticas con
el NST y los nucleos eferentes de los GB de los cuales recibe una proyeccién glutama-
térgica y gabaérgica respectivamente (Breit et al., 2001). Estas relaciones anato-
mofuncionales pueden justificar que un incremento de la actividad nicotinica en el NPP
se transmita hacia el NST y el complejo GPe/SNpry de regreso al NPP con una mayor
liberacién de Glu y GABA sobre este (Fig. 4B).

Por otra parte se conoce que ratas hemiparkinsonizadas muestran incremento signifi-
cativo de CE de Glu y GABA en el NPP (Blanco et al., 2009). Este incremento ha sido
explicado por hiperactividad de la “via indirecta” del circuito motor y de la proyeccién
gabaér gica desde los nticleos eferentes de GB al NPP (Blanco et al., 2009). Otros
autores han sefialado incremento en la tasa de descarga de neuronas pontinas de ratas
hemiparkinsonizadas (Breit et al., 2001; Zhang et al., 2008). Estos cambios neuroqui-
micos junto a la organizacién anatomofuncional de las proyecciones aferentes y
eferentes del NPP pueden en parte explicar el incremento sostenido y de mayor
magnitud de las CE de Glu y GABA en el NPP de ratas hemiparkinsonizadas sometidas
a la infusién de (-) nicotina (Fig. 4D). A estos efectos pudiera afiadirse el papel esti-
mulador de (-) nicotina sobre la liberacién de neurotransmisor y transmisién sindptica
en general (Picciotto y Zoli, 2008).

Este incremento contrasta con la disminucién de CE de Glu y GABA en el NPP de ratas
hemiparkinsonizadas tratadas sistémicamente con (-) nicotina publicada por nuestro
grupo (Blanco etal., 2008). La administracidn sistémica de (-) nicotina se realizé antes
de la inyeccién intracerebral de 6-OHDA y en el curso del mes que se describe como
tiempo minimo para obtener el efecto neurotéxico méximo e irreversible de esta
sustancia (Blanco et al., 2008). En ese caso se atribuyé la disminucién al efecto en
neuroprotector general de (-) nicotina no dependiente de la activacién de receptores
colinérgicos nicotinicos (Quik et al., 2007). Este efecto neuroprotector sobre células
dopaminérgicas de la SNpc parece haber atenuado la disfuncién que se establece en los
sistemas glutamatérgico y gabaérgico en condicién parkinsoniana con una repercu-
sién particular sobre la actividad de estos neurotransmisores a nivel del NPP (Blanco et
al., 2008).
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CONCLUSIONES

La convergencia en el NPP de proyecciones dopaminérgicas nigrales, glutamatérgicas
subtaldmicas y gabaérgicas procedentes de nticleos eferentes de GB facilita la interaccién
funcional entre estos y otros sistemas de neurotransmisores (Rolland et al., 2009). Esta in-
teraccién funcional se pierde en condicién parkinsoniana al igual que sucede en elstriatum
donde convergen muiltiples sistemas de neurotransmisores. La infusién de farmacos gluta-
matérgicos y colinérgicos en el NPP impone un nuevo ajuste a la neurotransmisién a este
nivel que se afiade a los cambios neuroquimicos asociados a la denervacién dopaminérgica.
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