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Insulina como factor protector neuronal en el proceso degenerativo del sistema
nigroestriatal en modelos experimentales de Enfermedad de Parkinson. Laboratorio de
Fisiologia de la Conducta y Unidad de Neurologia del I.A.H.U.L.A. Mérida, Venezuela,

2011.

Resumen.

La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que se manifiesta
basicamente por rigidez, bradicinesia, disminucion de los reflejos posturales y temblor en reposo,
alteraciones debidas a la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la Sustancia
Negra, en el mesencéfalo. La comorbilidad de esta enfermedad neuroldgica con la Diabetes
Mellitus tipo 2 se ha presentado como un fendmeno muy frecuente en la poblacion de pacientes
del estado Mérida, lo que hace suponer la existencia de una posible alteracién fisiopataldgica
comun a ambas entidades.

Objetivo: Determinar el efecto de la insulina como factor protector neuronal sobre el
sistema nigroestriatal en un modelo animal experimental de enfermedad de Parkinson.

Método: Un modelo animal de hemiparkinsonismo provocado por lesion unilateral con
6-OHDA de la sustancia negra, asi como animales sanos, en los cuales se medira la cantidad de
dopamina en el cuerpo estriado ipsilateral antes y después de la aplicacion de insulina y de
solucion fisiologica en mesencéfalo anterior, utilizando Microdialisis Intracerebral y
Cromatografia Liquida (HPLC) para el manejo de las muestras.

Resultados: La cantidad de dopamina medida por HPLC en el estriado de las ratas que
recibieron insulina en la sustancia negra, tanto en los animales sanos como los lesionados, fue
significativamente mayor que los que recibieron solucion salina como controles.

Conclusiones: La insulina presenta un probable efecto beneficioso sobre la liberacion de
dopamina por parte de las neuronas nigroestriatales, incluso cuando estas fueron sometidas al
efecto toxico de la 6-OHDA en el modelo experimental de Enfermedad de Parkinson utilizado.

Palabras Claves: Enfermedad de Parkinson, 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
Hemiparkinsonismo, Diabetes Mellitus, Insulina.



Insulin as neuronal protector factor in the degenerative process of nigrostriatal
dopamine pathway in animal models of Parkinson's Disease. Laboratory of Behavioral
Physiology and Neurology Unit of School of Medicine, Universidad de los Andes, Mérida,

Venezuela.

Background and Purpose: Parkinson 's Disease is a progressive, neurodegenerative
disorder that is characterized by severe motor symptoms, including rigidity, slowness of
movement, postural imbalance and tremor rest, disturbances due to the progressive loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta, in the midbrain. The comorbididy
between this neurological disease and Diabetes Mellitus Type 2 have been very frequent in the
patient population of Meérida State, so we assume that probably there is a common
pathophysiological mechanism in both diseases.

Goal: To determine the Insulin role as neuronal protector factor on nigrostriatal
dopamine pathway in an animal model of Parkinson's Disease.

Experimental approach: We used male rats Wistar, unilateral 6-OHDA rat model of
Parkinson's disease and healthy animals. We obtained samples from striatum through brain
microdialysis, before and after inject insulin into substantia negra. The dopamine measurement
was made with High-performance liquid chromatography (HPLC).

Results: The healthy and injured animals had most dopamine in their striatum when they
received insulina into their substantia negra.

Conclusions and implications: Probably the insulin have beneficial effect on
nigrostriatal dopamine pathway, it promotes the dopamine releasing from those cells, both healty
rats and rats with 6-OHDA-Induced hemiparkinsonism.

Key words: Parkinson's Disease, 6-hidroxydopamine, Hemiparkinsonism, Diabetes
Mellitus, Insulin.



Introduccion.
Planteamiento del Problema.

La Enfermedad de Parkinson es una entidad neuroldgica que representa una alta
proporcién en la morbilidad general de los pacientes atendidos cotidianamente en la Unidad de
Neurologia de nuestra institucion hospitalaria, en cuyo seguimiento se ha determinado a través
de observaciones descriptivas, que la Diabetes Mellitus es una de las enfermedades con mayor
prevalencia en este grupo de pacientes neurolégicos. Tomando en consideracion la relacion de
comorbilidad observada en nuestro medio entre ambas especies patologicas hemos planteado la
existencia de un posible efecto protector neuronal de la insulina sobre el sistema dopaminérgico
nigroestriatal. Se desconoce la influencia que tiene la insulina sobre la dindmica de los
principales neurotransmisores en dicho sistema neuronal, en modelos animales con y sin

enfermedad de Parkinson.

Formulaciéon del Problema.

Donde se destacan las siguientes interrogantes:

¢Puede la Insulina inyectada en la sustancia negra de modelos experimentales animales,
con y sin Enfermedad de Parkinson, modificar la cantidad de dopamina liberada en el cuerpo

estriado ipsilateral? De ser asi:

¢Cual sera la magnitud de ese efecto tanto en los animales sanos como en los modelos

experimentales de Enfermedad de Parkinson?



Hipotesis:

La Insulina tiene un efecto protector neuronal sobre el sistema nigroestriatal,
contrarrestando las modificaciones deletéreas en los principales neurotransmisores de dicho
tracto neuronal en modelos experimentales animales de enfermedad de Parkinson,

principalmente de la dopamina.

Justificacion e Importancia.

La Enfermedad de Parkinson y la Diabetes Mellitus tipo 2 son entidades nosolégicas que
se observan con alta prevalencia en la practica clinica y cuya coexistencia en un mismo paciente
se presenta con una frecuencia considerable. La determinacién y demostracién de un eventual
sustrato fisiopatoldgico en la relacion entre dichas condiciones nosoldgicas permitiria acceder a
un minimo nivel de entendimiento de las posibles interacciones entre una especie hormonal,
representada por la insulina, y un sistema neuronal constituido por el tracto dopaminérgico

nigroestriatal.



Marco de Antecedentes.

1. En un estudio observacional epidemioldgico que utilizd los datos del sistema
estadistico general del Reino Unido entre los afios 1995 y 2005, se determind que la
prevalencia de diabetes entre un grupo de pacientes con Enfermedad de Parkinson y
otro grupo sin ésta, fue muy similar. Posteriormente y como segunda parte del estudio
se inici6 un seguimiento de aquellos pacientes que no tenian el diagnostico de
diabetes, con Enfermedad de Parkinson o sin ella, y se observé que el riesgo de
desarrollar diabetes resultd mas bajo en los individuos con Enfermedad de Parkinson

que en aquellos que no contaban con ese diagndstico (1).

2. Con un similar enfoque epidemiolégico de ambas entidades, se siguieron
prospectivamente un grupo de 51.552 individuos, habitantes de Finlandia, con edades
comprendidas entre 25 y 74 afios y sin historia de Enfermedad de Parkinson. Durante
un periodo medio de seguimiento de 18 afios, 324 hombres y 309 mujeres
desarrollaron la Enfermedad de Parkinson con una razon de incidencia mayor en
aquellos individuos que tenian previamente el diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2
en relacion con los que no tenian este diagndstico. Estos resultados permitieron al
grupo de investigacion inferir que la Diabetes Mellitus tipo 2 esta asociada con un

riesgo aumentado a sufrir enfermedad de Parkinson (2).

3. Se realiz6 seguimiento durante un lapso medio de 22,9 afios a 121.046 mujeres con
edades comprendidas entre 30 y 55 afios y a 50.833 hombres entre 40 y 75 afos,
durante un tiempo medio de 12,6 afios. Toda la poblacion en estudio provino de los

registros estadisticos generales de 11 estados pertenecientes a Estados Unidos.
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Durante el seguimiento 530 individuos desarrollaron Enfermedad de Parkinson. Se
observo que el riesgo de desarrollar Enfermedad de Parkinson no estuvo asociado de
manera significativa a historia previa de hipertension arterial, cifras elevadas de

colesterol ni diabetes (3).

Hasta este momento se han hecho referencia a trabajos observacionales de
caracter epidemiolégico que han intentado determinar la relacion entre ambas
enfermedades y se ha observado que los hallazgos no han sido concluyentes, por lo
menos en los pocos que hemos citado en este texto. En este sentido revisaremos algunos
trabajos publicados de caracter experimental, que han involucrado modelos animales con
la finalidad de establecer relacion molecular entre ambas entidades, abordando el tema

desde el punto de vista fisiopatologico.

4. Utilizando técnicas de inmunohistoquimica se determiné la distribucién en el cerebro
de ratas, de la isoforma 2 de uno de los substratos que constituye el receptor de
insulina, el cual esta involucrado en la regulacion de la homeostasis energética. Las
mayores concentraciones de esta proteina fueron encontradas en los nucleos Arcuato,
Ventromedial y Paraventricular del Hipotalamo. También fue localizado en
cantidades moderadas en el segmento medio del ndcleo del haz solitario, asi como en
el nucleo dorsal del nervio Vago e Hipogloso, en lo que forma parte del cerebro
caudal. En este estudio se destaca que esta isoforma de este substrato del receptor de
insulina también fue detectada en neuronas dopaminérgicas pertenecientes al Area
Tegmental Ventral (VTA), esta area es equivalente a la sustancia nigra, cuyas

proyecciones juegan un papel fundamental en los mecanismos neuroquimicos

11



involucrados en el sentido de recompensa y adiccion en la ingesta de alimentos y de

drogas de abuso (4).

En funcion de demostrar la relacion entre la disminucion provocada de los niveles de
dopamina en el sistema nigroestriatal y la resistencia al efecto de la insulina se realizé
un estudio en 344 ratas a las que se le provocd una lesion en la parte anterior del
cerebro medio con una infusién de 6-OH-DA (6-hidroxidopamina). Seis semanas
después los animales fueron clasificados en dos grupos, los que tenian una deplecion
dopaminérgica estriatal parcial (entre 20% y 65%) y aquellos animales que tenian una
gran deplecion (entre 90 y 99%). El incremento de la fosforilacion del residuo de
serina de la isoforma 2 del substrato del receptor de insulina, un marcador de
resistencia a la insulina, fue observado por los investigadores en el estriado donde la
dopamina estaba disminuida. Ademas se observo que la disminucion severa de
dopamina se acompafidé de una disminucion total de ese substrato perteneciente al
receptor de insulina, lo que indicé una muy probable degradacion de esa proteina
receptora. Se observé de igual forma la disminucién de la fosforilacion de la AKT,
una Proteinkinasa que media el efecto intracelular de la activacion del receptor de
insulina, asi como la expresion de GSK3-a, una proteina kinasa activada en el stress
celular. Ambos hallazgos se determinaron en el estriado de los animales que cursaban
con deplecion severa de los niveles de dopamina. Finalmente se observo que la
expresion de hsp25, una proteina protectora contra el dafio oxidativo y que puede
disminuir la actividad de las kinasas del stress celular, estaba disminuida en el

estriado de las ratas lesionadas. Todos estos hallazgos le permitieron a los autores
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inferir y soportar la hipotesis de que la deplecion de la dopamina en el sistema

nigroestriatal perjudica la sefializacion de la insulina en los ganglios basales (5).

Con la finalidad de observar el efecto del agente Ginsenosido Rgl como protector de
las neuronas dopaminérgicas en el modelo experimental de Parkinson, a 60 ratas
adultas femeninas con ooferectomia, se les aplico infusion unilateral de 6-OH-DA en
la parte anterior del cerebro medio para lesionar las vias dopaminérgicas en el sistema
nigroestriatal. Dichos animales fueron tratados con Rg1, el cual fue aplicado una hora
y media después de la inyeccidn con 6-OH-DA, pero un grupo recibié una hora antes
de la inyeccion de Rgl un antagonista del receptor | para el factor de crecimiento
similar a la insulina, el JB-1, el otro grupo de animales no recibid este ultimo agente.
Posteriormente la conducta o actitud rotacional de los animales inducida por
apomorfina y los niveles de dopamina en el estriado fueron estudiados, esto ultimo a
través de la expresion genética de la enzima Tirosina Hidroxilasa y el transportador
de dopamina en la sustancia nigra. El tratamiento con Rgl mejord la conducta
rotacional inducida por apomorfina en el modelo de dafio nigroestriatal. Se observd
que este efecto fue particularmente bloqueado por JB-1. La 6-OH-DA disminuyd
significativamente el contenido de dopamina en el estriado pero el tratamiento con
Rg1 revirtié esta disminucion. El tratamiento con Rgl en las ratas lesionadas con 6-
OH-DA redujo la neurotoxicidad, efecto expresado por los niveles de expresion
genética de la tirosina hidroxilasa y del trasportador de dopamina en la sustancia
nigra. Estos efectos fueron abolidos por el JB-1. Estos datos permitieron a los
investigadores proveer evidencia de que el Rgl tiene efectos neuroprotectores sobre

las neuronas dopaminérgicas en los modelos de dafio nicroestriatal con 6-OH-DA y
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que esta accion probablemente involucra la activacion de las vias de sefiales que

implican el receptor | para el factor de crecimiento similar a la insulina (6).

Marco Tebrico.

El Parkinsonismo esta definido como una combinacion de seis manifestaciones motoras
especificas e independientes: temblor en reposo, bradicinesia, rigidez, disminucion de los reflejos
posturales, postura en flexion y el fendmeno de “freezing” (cuando los pies transitoriamente se
quedan “pegados” al piso), las cuales no estdn presentes totalmente en todos los casos. El
diagndstico de parkinsonismo se hace cuando el paciente presenta por lo menos dos de dichas
manifestaciones. La Enfermedad de Parkinson es el tipo de parkinsonismo que con mayor
frecuencia se encuentra en la labor clinica, ademés ha sido la entidad méas investigada y sobre la

cual mas se conoce (7).

La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurolégico progresivo cuyo mecanismo
especifico consiste en la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la via nigro-estriada.
Fue descrita por James Parkinson en 1817 quien reconocio la rigidez, el temblor y los trastornos
de la marcha. Recibe posteriormente su eponimo, aunque existen descripciones anteriores que
son mencionadas por el propio Parkinson en su ensayo. Unos 50 afios después que Parkinson,
Charcot completa la descripciéon original reconociendo la bradicinesia como el signo mas
importante de la enfermedad. Brissaud fue el primero en mostrar un interés por las alteraciones
anatomicas en el mesencéfalo de los pacientes con la enfermedad, pero no fue sino hasta 1960,
cuando Walter Brikmayer y Horynekiewicz advirtieron que la administracién intravenosa de L-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA), la precursora de la dopamina, lograba corregir brevemente los
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sintomas de la enfermedad, determinandose posteriormente que la pérdida de neuronas en la pars
compacta de la sustancia negra, con el consecuente déficit dopaminérgico en el cuerpo estriado,
es la principal causa de esta enfermedad. La Enfermedad de Parkinson, al igual que el temblor
esencial, es la entidad con mayor prevalencia entre las que presentan movimientos anormales.
Los estudios epidemioldgicos para determinar la frecuencia de la enfermedad han sido dificiles
de realizar, debido principalmente por el dificil diagnostico, sobre todo en los estadios iniciales,
ademés por la falta de marcadores bioldgicos que también complica el analisis de los casos
dudosos. La incidencia y la prevalencia de esta enfermedad aumentan en la medida que se
estudian poblaciones de mayor edad, especialmente luego de los 50 afios, ademas en la mayoria
de los estudios resulta evidente que es mas frecuente en hombres que en mujeres. Varios estudios
parecen demostrar que la exposicién al agua de pozo, pesticidas y sustancias quimicas

aumentaria el riesgo de contraer la enfermedad (8).

Dentro de los parkinsonismos existen diferentes entidades, algunas todavia sin clasificar.
Existen dos grandes grupos de parkinsonismo. Por un lado tenemos la Enfermedad de Parkinson
primaria o idiopatica, tanto esporadica como familiar. Existe ademas los parkinsonismos

secundarios donde se destacan diferentes causas (Cuadro 1) (9).
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Cuadro 1. Clasificacion de los Parkinsonismos (9).

Enfermedad de Parkinson primaria Parkinsonismo secundarios

Esporadica Inducidos por Drogas

Familiar Inducidos por Toxinas
Infecciosa:

Enfermedad de Creudzfeld-Jakob

Metabdlica

Estructural:

Tumores y hematomas subdurales

Vasculares

Otras patologias degenerativas:

Degeneracion corticobasal, demencia por cuerpos de
Lewy, atrofia de midltiples sistemas, paralisis
supranuclear progresiva, ataxias espinocerebelosas,
enfermedad de Hellervorden — Spatz, enfermedad de
Huntington, neuroacantosis, enfermedad de Wilson,

distonia — parkinsonismo ligada al cromosoma X .

Cuadro 1. Clasificacién de los Parkinsonismos (9)

Para conocer los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la Enfermedad de
Parkinson es necesario comprender la forma a través de la cual el Sistema Nervioso Central
controla los movimientos. Las regiones motoras de la corteza cerebral contienen neuronas que
inician el movimiento voluntario y controlan las neuronas mas inferiores pertenecientes a los
circuitos locales del tronco encefalico y la médula espinal. Existen ademas regiones cerebrales
adicionales involucradas en el control de esta funcion tales como los ganglios basales y el

cerebelo. El término ganglios basales se refiere a un conjunto de cinco nucleos grandes y

16




funcionalmente diversos que se ubican profundos en el interior de los hemisferios cerebrales y
comprenden superiormente el caudado, putamen y globo palido, asi como la sustancia nigra,
en la base del mesencéfalo y el nucleo subtalamico, en el tdlamo ventral. Los componentes
motores de los ganglios basales forman un asa subcortical a través de la cual se relacionan la
mayor proporcion de las neuronas de la corteza motora primaria y la corteza premotora. Las
neuronas de esta asa se activan antes y durante los movimientos y los efectos que tienen sobre las
neuronas motoras superiores son necesarios para la realizacion normal de los movimientos

voluntarios (10).

Los nucleos motores de los ganglios basales se dividen en grupos funcionalmente
distintos. El cuerpo estriado incluye al nucleo caudado y al putamen, y representa la zona de
aferencias de los ganglios basales a través de la cual numerosas neuronas se proyectan desde
diferentes partes del encéfalo, haciendo sinapsis con las dendritas de una clase de células
Ilamadas Neuronas Espinosas Medianas (NEM), en el cuerpo estriado. Los penachos
dendriticos de las NEM le permiten recibir las numerosas aferencias de la corteza cerebral,
tdlamo y del tronco del encéfalo y sus axones convergen sobre neuronas en el globo pélido y la
porcion reticular de la sustancia nigra, representado éstas Ultimas estructuras las fuentes
principales de eferencias del complejo de los ganglios basales. Es importante destacar que casi
todas las regiones de la neocorteza se proyectan directamente hacia el cuerpo estriado,
representando ésta el origen mas sustancioso de las aferencias hacia los ganglios basales, de
hecho la corteza visual primaria y la auditiva primaria son las Unicas areas corticales que no se
proyectan hacia los ganglios basales. Las areas corticales con mayor proyeccion sobre el cuerpo
estriado son las areas de asociacion de los l6bulos frontal y parietal, asi como la corteza

temporal, insular y cingular, constituyendo todas estas proyecciones un conjunto llamado via
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corticoestriatal. Las proyecciones que llegan al nucleo caudado provienen principalmente de las
cortezas de asociacion polimodales y de las areas motoras en el 16bulo frontal que controlan los
movimientos oculares mientras que el putamen recibe aferencias de la corteza somatosensitiva
primaria y secundaria del I6bulo parietal, de las cortezas visuales secundarias de los l6bulos
occipital y temporal, de la corteza motora y premotora del l6bulo frontal y de las areas de
asociacion auditiva en el 16bulo temporal. La proyeccion de diferentes areas corticales hacia
distintas regiones del cuerpo estriado implica que esta via tiene numerosos trayectos paralelos
que cumplen diversas funciones. Una muestra de que existe una gran subdivisién funcional en el
interior del cuerpo estriado es la distribucion espacial de diferentes tipos de NEM en grupos
celulares llamados “parches” 0 “estriomas”, inmersos en una “matriz” de células distintas
desde el punto de vista neuroquimico. Originalmente se sabia que la diferencia entre las células
pertenecientes a los estriomas y las de la matriz se establecia en los tipos de neuropéptidos que
contenian ambos tipos celulares, ahora en la actualidad se sabe que también difieren en los
origenes de sus aferencias desde la corteza y en los destinos de sus proyecciones hacia otras
regiones de los ganglios basales. Por ejemplo, las areas limbicas de la corteza, como la
circunvolucion cingular, tienen mayor nimero de proyecciones hacia la zona de los parches,
mientras que el area motora y somatosensitiva se proyectan en mayor medida hacia las neuronas

de la matriz. (10).

Las NEM reciben también aferencias no corticales de interneuronas locales y desde los
nucleos de la linea media e intralaminares del tdlamo, ademas de los nucleos aminérgicos del
tronco encefalico. Estas sinapsis se hacen especificamente sobre los cuerpos de las dendritas y
proximas al soma celular, mientras que las sinapsis de las aferencias corticales se establecen

sobre las espinas dendriticas, de esta manera las primeras modulan la eficacia de la activacion
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sinaptica cortical que llega desde las dendritas mas distales. Las aferencias aminérgicas son
dopaminérgicas y se originan exactamente de una parte de la sustancia nigra denominada
porcion compacta debido a sus células densamente empaquetadas. Estas sinapsis
dopaminérgicas se localizan sobre la base de la espina dendritica, muy cerca de las sinapsis
corticales, con un mayor efecto de modulacion. De esta manera las aferencias corticales y las
provenientes de la porcién compacta de la sustancia nigra se encuentran relativamente lejos del
segmento inicial del axon de las NEM, lugar donde se genera el impulso nervioso, motivo por el
cual las NEM deben recibir muchas aferencias excitadoras corticales y nigricas para activarse.
Cuando las NEM se tornan activas, su descarga se asocia con el desarrollo de un movimiento.
Algunos registros extracelulares tipicos demuestran que es inmediatamente antes del inicio del
movimiento que estas neuronas descargan. Las neuronas del putamen tienden a descargar antes
de los movimientos corporales y las del nicleo caudado lo hacen antes de los movimientos
oculares. Estas descargas anticipatorias forman parte de un proceso de seleccién de movimientos.
Algunos registros han demostrado que las descargas de algunas neuronas estriatales varian segun
la localizacion en el espacio de la estructura diana de un movimiento, mas que con la posicion de
inicio de la extremidad en relacion con la estructura diana. Tomando en cuenta lo anterior se
establece que la actividad de estas células puede codificar la decisiébn de moverse hacia la
estructura diana, en lugar de codificar simplemente la direccion y la amplitud del movimiento

real necesario para alcanzarla (10).
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Figura 1. Area Tegmental Ventral, Globo palido e Hipotalamo Lateral.
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Las proyecciones GABAGérgicas de las NEM terminan en la division interna del globo
palido y la porcion reticular de la sustancia nigra, sitios que constituyen la fuente principal de
las eferencias desde los ganglios basales. Una caracteristica muy notable de estas proyecciones
es que tienen un elevado grado de convergencia sobre las células del globo pélido y las
reticulares. Por ejemplo, se ha estimado que en promedio mas de 100 neuronas espinosas
medianas inervan cada célula del globo palido. Las neuronas eferentes del globo péalido interno y
de la porcion reticular de la sustancia negra dan origen a las principales vias que conectan los
ganglios basales con las neuronas motoras superiores localizadas en la corteza y el tronco
encefalico. Las proyecciones desde el globo palido van principalmente hasta la corteza haciendo
un relevo en los ndcleos ventral anterior y ventral lateral del talamo dorsal, desde donde se
proyectan vias hacia las areas corticales motoras. De esta manera queda constituida un asa
amplia que se origina en numerosas areas corticales y termina nuevamente en areas motoras del
I6bulo frontal, posterior a establecer diferentes relevos en los ganglios basales. Por otro lado los

axones que parten desde la porcién reticular de la sustancia nigra hacen sinapsis sobre neuronas
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motoras del coliculo superior, sin relevos en el talamo, para dirigir los movimientos oculares

(10).

La principal eferencia de los ganglios basales es inhibitoria, representada por las
proyecciones GABAérgicas desde el globo palido y la porcion reticular de la sustancia nigra.
Estas neuronas tienen altos niveles de actividad espontanea e impiden los movimientos no
deseados al inhibir ténicamente las células del coliculo superior y el tdlamo. Dado que las
proyecciones provenientes desde el cuerpo estriado son igualmente GABAEérgicas, es decir,
inhibitorias, el efecto neto de las proyecciones corticales excitatorias que alcanzan al cuerpo
estriado es inhibir las células inhibidoras tonicamente activas del globo palido y la porcion
reticular de la sustancia nigra. Cuando las neuronas del globo palido estan inhibidas por las
NEM, las neuronas talamicas estan desinhibidas y pueden trasmitir sefiales desde otras fuentes
hasta las neuronas corticales motoras. Esta desinhibicién de las neuronas taldmicas es lo que
normalmente permite que las neuronas motoras superiores envien ordenes a las neuronas del

circuito local y neuronas motoras inferiores que inician los movimientos (10).

Las proyecciones desde las neuronas espinosas medianas en el ndcleo caudado y el
putamen hasta el globo palido interno y porcién reticular de la sustancia nigra constituyen la
Ilamada “via directa” y liberan las neuronas motoras superiores de la inhibicion ténica (fig. 2).
Pero existe una segunda via que se encarga de aumentar ese nivel de inhibicion tonica, llamada
“via indirecta” y representa un segundo camino que de igual manera conecta el cuerpo estriado
con el globo pélido interno y la porcion reticular de la sustancia nigra (fig. 3). Aqui un grupo de
neuronas espinosas medianas se proyectan hasta el segmento externo del globo palido desde
donde salen proyecciones hasta el segmento interno de éste y al nucleo subtaldmico. En lugar de

proyectarse hasta estructuras por fuera de los ganglios basales, las neuronas del nucleo
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subtalamico se proyectan nuevamente hasta el segmento interno del globo palido y a la porcion
reticular de la sustancia nigra. Ya sabemos que estos dos Ultimos ndcleos se proyectan hacia el
exterior de los ganglios basales, de esta manera la via indirecta influye también en la actividad de
las neuronas motoras superiores. Las neuronas del nicleo subtaldmico que se proyectan hacia el
globo palido interno y la porcion reticular de la sustancia nigra son excitatorias. Normalmente,
cuando la via indirecta es activada por sefiales provenientes de la corteza, las NEM descargan
inhibiendo las neuronas GABAérgicas ténicamente activas del globo pélido externo. Como
consecuencia, las células subtalamicas se tornan mas activas y debido a sus sinapsis excitadoras
con células del globo pélido interno y la porcidn reticular de la sustancia nigra, aumentan la
eferencia inhibidora de los ganglios basales. Al contrario de la via directa que cuando se activa
reduce la inhibicion tonica, el efecto neto de la actividad en la via indirecta es aumentar las

influencias inhibitorias sobre las neuronas motoras superiores (10).

Figura 2. Via directa en los circuitos de los ganglios basales (10).
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Figura 3. Via indirecta en los circuitos de los ganglios basales (10).
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La via directa y la indirecta representan circuitos neuronales internos de los ganglios
basales y se puede considerar que la via indirecta es un “freno” sobre la funcién normal de la via
directa. De igual manera existe otro circuito en el interior de los ganglios basales constituido por
las células dopaminérgicas de la porcién compacta de la sustancia nigra. Las NEM se proyectan
hacia estas células de la sustancia nigra que a su vez envian proyecciones dopaminérgicas difusas
hacia las NEM. Las propias neuronas dopaminérgicas pueden a la vez proporcionar una sefial
excitadora y otra inhibidora sobre las NEM a través del efecto producido en los receptores

dopaminérgicos D1y D2, estimulador e inhibidor, respectivamente (10).

La dopamina ejerce su accion en las neuronas de los ganglios basales a través de su union
a receptores especificos que inicialmente fueron diferenciados en D1 y D2 por su conexion con
el segundo mensajero y por su diferente sensibilidad a agonistas y antagonistas. Mas

recientemente se han establecido diferencias en la secuencia de aminoacidos del tercer loop
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intracitoplasmatico en la estructura molecular de los receptores D1 y D2, sector que gobierna la
union a la proteina G. Ultimamente se han clonado otros subtipos de receptores dopaminérgicos,
D3, D4 y D5. La subfamilia de receptores D1 consiste en dos tipos, D1 y D5, que se acoplan con
la subunidad alfa de la proteina G estimuladora y activan la Adenilciclasa, lo cual incrementa la
produccion de AMP ciclico. La subfamilia de receptores D2, que consiste en los subtipos D2s,
D2, D3 y D4, estd conectada a su vez con la proteina G inhibidora, lo que disminuye la

formacion de AMP ciclico (11).

Los receptores D1 predominan en las NEM que se proyectan hacia el globo palido
interno (via directa) y los receptores D2 en las que se proyectan hacia el globo palido externo
(via indirecta). Dado que los efectos de las vias directa e indirecta sobre las eferencias de los
ganglios basales son antagonicos, las diferentes influencias de los axones nigroestriatales
producen el mismo efecto, una disminucién en la eferencia inhibidora de los ganglios basales

(10).

Las influencias reguladoras del circuito nigroestriatal explican muchas de las
manifestaciones de los trastornos de los ganglios basales. La enfermedad de Parkinson se
produce por la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales (fig. 4). Ya sabemos que los
efectos normales de las aferencias de la porcion compacta hacia el globo palido interno son la
excitacion de las NEM que se proyectan hasta el globo palido interno y la inhibicién de las NEM
que se proyectan hasta las células del globo palido externo en la via indirecta. En condiciones
normales ambos efectos de la Dopamina sirven para disminuir las eferencias inhibidoras de los
ganglios basales, aumentando de esta manera la excitabilidad de las neuronas motoras superiores.
Cuando las células compactas se destruyen, como se observa en esta enfermedad, la eferencia

inhibidora de los ganglios basales es anormalmente alta por lo que es menos probable que se
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desarrolle la activacion talamica de las neuronas motoras superiores en la corteza motora (10).
En los pacientes con enfermedad de Huntington se degeneran las NEM que se proyectan hasta el
globo pélido externo (fig. 5). De esta manera las células del globo pélido externo se tornan
anormalmente activas lo que reduce las eferencias excitadoras del nucleo subtaldmico hacia el
globo palido interno. En consecuencia se reducen las eferencias inhibidoras de los ganglios
basales. Sin esta influencia limitante de los ganglios basales las neuronas motoras superiores
pueden ser activadas por sefiales inapropiadas lo que conduce a movimientos excesivos no

deseados (10).

Figura 4. Enfermedad de Parkinson (10).
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Figura 5. Enfermedad de Huntington (10).
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Conocemos perfectamente el papel protagonico de la Glucosa en el metabolismo. Esta
molécula forma parte del grupo de los carbohidratos, compuestos organicos que contienen en su
composicién molecular Carbono, Hidrdégeno y Oxigeno. La glucosa es la fuente primaria de
energia para los seres humanos. El Sistema Nervioso Central, principalmente el cerebro, depende
por completo de la glucosa que contiene el liquido extracelular circundante. Sabemos que es la
oxidacion de esta molécula el principal mecanismo biogquimico a través del cual una célula
obtiene energia en forma de ATP o Trifosfato de Adenosina, un nucledtido de alta energia que se

produce en los procesos de Glucolisis y Respiracion Oxidativa (12).

El higado, pancreas y otras glandulas endocrinas intervienen en el control de las
concentraciones de glucosa sanguinea en un intervalo reducido. La Insulina es la hormona

primaria a la que se debe la entrada de glucosa en la célula. Es sintetizada por las células B de los
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islotes de Langerhans en el pancreas cuando detectan un incremento de la concentracion de
glucosa en la sangre. La liberacion de insulina causa un mayor movimiento de glucosa en las
celulas y mayor metabolismo de ésta, esto reduce la concentracion de glucosa plasmatica al
incrementar la entrada de glucosa en el musculo y tejido adiposo. La insulina también regula la
glucosa al incrementar la glucogeénesis, lipogénesis y glucdlisis e inhibir la glucogendlisis. La
insulina es la Unica hormona que disminuye las concentraciones de glucosa y se le puede llamar

agente hipoglicémico (12).

El glucagon es la hormona primaria a la que se debe el incremento de las
concentraciones de glucosa. Se sintetiza en las células o de los islotes de Langerhans en el
pancreas y puede incrementar las concentraciones de  glucosa plasmatica mediante

glucogendlisis en el higado y un incremento en la gluconeogénesis (12).

La Adrenalina plasmatica, secretada por las glandulas suprarrenales, incrementa la
glucosa plasmaética al inhibir la secrecion de insulina, incrementar la glucogenolisis y promover
la lipdlisis. Los glucocorticoides, principalmente el Cortisol, tiene el mismo efecto al disminuir

la entrada de glucosa en la células e incrementar la gluneogénesis (12).

La Hormona del Crecimiento, liberada por la hip&fisis anterior, incrementa los niveles
plasmaticos de glucosa al disminuir la entrada de ésta a las células. Por otra parte las
concentraciones plasmaticas de cortisol disminuidas estimulan la hipéfisis anterior para que
libere ACTH (Hormona Adrenocorticotropica) y esta promueve la liberacion de cortisol por

parte de la corteza de las glandulas suprarrenales con su consecuente efecto hiperglucémico (12).

Por dltimo, las hormonas tiroideas incrementan la concentracion plasmatica de glucosa al

promover la glucogendlisis, gluconeogénesis y absorcion intestinal de glucosa. La
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Somatostatina, producida por las células & de los islotes de Langerhans, incrementa las

concentraciones de glucosa plasmatica mediante la inhibicion de la liberacion de insulina (12).

Las células B de los islotes pancreaticos sintetizan insulina a partir de un precursor de
cadena unica de 110 aminoacidos llamado preproinsulina. Después de translocacion a través de
la membrana del reticulo endoplasmico rugoso, el péptido sefial N-terminal de 24 aminoacidos
de la preproinsulina se desdobla con rapidez hasta formar proinsulina. Aqui, la molécula se
pliega y se forman enlaces disulfuro. En el momento de la conversion de la proinsulina humana
en insulina, en el complejo de Golgi, se eliminan mediante protedlisis cuatro aminoacidos
basicos y el conector restante o péptido C. Esto da lugar a los dos cadenas de péptidos, A 'y B, de
la molécula de insulina, que contiene un enlace disulfuro intra subunidad y dos inter subunidad.
La cadena A por lo general estd compuesta de 21 residuos de aminoacidos, y la cadena B tiene

30; de este modo la masa molecular es de unos 5800 Da. (7).

El receptor de la insulina, expresado en la superficie celular, pertenece a una gran familia
de receptores proteina-tirosina quinasa, que se encuentran directamente acoplados a enzimas
intracelulares y fosforilan las proteinas sustratos en los residuos de tirosina. Esta familia incluye
a los receptores para la mayoria de los factores de crecimiento polipeptidicos, por lo que la
fosforilacion de las tirosinas de las proteinas ha sido estudiada fundamentalmente como un
mecanismo de sefializacion involucrado en el control del crecimiento y de la diferenciacién de
las células animales. El genoma codifica 58 receptores proteina-tirosina quinasas, incluyendo los
receptores para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento Nervioso
(NGF), Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF), insulina y muchos otros
factores mas. Estos receptores comparten una estructura comun: un dominio extracelular N-

terminal de unidn al ligando, una tnica hélice a transmembrana, y un dominio citosolico C-
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terminal con actividad proteina-tirosina quinasa. La mayoria de estos receptores estan
constituidos por un unico polipéptido, pero el receptor de la insulina y otros receptores
relacionados son dimeros constituidos por dos pares de cadenas polipeptidicas. La unién del
ligando (por ej., la insulina), al dominio extracelular de estos receptores activa el dominio
quinasa citosolico, dando lugar a la fosforilacion del propio receptor y de las proteinas diana

intracelulares, que propagaran la sefial (14).

Uno de los uniportadores mejor comprendidos es el transportador de glucosa GLUT1 que
se encuentra en la membrana plasmatica de los eritrocitos. La mayoria de las células de
mamiferos utilizan la glucosa de la sangre como fuente principal de energia celular y la mayoria
expresa GLUT1. Puesto que la concentracion de glucosa suele ser mayor en el medio
extracelular que en la célula, el GLUT1 cataliza la entrada neta de glucosa desde el medio
extracelular hacia el interior de la célula. Al igual que otros uniportadores el GLUT1 alterna
entre dos estados conformacionales: en uno, un sitio de fijacion para la glucosa estd orientado
hacia el exterior de la membrana; en el otro, esta orientado hacia el interior. El GLUT1 también
puede catalizar la salida neta de glucosa desde el citosol hacia el exterior cuando la
concentracion de glucosa es mas alta en el interior de la célula que en el exterior. EI genoma
humano codifica 12 proteinas, GLUT1 — GLUT12, que son altamente homdlogas en secuencia, y
se piensa que todas contienen 12 hélices a que atraviesan la membrana. La estructuras de todas
las isoformas de GLUT son bastantes similares y todas transportan azlcares. No obstante, sus
expresiones diferenciales en distintos tipos de células y las propiedades funcionales especificas
de las isoformas permiten a las diferentes células del cuerpo regular el metabolismo de la glucosa
independientemente y al mismo tiempo mantener una concentracion constante en la sangre. Por

ejemplo, el GLUT2 es expresado en el higado y en las células B secretoras de insulina del
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pancreas. Otra isoforma del GLUT, el GLUT4, s6lo se expresa en las células grasas y
musculares, las células que responden a la insulina incrementan su incorporacion de glucosa y
eliminan asi la glucosa de la sangre. En ausencia de insulina, el GLUT4 se encuentra en las
membranas intracelulares, no sobre las membranas plasmaticas y, obviamente, es incapaz de
facilitar la incorporacion de glucosa. La insulina provoca la fusion de estas membranas internas
ricas en GLUT4 con la membrana plasmatica, lo que incrementa el nimero de GLUT4 sobre la
superficie celular y, por ende, la velocidad de incorporacion de la glucosa. Los defectos en este
proceso, uno de los principales por los cuales la insulina disminuye los niveles de glucosa en la
sangre, conducen a la diabetes, una enfermedad caracterizada por un nivel de glucosa en sangre

continuamente alto (15).

En funcidn de destacar las principales caracteristicas de la otra entidad patologica que nos
concentra en esta presentacion, haremos a continuacion un breve resumen conceptual sobre la
Diabetes Mellitus, abordando sus principales definiciones y clasificaciones, asi como aspectos
diagnosticos de esta enfermedad utilizados en la practica clinica. En este mismo sentido haremos
referencia, muy brevemente, de los principales mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen en la
diabetes mellitus, con la finalidad de poder entender su probable relacion con los mecanismos
fisiopatoldgicos involucrados en la enfermedad de Parkinson, abordaje éste que constituye la

finalidad de esta presentacion.

La diabetes mellitus comprende un grupo de trastornos metabolicos frecuentes que
comparten el fenotipo de la hiperglucemia. Dependiendo de la causa de esta enfermedad los
factores que contribuyen a la hiperglucemia pueden comprender una disminucion de la secrecion
de insulina, una disminucion del consumo de glucosa y un aumento de la produccion de glucosa.

Las alteraciones fisiopatoldgicas en esta enfermedad se presentan de manera secundaria al
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trastorno metabdlico y estan representadas por afectacién de multiples sistemas. Aunque todas
las formas de Diabetes Mellitus se caracterizan por la hiperglucemia, los mecanismos por los que
ésta se produce son diversos y en funcidn a estas diferencias es que se han establecidos la mayor
parte de los sistemas de clasificacion. Expondremos aqui la clasificacion de la American
Diabetes Association del afio 2000. Bésicamente en esta clasificacion se distinguen cuatro tipos
de Diabetes Mellitus con sus respectivas subcategorias. En primer lugar se destaca la Diabetes
Mellitus tipo 1, donde hay destruccion de las células B de los islotes pancreaticos con déficit
absoluto de insulina. La Diabetes Mellitus tipo 2 que varia entre una resistencia a la insulina
predominantemente con déficit relativo de insulina y un defecto secretor de insulina
predominantemente con resistencia a la insulina. En el tercer grupo se hace referencia a otros
tipos especificos de diabetes y el cuarto grupo de la clasificacion se reserva exclusivamente para

la diabetes Gravidica (Cuadro 2). (16).

Cuadro 2. Clasificacion etiologica de la Diabetes Mellitus. American Diabetes Association,
2000. (16)

I Diabetes de tipo 1 (Destruccion de las células B, que habitualmente provoca déficit absoluto de
insulina)
a) Mediada Inmunitariamente

b) Idiopatica

1 Diabetes de tipo 2 (varia entre una resistencia a la insulina predominantemente con déficit relativo de

insulina y un defecto secretor de la insulina predominantemente con resistencia a la insulina)

11 Otros tipos especificos de diabetes

a) Defectos genéticos de la funcion de las células Beta caracterizados por mutacion en:
1) Factor de transcripcion nuclear hepatocitario (HNF) 4o (MODY 1)
2) Glucocinasa (MODY 2)

3) HNF-la (MODY 3)
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b)

c)

d)

9)

h)

4) Factor promotor de insulina (IPF) 1 (MODY 4)

5) HNF-1p (MODY 5)

6) ADN mitocondrial

7) Conversion de proinsulina o insulina

Defectos genéticos en la accion de la insulina

1) Resistencia a la insulina de tipo A

2) Leprcaunismo

3) Sindrome de Rabson-Mendenhall

4) Diabetes lipoatrofica

Enfermedades del pancreas exocrino: pancreatitis, pancreatectomia, neoplasia, fibrosis quistica,
hemocromatosis, pancreatopatia fibrocalculosa.

Endocrinopatias: acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma, feocromocitoma,
hipertiroidismo, somatostatinoma, aldosteronoma

Inducida por farmacos o productos quimicos: Vacor, pentamidina, acido nicotinico,
glucocorticoides, hormona tiroidea, diazoxido, agonistas B-adrenérgicos, tiazidas, fenitoina,
interferon a, inhibidores de proteasa, clozapina, betabloqueantes

Infecciones: rubéola congénita, citomagalovirus, coxsackie

Formas infrecuentes de diabetes mediadas inmunitariamente: sindrome del “hombre rigido”,
anticuerpos contra el receptor de insulina

Otros sindromes genéticos que a veces se asocian a diabetes: Sindrome de Down, sindrome de
Klinefelter, sindrome de Turner, sindrome de Wolfram, ataxia de Friedreich, corea de
Huntington, sindrome de Laurence-Moon-Biedl, distrofia miotonica, porfiria, sindrome de

Prader-Willi

v

Diabetes Gravidica

Cuadro 2. Clasificacion etiologica de la Diabetes Mellitus. American Diabetes Association,
2000. (16). (Cont.)
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Hasta este punto hemos revisado de una manera sintetizada los principales aspectos
constituyentes de dos entidades nosologicas ampliamente estudiadas hasta la actualidad. Por una
parte la enfermedad de Parkinson, como una de las afecciones degenerativas del sistema nervioso
més frecuentemente observadas en la practica clinica y que se destaca de una manera muy
particular en el conjunto de enfermedades neuroldgicas que involucran trastornos del
movimiento. De la misma forma hemos abordado a la Diabetes Mellitus, una enfermedad
metabdlica con repercusion en maltiples sistemas y que también implica procesos degenerativos
de evolucion cronica. Antes de haber abordado cada una de estas entidades patoldgicas se intento
exponer los aspectos fisioldgicos basicos de los sistemas afectados en cada una de ellas, con la
finalidad de poder entender posteriormente los mecanismos fisiopatologicos que subyacen en

ambas enfermedades y que constituyen el principal enfoque de este proyecto.

El hecho que nos ha motivado a encaminarnos en este proyecto de investigacion esta
representado por un hallazgo epidemioldgico establecido en las labores de atencién médica
comunitaria iniciadas, coordinadas y ejecutadas por el Dr. Hilarion Araujo, actual jefe de la
Unidad de Neurologia del Instituto Autonomo Hospital Universitario de los Andes, en las cuales
de una manera magistral y desinteresada se le ha brindado atencién médica especializada a las
principales comunidades rurales del estado Mérida, llevando la Neurologia como especialidad
clinica hasta las poblaciones alejadas de nuestro principal centro de salud. Uno de los frutos de
dicha actividad, ademas de la grandiosa satisfaccion de prestar servicio médico a aquellos que lo
han necesitado y que ha sido el principal objetivo de dicha empresa, es el conjunto de datos
epidemioldgicos recaudados en dicha labor. Estas actividades comunitarias han permitido

conocer la frecuencia y distribucion de algunas enfermedades neuroldgicas en las comunidades
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del estado Mérida que han sido frecuentadas con cierta periodicidad por los médicos neurélogos

colaboradores en esta labor.

Destacamos aqui un hallazgo epidemiol6gico importante, que representa nuestra premisa
motivadora y que justifica efectivamente nuestro proyecto, la principal comorbilidad establecida
en la poblacion de pacientes con enfermedad de Parkinson esta representada por la Diabetes
Mellitus. Se determiné que aproximadamente el 50% de los pacientes con Enfermedad de
Parkinson que habitan en el estado Mérida y que acuden periodica y regularmente a la consulta
especializada de Movimientos Anormales en la unidad de Neurologia del I.A.H.U.L.A. padecen
de Diabetes Mellitus tipo 2, lo que hace de esta enfermedad la principal entidad de comorbilidad
en nuestros pacientes con Parkinson. Considerando este importantisimo hallazgo nos hemos
planteado justificadas dudas con respecto a los factores fisiopaldgicos subyacentes a este hecho.
¢Quizas los pacientes con Parkinson tienen mayor susceptibilidad de sufrir de Diabetes Mellitus
tipo 2?, o por el contrario, ¢los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 tienen una susceptibilidad

especial de desarrollar Enfermedad de Parkinson?
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Objetivo General.

Determinar el efecto de la insulina como factor protector neuronal sobre el sistema

nigroestriatal en un modelo animal experimental de Enfermedad de Parkinson.
Objetivos Especificos.

1.- Establecer como modelo animal experimental ratas Wistar, machos adultos jovenes,

en los cuales se realizaran los diferentes procedimientos quirdrgicos encefalicos.

2.- Determinar el efecto que tiene la aplicacion de insulina en la sustancia negra sobre el

perfil de liberacion de Dopamina en el sistema nigroestriatal en animales sanos.

3.- Reproducir un modelo animal experimental de Enfermedad de Parkinson con

verificacion conductual e histoldgica.

4.- Evaluar el efecto de la insulina sobre el sistema nigroestrital en los modelos

experimentales de Enfermedad de Parkinson y compararlo con grupos control.

5.- Verificar a través de la realizacion de pruebas conductuales y observaciones

histoldgicas a los animales de experimentacion la efectividad de los diferentes procedimientos.
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Meétodos.

Replicaremos un modelo animal experimental de la Enfermedad de Parkinson en nuestro
laboratorio de Fisiologia de la Conducta de la facultad de Medicina de la Universidad de Los
Andes, utilizando 6-OH-DA para provocar las lesiones puntuales en regiones especificas del
cerebro de los animales. Involucrariamos principalmente la parte compacta de la Sustancia
Negra, procedimiento para el cual utilizaremos la técnica de cirugia estereotaxica.
Posteriormente y con la finalidad de comprobar la efectividad funcional de las lesiones
realizaremos pruebas conductuales a los animales, éstas consistirdn basicamente en la inyeccion
sistémica de Anfetamina la cual incrementa la liberacion de dopamina, produciendo una
conducta rotacional especifica del animal. Este grupo de animalitos estard siendo comparado
continuamente con un grupo de animales control a los cuales no se le realizara las lesiones con 6-
OH-DA. Se podra utilizar en un grupo de animales lesionados, la insulina aplicada de manera
directa en las &reas cerebrales previamente lesionadas y en otras areas conectadas
funcionalmente con éstas, para luego repetir nuevamente las pruebas conductuales en todos los
animales y comparar los resultados en relacion a la aplicaciéon de insulina. Un paso de suma
importancia en nuestro proyecto estara representado por la medicion de los niveles de dopamina
en diferentes partes o areas cerebrales, principalmente en las que fueron lesionadas con la
finalidad de comparar los resultados y de determinar alguna probable diferencia en relacion a la
utilizacion o aplicacion de insulina. Finalmente se comprobara histolégicamente la efectividad de
las lesiones hechas a través de la realizacion de cortes y coloracién de los cerebros de los

animales involucrados en dicho estudio.
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Sujetos y cirugia.

Utilizaremos ratas adultas jovenes Wistar machos, de 280 a 350 gramos de peso,
provenientes del Bioterio de la Universidad de los Andes. Las ratas se operaran bajo anestesia
general inducida con una combinacion de Xylazina (10 mg/kg, intraperitoneal) y Ketamina (100
mg/kg, intraperitoneal). Colocandole a cada rata canulas guias fabricadas de acero inoxidable, de
21 gauge de diametro y 10 mm de longitud, apuntando al putamen segun coordenadas AP: -0.2
mm de bregma; L: 3.0 mm y V: 3.0 y a sustancia nigra segun las coordenadas AP: -5.6 mm de

bregma; L: 2.2 mmy V: 2.6 mm (17).

Microinyecciones intracerebrales.

Los inyectores se fabricaran con tubo de acero inoxidable de calibre 26 gauge y en su
interior se les colocara un capilar de silicio fundido de 170 micras de diametro externo y 3 mm
de longitud, el cual se colocara en el nicleo a estudiar durante 5 a 10 minutos antes de iniciar el
estudio, la metodologia ya ha sido previamente publicada. El inyector se acoplara a una bomba
de perfusion constante que permitird la inyeccion de volimenes pequefios (0.5 uL/min). Luego
de inyectado se esperara 1 minuto para evitar el reflujo de la droga en el momento de retirar el
inyector. Finalmente se esperara aproximadamente 5 minutos para comenzar a medir la conducta

especifica

Microdialisis intracerebral.

Las canulas de microdidlisis intracerebral se construiran en el laboratorio con un capilar
de silicio fundido dentro de un tubo de acero inoxidable de 26 gauge de diametro externo, con
una membrana de diélisis (13000 MW) expuesta en la punta de 4 mm de longitud y 0.2 mm de
didmetro externo. Las canulas se implantaran 16 horas antes del experimento y se perfundiran
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con una solucion Ringer modificada (142 mM NaCl, 3.9 mM KCI, 1.2 mM CaClz, 1.0 mM
MgCl2, 1.35 mM NaHPOs, 0.3 mM NaH2PO4, pH 7.3) a 0.5 uL/min en la noche y se elevara el
flujo a 1 uL/min comenzando 3 horas antes del inicio del experimento. Las muestras de
microdialisis se recolectaran cada 20 minutos hasta obtener una linea basal estable (no obtener

una variacion mayor a +10%).

Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC) con Deteccion Eectroquimica.

La dopamina se separard mediante una columna cromatografica C18 en fase reversa de
10 cm de largo y se detectara electroquimicamente con un electrodo de carb6n (Modelo 400

EE&G Princeton Applied Research).

Experimento 1:

Efecto de la insulina inyectada directamente en la sustancia nigra sobre los niveles de

Dopamina en el estriado.

Variable independiente: Insulina sobre la sustancia nigra.

Variable dependiente: Niveles de dopamina en el cuerpo estriado.

La dosis de insulina que se inyectard localmente en la sustancia nigra es de 10ug/0.5 uL
y se medira la liberacion de dopamina en el putamen ipsilateral. Segun la respuesta observada
haremos una curva dosis-respuesta para confirmar el efecto farmacoldgico de la insulina. Se
tomaran 3 muestras basales y luego cada rata serd inyectada con insulina o vehiculo y se

mediran los cambios en los niveles de dopamina durante los siguientes 180 minutos.
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Experimento 2:

Lesion con 6-OH-dopamina (6-OHDA) y el efecto protector de la insulina.

Variable Independiente: Insulina sobre la sustancia negra lesionada previamente con 6-

OHDA.

Variable dependiente: Niveles de dopamina en el cuerpo estriado de las ratas lesionadas.

La 6-OHDA se preparard a una dosis de 3.6 mg/ml de solucion salina que contiene
0.02% peso/volumen de &cido ascorbico. El vehiculo sera la solucién salina con &cido ascorbico.
La 6-OHDA se inyectara unilateralmente en la sustancia nigra mientras que en el otro lado se
inyectara el vehiculo. En un grupo de ratas se inyectara insulina previa a la 6-OHDA mientras
que en el otro se le inyectara vehiculo. Al grupo que se le produzca la lesién con 6-OHDA se le
seguira inyectando insulina diariamente por 14 dias, posterior a este periodo se realizaran los
experimentos conductuales y neuroquimicos (rotacion inducida por Apomorfina o Anfetamina y
medicion de dopamina), al grupo control se le inyectara el vehiculo de manera repetida e

igualmente se le realizaran las pruebas conductuales y neuroquimicas al finalizar dicho periodo.

Histologia.

En todos los experimentos conductuales y de microdidlisis, se sacrificardn a las ratas
anestesiandolas profundamente con una sobredosis de pentobarbital sodico y perfundiendo
intracardiacamente con solucion salina seguido de formaldehido al 10%, para fijar el cerebro.
Luego se extraera el cerebro y se seccionaran con un microtomo en cortes de 50 um de espesor
para observar bajo un microscopio y verificar la localizacion del inyector y de la canula de

microdialisis.
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Analisis e interpretacion de resultados.

Dependiendo del experimento usaremos diferentes pruebas estadisticas, el Analisis de
Varianza de dos Vias para Medidas Repetidas (ANOVA) para analizar los resultados del primer
experimento y el Test de Student no pareado con dos colas para analizar los resultados del

segundo experimento.
Aspectos éticos del presente estudio.

Todos los experimentos se realizaron en animales de experimentacion y todos los
protocolos fueron aprobados por CDCHT-ULA como organismo controlador y se han cumplido
con los lineamientos de Helsinski y las Guias del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos
(NIH) en el manejo y tratamiento de animales de experimentacion. Como se hizo notar

previamente, utilizaremos el menor nimero posible de animales.
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Resultados.
Experimento 1.

A continuacion se presenta graficamente la variacion en los niveles de Dopamina medida
en el Estriado de animales sanos, con la administracion de 40 microgramos de Insulina en la
Sustancia Negra, desde la figura N° 6 hasta la N° 13. (La flecha azul sefiala el momento en el

que se aplico la insulina o la solucion salina en la sustancia negra).

Fig. 6. Rata N° 4, Dopamina
(pg/microlitro)
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Fig. 9. Rata N° 10, Dopamina
(pg/microlitro)
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Fig. 11. Rata N° 13, Dopamina
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Fig. 13. Rata N° 15, Dopamina (pg/microlitro)
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A continuacion se presenta graficamente la variacion en los niveles de Dopamina medida en el
Estriado de animales sanos, con la administracién de Solucién Salina en la Sustancia Negra,
desde la figura N° 14 hasta la N° 19.

Fig 14. Rata N° 1, Dopamina
(pg/microlitro)
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Fig. 17. Rata N° 30, Dopamina (pg/microlitro)
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Fig. 18. Rata N° 31, Dopamina (pg/microlitro)
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Fig. 19. Rata N° 32, Dopamina (pg/microlitro)

L §

20min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 140 min

44




A continuacion se presentara la modificacion de los niveles de DOPAC (Acido
Dihidroxifenilacético) y HVA (Acido Homovanilico), metabolitos de la Dopamina, con la
aplicacion de 40 microgramos de Insulina en la Sustancia Negra de los animales sanos, desde la
figura N° 20 hasta la N° 27.

Fig. 20. Rata N° 4. DOPAC y HVA.
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Fig. 21. Rata N° 6. DOPAC y HVA.
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Fig. 23. Rata N° 10. DOPAC y HVA.
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Fig. 24. Rata N° 12. DOPAC y HVA.
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Fig. 25. Rata N° 13. DOPAC y HVA.
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Fig. 26. Rata N° 14. DOPAC y HVA.
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Fig. 27. Rata N° 15. DOPAC y HVA.
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A continuacion se presentara la modificacion de los niveles de DOPAC y HVA con la
aplicacion de solucion salina en la Sustancia Negra de los animales sanos, desde la figura N° 28
hasta la N° 32.

Fig. 28. Rata N° 1. DOPAC y HVA.
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Fig. 29. Rata N° 8. DOPAC y HVA.

400

300 W — >
200 ‘ ¢—DOPAC
100 - == HVA
[y oy T—
0 T T T T T )

20min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min

Fig. 30. Rata N° 30. DOPAC y HVA.
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Fig. 31. Rata N° 31. DOPAC y HVA.
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Fig. 32. Rata N° 32. DOPAC y HVA.
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Cuadro 3. Dopamina. Inyeccion de Insulina en Sustancia Negra (Valores Proporcionales)

20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 140 min
RataN°4 | 95 105 100 70 130 110
RataN°6 | 100,671141 88,590604 110,738255 207,38255 221,47651 281,879195 197,315436
RataN°9 | 100,746269 123,134328 | 76,119403 143,283582 | 145,522388 | 132,089552
RataN°10 | 93,75 93,75 112,5 112,5 206,25 206,25
Rata N°12 | 92,3076923 103,846154 | 103,846154 132,692308 | 109,615385 | 80,7692308 69,2307692
Rata N°13 | 108 96 96 120 168 240
RataN°14 | 75 120 105 135 375 345 495
RataN°15 | 100 91,6666667 | 108,333333 175 300 266,666667
Promedio | 95,7821574 102,426822 | 101,791021 146,511206 | 217,980612 | 221,807806 253,848735
SEM 3,68185116 4,88487597 | 4,39719966 15,5432186 | 34,3441138 | 35,0654822 82,563283

Cuadro 4. Dopamina. Inyeccion de solucion salina en Sustancia Negra (Valores

Proporcionales)

20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min

Rata N°1 | 91,2162162 87,1621622 | 121,621622 131,756757 | 81,0810811 | 95,2702703

RataN°8 | 108,196721 103,278689 | 88,5245902 98,3606557 | 78,6885246 | 78,6885246
Rata N°30 | 107,142857 92,8571429 | 100 100 85,7142857 | 107,142857
Rata N° 31 | 89,1089109 100,990099 | 109,90099 166,336634 | 175,247525 | 103,960396
Rata N° 32 | 102,439024 102,439024 | 95,1219512 80,4878049 | 73,1707317 | 109,756098
Promedio | 99,620746 97,3454234 | 103,033831 115,38837 98,7804296 | 98,9636291
SEM 4,46659126 3,52025867 | 6,49511295 16,9713805 | 21,4923663 | 6,29019867
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Cuadro 5. DOPAC. Inyeccion de Insulina en Sustancia Negra (Valores proporcionales)

20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 140 min
Rata N°4 | 100,11235 100,444939 | 99,4438265 82,4249166 | 114,794216 | 104,449388
RataN°6 | 96,1559285 103,302653 | 100,541419 108,987547 | 104,764483 | 91,7704385 91,7704385
RataN°9 | 113,985449 113,257882 | 72,7566694 138,480194 | 147,453517 | 147,210994
Rata N°10 | 97,6331361 92,3076923 | 110,059172 76,6863905 | 135,266272 | 118,224852
Rata N° 12 | 99,537037 99,0740741 | 101,388889 121,064815 | 111,574074 | 94,4444444 91,087963
Rata N° 13 | 80,5392732 106,565064 | 112,895662 171,277843 | 230,363423 | 344,665885
Rata N° 14 | 100 100 100 98,3539095 | 107,81893 | 119,753086
Rata N° 15 | 105,604534 95,7808564 | 98,6146096 118,073048 | 179,093199 | 179,65995
Promedio | 99,0650511 101,469746 | 99,4652029 118,989107 | 145,190557 | 156,532807 102,105064
SEM 3,56042737 2,44701821 | 4,54416851 11,6095905 | 16,5842548 | 31,7061732 6,99018295
Cuadro 6. DOPAC. Inyeccion de solucion salina en Sustancia Negra (Valores
Porporcionales)
20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Rata N°1 | 104,752852 95,8174905 | 99,4296578 95,8174905 | 96,3878327 | 96,1977186
RataN°8 | 104,500978 89,8238748 | 105,675147 89,5303327 | 88,0626223 | 88,0626223
Rata N° 30 | 95,7739308 108,757637 | 95,4684318 108,604888 | 114,714868 | 101,578411
Rata N° 31 | 103,309204 101,913133 | 94,7776629 95,5532575 | 88,262668 | 82,3681489
Rata N°32 | 89,6237172 110,148233 | 100,22805 105,359179 | 126,22577 | 120,752566
Promedio | 99,5921364 101,292074 | 99,1157899 98,9730295 | 102,730752 | 97,7918934
SEM 3,3400447 4,30147182 | 2,18636922 3,90810371 | 8,51596658 | 7,40195155
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Fig. 33. Niveles de Dopamina con todos los animales del experimento 1, tanto con

Insulina como con Solucion Salina en sustancia negra.
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Los resultados del experimento nimero 1 se analizaron estadisticamente con el ANOVA
(Analisis de Varianza de dos Vias para Medidas Repetidas), donde se determino:

Dopamina. F (5,1) = 4,042. Con una p = 0,0029, estadisticamente significativo.

DOPAC. F (5,1) = 1,412. Con una p = 0,23, no significativa desde el punto de vista
estadistico.

HVA. F (5,1) = 3,262. Con una p = 0.01, estadisticamente significativo.
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Experimento 2.

Cuadro 7. Animales lesionados con 6-OHDA que recibieron Insulina durante 14

dias consecutivos. (Valores Absolutos)

Dopamina (pg) DOPAC (pg) HVA (pg)
Rata N° 19 34 637 237
Rata N° 22 39,3 846 231
Rata N° 23 57 1348 634
Rata N° 25 48 1348 974
Rata N° 26 23 445 123

Cuadro 8. Animales lesionados con 6-OHDA que recibieron Insulina durante 14

dias consecutivos. (Valores Relativos)

Dopamina DOPAC HVA
Rata N° 19 5,66666667 106,166667 79
Rata N° 22 6,55 141 77
Rata N° 23 9,5 224,666667 211,333333
Rata N° 25 8 224,666667 324,666667
Rata N° 26 3,83333333 74,1666667 41
Promedio 6,71 154,133333 146,6
SMS 1,08505632 34,2945473 59,405083
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Cuadro 9. Animales lesionados con 6-OHDA que recibieron solucién salina durante 14 dias

consecutivos. (Valores Absolutos).

Dopamina (pg) DOPAC (pg) HVA (pg)
Rata N° 20 18,5 1054 461
Rata N° 24 28 1145 443
Rata N° 33 8 654 202
Rata N° 34 2 67 39
Rata N° 35 0 21 5

Cuadro 10. Animales lesionados con 6-OHDA que recibieron solucién salina durante 14

dias consecutivos. (Valores Relativos).

Dopamina DOPAC HVA

Rata N° 20 3,08333333 175,666667 76,8333333
Rata N° 24 4,66666667 190,833333 73,8333333
Rata N° 33 1,33333333 109 33,6666667
Rata N° 34 0,33333333 11,1666667 6,5
Rata N° 35 35 0,83333333
Promedio 1,88333333 98,0333333 38,3333333

SMS 0,98230879 44,1881001 17,9998071
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Fig. 34. Animales lesionados que recibieron Insulina o solucion salina en la

sustancia negra durante 14 dias consecutivos.
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Los resultados del experimento nimero 2 se analizaron estadisticamente con el Test de

Student (t-test), no pareado con dos colas, donde se determino:
Dopamina. T (8) = 3,687. Con una p = 0,006, estadisticamente significativo.

DOPAC. T (8) = 1,121. Con una p = 0,29, no significativa desde el punto de vista

estadistico.
HVA. T (8) = 1,950. Con una p = 0.08, estadisticamente no significativo.

Los resultados anteriores corresponden a los analisis neuroquimicos que se realizaron en
los animales estudiados, pero ademas, en las ratas que conformaron el experimento 2 se evaluo
la conducta motora a través de la realizacion de Rotometria inducida por Anfetaminas. En estas
pruebas se registré al animal en su conducta motora espontanea durante un periodo de 5

minutos, cumplidos éstos se inyectd por via intraperitoneal una dosis de Anfetamina ponderada,
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5mg/Kg/dosis, y se prolongé el registro durante los siguientes 20 minutos para determinar la

conducta rotatoria de la rata.

Las ratas N° 19, 20, 22, 23, 24, 25 y 26 no presentaron conducta rotatoria posterior a la

administracion de la anfetamina.

Las ratas N° 33, 34 Y 35 si presentaron conducta rotatoria posterior a la anfetamina y en
la siguiente figura se muestran los resultados.

Fig. 35. Rotometria. N° de Vueltas/ultimos 5 minutos de
Registro
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Discusion.

El método por el cual se obtuvieron las muestras analizadas en los animales de este
estudio fue la Microdidlisis Cerebral, el cual permite la obtencién de pequefios volimenes
altamente filtrados de solucion acuosa de elementos polares, libres de proteinas. Estas
caracteristicas definen una muestra perfecta para ser analizada con la Cromatografia Liquida de
alta precision con deteccion electroquimica (Waters 464, Corp., Millipore, USA), instrumento
utilizado para la separacién, aislamiento y cuantificacion de los elementos neuroquimicos en
estudio (18).

Se destaca la gran intensidad que tiene el efecto de la insulina sobre los niveles de
dopamina en el cuerpo estriado, fendmeno efectivamente demostrado tanto en los animales
sanos como en los lesionados unilateralmente en la sustancia negra. Se decidié medir y exponer
los niveles de Acido Dihidroxifenilacético (DOPAC) y Acido Homovanilico (HVA), en ambos
experimentos, ya que éstos son importantes agentes intermediarios en la cadena de sintesis y
degradacion enzimatica de la dopamina que nos permitieron evaluar indirectamente la
concentracion de este neurotransmisor. En este sentido se destaca el hecho que, aunque no hubo
significado estadistico en las modificaciones del DOPAC y del HVA tantos en animales sanos
como los lesionados, éstos agentes presentaron una evidente variacion que tendié a ser
consecuente y correspondiente a las modificaciones de la concentracion de dopamina, fendmeno

que nos refuerza los resultados obtenidos.

En el primer experimento los resultados més evidentes estuvieron representados por la
dopamina. De 8 ratas que recibieron una dosis directamente aplicada en la sustancia negra de 40
microgramos de Insulina, 7 mostraron un claro aumento de los niveles de dopamina. Esta
elevacion fue mas evidente en las Ultimas muestras tomadas, es decir, o que nos permite decir
que el efecto de la insulina no fue inmediato. Este hallazgo se consolida como el principal del
experimento debido a su significancia desde el punto de vista estadistico y a que responde a las
hipétesis planteadas al inicio del trabajo donde se proponia un posible efecto protector de la
insulina sobre la competencia del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Este hecho se puede
corresponder con algunos estudios previamente revisados donde uno de los cuales demostro la
presencia de isoformas del receptor de insulina en el area Tegmental Ventral (VTA) (4). Las

proyecciones dopaminérgicas desde el VTA terminan en la porcion ventral del cuerpo estriado y
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conforman la porcion ventral del sistema dopaminérgico mesoestriado, cuya porcion dorsal esta
constituida por la fibras que se originan de la pars compacta de la sustancia negra que emiten sus
terminales a la porcién dorsal del ndcleo caudado y el putamen (11). El contraste fue claramente
evidente con los animales que recibieron un volumen similar en la sustancia negra pero de
solucion salina, en los cuales las modificaciones de los niveles de dopamina no llegaron a ser

importantes ni considerables.

Comparando los resultados de nuestro trabajo con los previamente revisados y que
formaron parte de los antecedentes bibliograficos de éste, se observa que ya se habia
determinado el efecto beneficioso de algunos agonistas de una de las isoformas del receptor de
insulina en los ganglios basales, sobre los niveles de dopamina en el estriado y las conductas
rotatorias inducidas en animales con hemiparkinsonismo producido con 6-OHDA (6). En los
trabajos que hacemos referencia evalian los niveles de dopamina en el estriado utilizando
también Cromatografia Liquida de Alta Precision con deteccion electroquimica, notando que las
depleciones de dopamina en este sitio se asociaban a fosforilacion de la molécula del receptor de
insulina, hecho que lo inactivaba y representaba un estado de resistencia a la insulina. También
evaluaban los niveles de dopamina en la sustancia negra pero determinando la expresion de la
Tirosina Hidroxilasa (5,6). En nuestro trabajo determinamos los niveles de dopamina solamente
en el estriado y las modificaciones de éstos con la colocacion de insulina en la sustancia negra,
tomando en cuenta que las proyecciones dopaminérgicas son mesoestriatales y que la mayor
presencia de dopamina debe encontrarse en el estriado. En este mismo sentido se considera que
el posible efecto neuroprotector de la insulina lo ejerce sobre los cuerpos de esas neuronas
dopaminérgicas ubicados en los nucleos mesencefalicos, pars compacta de sustancia negra y
VTA.

Si nos referimos a los resultados del segundo experimento, donde se utilizaron solamente
animales lesionados unilateralmente de la sustancia negra con 6-OHDA, la insulina
aparentemente presento un efecto mas notable sobre los niveles de dopamina en el estriado. De
los 5 animales que recibieron una dosis diaria de 40 microgramos de insulina en la sustancia
negra lesionada, todos mostraron mayores niveles de dopamina en el estriado, comparados con
los 5 animales controles que recibieron solucién salina. Este resultado refuerza los hallazgos del

primer experimento con animales sanos, suponiendo con un poco mas de probabilidad, que
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efectivamente la insulina tiene un efecto neuroprotector sobre las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales aun cuando éstas hayan sido sometidas al efecto de una lesion neuroquimica,
incluso con capacidad de evitar las alteraciones en la neurotransmisién dopaminérgica y las

manifestaciones funcionales que dichos defectos impliquen.

Ahora bien, dados los resultados de nuestros experimentos, es inevitable plantear nuevas
hipdtesis que nos permitan establecer una explicacion racional de los fendmenos observados. En
este sentido debemos hacer referencia a la dindmica funcional de la mitocondria, organela
celular que ha sido reconocida como el principal sustrato disfuncional responsable de las
lesiones neuronales en las enfermedades neurodegenerativas, entre las cuales destaca la
Enfermedad de Parkinson. Los elementos esencialmente constituyentes de la dinamica
mitocondrial estan representados por el equilibrio entre la fusion y fisibn mitocondrial, la
mitofagia, el transporte y biogénesis de las diferentes partes de esta organela. Se ha planteado de
manera categdrica el importante rol que tendria el desequilibrio entre los elementos
conformantes de la dinamica mitocondrial en el proceso neurodegenerativo del sistema
dopaminérgico nigroestriatal en la Enfermedad de Parkinson. De hecho, en algunas formas de
parkinsonismos con patron hereditario, que son poco frecuentes, se han identificado mutaciones
de genes especificos cuyos productos intervienen activamente en la regulacion de la dinamica

mitocondrial y en procesos oxidativos relacionados (19,20).

El DJ-1 es un gen implicado en un parkinsonismo familiar con herencia recesiva, cuyo
producto anémalo se relaciona con la generacidén de una Peroxiredoxina y la actividad de una

proteasa que condicionan la mayor produccion de especies reactivas del oxigeno (19).

La mutacion del gen PINKL, reconocida en un tipo de parkinsonismo familiar, y la
consecuente deficiencia de su producto, una kinasa mitocondrial, promueve el aumento de las
perturbaciones en la respiracion oxidativa y en el tamponamiento del calcio intracelular,

condiciona la fuga de electrones desde la mitocondria y altera la morfologia mitocondrial (19).

El producto del gen Parkin es una ligasa de la Ubiquitina E3 y su mutacién también
causa un tipo de Enfermedad de Parkinson con patrén hereditario. Esta mutacion produce
disminucion de la eficiencia de las vias involucradas con los productos del PINK1, interfiriendo

con la fusion y fision mitocondria y mas recientemente observado, con la mitofagia (19). En este
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orden de ideas vale la pena también resaltar de que el mecanismo a través del cual la
neurotoxina 6-OHDA produce lesion se debe a que puede generar especies reactivas del oxigeno
por medio del ciclo de reduccion en la mitocondria. La reduccion de la 6-OHDA puede ocurrir
tanto en el pH extracelular como a nivel intracelular, pero la toxicidad depende principalmente
de las especies reactivas del oxigeno derivadas de la mitocondria, ademas de la fision
mitocondrial dependiente del Drp-1 y la autofagia de esta organela. Como se observé en
modelos con otras toxinas, silenciando la expresion del Drp-1 se puede conferir una proteccion

significante contra la muerte celular (19,20, 21).

Todos estos mecanismos conocidos han sustentado cada vez mas la hipotesis de que la
funcién mitocondrial y todos los elementos relacionados o implicados con procesos oxidativos y
la generacién de Especies Reactivas del Oxigeno, cumplen un papel fundamental en la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de los nucleos mesencefalicos en la enfermedad

de Parkinson esporadica (20).

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores es necesario mencionar al Oxido
Nitrico (NO), ya que es un gas labil derivado de I-arginina que posee actividad de radical libre,
altamente difundible a través de las membranas bioldgicas. Cuando este elemento se produce
excesivamente se magnifica su papel neurotoxico. En esta condicion el NO reacciona con el
anion superoxido, otro radical libre, para formar peroxinitrito (OONO-), un poderoso agente
oxidante capaz de inducir la nitracion de proteinas al blogquear la foforilacion de receptores
proteina-tirosina quinasas. Recordemos que en la familia de estos receptores se encuentran los
de los factores neurotroficos BDNF (Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro), GDNF (Factor
Neurotréfico Derivado de la Linea de Células Gliales), TGF-a (Factor Transformador de
Crecimiento a), PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas), EGF (Factor de
Crecimiento Epidérmico) y NGF (Factor de Crecimiento Nervioso), asi como también pertenece
a esta familia los receptores de la Insulina. En este punto, precisamente donde se involucra un
radical libre, el NO, con las moléculas receptoras de factores neurotroficos, es en donde se
puede consolidar el eslabon de union de dos mecanismos propuestos en la produccion de la
enfermedad de Parkinson, el estrés oxidativo y exceso de radicales libres por una parte, y la
deficiencia de factores troficos en la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas implicadas

(11, 20). Tomando en cuenta que los receptores de los factores neurotroficos anteriormente
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mencionados y los de la insulina pertenecen a una familia especifica, la de los receptores de
tironsincinasa, se podria plantear la posible existencia de un mecanismo o un efecto comdn entre
ambas especies, o la existencia de cierto grado de analogia funcional entre la insulina y éstos
factores neurotroficos sobre la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas del sistema
nigroestriatal, suposicion que debe establecerse recordando que en la revision documental previa
se encontraron trabajos cientificos donde se demostré la presencia de isoformas de receptores de
insulina en los nucleos dopaminérgicos mesencefalicos. Obviamente se resalta la importancia de
que el argumento anterior es una apreciacion hipotética que se puede inferir desde los resultados
del presente trabajo, que no deja de ser una probabilidad susceptible a un proceso de verificacion

formal.

Con respecto al resultado obtenido en las pruebas conductuales realizadas en los
animales que formaron parte del segundo experimento, se destaca el hecho que éstas
consistieron en un modelo de conducta rotacional inducida por farmacos, en nuestro caso
particular por la Anfetamina, un agente liberador de dopamina. Dichos modelos conductuales
habian sido establecidos y replicados con anterioridad y en este proyecto sirvieron para realizar
la verificacion de la efectividad funcional. Es importante recordar que la administracion de un
agente liberador de dopamina, como las Anfetaminas, inducen una conducta motora en el animal
con hemiparkinsonismo consistente en rotaciones en sentido contrario al lado donde la
estimulacién de los receptores dopaminérgicos en el estriado es mayor, es decir, giros
contralaterales al lado lesionado. En nuestras pruebas conductuales los animales lesionados que
recibieron insulina durante 14 dias consecutivos no presentaron conducta rotatoria debida a la
anfetamina, eso nos sugiere que efectivamente la insulina fue efectiva en prevenir esa alteracion
funcional motora debida a la lesion unilateral de la sustancia negra. De las ratas que recibieron
solucion salina durante 14 dias en la sustancia negra, 3 mostraron una conducta rotacional
provocada por la Anfetamina, probablemente el resto no tenian una lesion efectiva en la
sustancia negra. Los resultados obtenidos en las pruebas conductuales muestran una clara
tendencia consonante con los resultados expuestos en los diferentes antecedentes documentales
revisados (22, 23).

La manera general a través de la cual se verificd y se comprobé la efectividad de las

cirugias realizadas a todos los animales que formaron parte de los dos experimentos consistié en

61



la observacion microscépica de los cortes histologicos de los cerebros de dichas ratas, con la
finalidad de presenciar la ubicacidn exacta de las canulas colocadas durante la cirugia. En este

sentido se compararon los cortes histolégicos con los esquemas del atlas cerebral de cirugia
estereotdxica utilizado como orientacion (17).

Fig. 36. Esquema anatdémico del cerebro de la rata. Coordenadas AP: -5,8mm, L:

+/- 2,2mm, VP: +2,6mm. (17).
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Fig. 37. Corte Histoldgico, coordenadas en Sustancia Negra.
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Fig. 38. Esquema anatdémico del cerebro de la rata. Coordenadas AP: +0,2mm, L:
+/- 3mm, VP: +3mm. (17)
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Fig. 39. Corte Histoldgico. Coordenadas en Cuerpo Estriado.
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Conclusiones.

Fue efectivamente replicable en nuestro laboratorio el modelo experimental animal de

Enfermedad de Parkinson consistente en lesion unilateral con 6-OHDA de la sustancia negra.

La dosis Unica de insulina de 40 microgramos aplicados en la sustancia negra de
animales sanos modifico favorablemente los niveles de dopamina en el cuerpo estriado

comparados con aquellos que recibieron solucién salina bajo las mismas condiciones.

En las ratas con lesion unilateral de la sustancia negra por 6-OHDA como modelo
experimental de hemiparkinsonismo, la administracion de una dosis diaria de 40 microgramos
de insulina durante catorce dias consecutivos en dicho nucleo mesencefalico, permitio el
mantenimiento de mayores niveles de dopamina en el cuerpo estriado ipsilateral que aquellos

animales controles que recibieron solucion salina en las mismas circunstancias.

Los animales lesionados con hemiparkinsonismo inducido no mostraron conducta
motora rotacional inducida por la administracion sistemica de Anfetamina cuando recibieron
insulina durante los 14 dias previos. La mayor proporcion de los animales lesionados con 6-
OHDA que no recibieron insulina si mostraron una franca conducta rotacional inducida por la

droga administrada.

A pesar de que las variaciones en la cantidad de metabolitos intermediarios de la
dopamina, especificamente DOPAC y HVA, medidas en el cuerpo estriado, no presentaron un
resultado estadisticamente significativo, se observé una clara tendencia de éstas, que fue
consecuente a las modificaciones de la dopamina, efecto especialmente observado cuando se

utiliz6 la insulina.

Se recomienda la planificacion y realizacion de nuevos estudios experimentales que
involucren estrategias de Biologia Molecular que nos permitan evaluar la expresion de
receptores de dopamina en el cuerpo estriado y la sustancia negra, relacionada con el efecto de la

insulina.
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